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Resumen
El género Chionanthus L. agrupa aproximadamente 140 especies, nativas en su mayoria de zonas
tropicales a subtropicales en distintas de partes de Asia, Australia, las Américas y Africa. El Ecuador
cuenta con dos especies principalmente utilizadas como plantas ornamentales, Chionanthus
pubescens K. (arupo rosado) especie nativa del sur del pais, y Chionanthus virginicus L. (arupo blanco)
una especie introducida nativa del sureste de Norte América. El arupo blanco cuenta con algunos
estudios previos describiendo sus metabolitos secundarios con actividad antioxidante, mientras que
el arupo rosado no ha sido abordado. En este estudio se evalud la actividad antioxidante (métodos
DPPH, ABTS y FRAP), el contenido de fenoles (método Folin-Ciocalteu), flavonoides (método con AICls)
y antocianinas (método de diferencial de pH) presentes en extractos etandlicos de hojas, flores y
frutos de ambas especies. El mejor cardcter antioxidante lo presentaron las hojas de Ch. pubescens K.
y Ch. virginicus L., al igual que el mayor contenido total de fenoles (2845,55 mg GAE/100 g fw y 2386,17
mg GAE/100 g fw), y flavonoides (60,758 mg QE/g fw y 67,242 mg QE/g fw), respectivamente. El
contenido total de antocianinas determiné un mayor contenido en flores de arupo rosado respecto al
resto de muestras. El andlisis estadistico de los ensayos determindé que no hay una diferencia
significativa entre cada muestra de las especies del género Chionanthus evaluadas, a excepcién del
contenido de antocianinas en flores. Se determind que Ch. pubescens K. es una posible fuente de
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes que podrian aprovecharse como las de su

pariente norteamericano (Ch. virginicus L.).

Palabras clave: Chionanthus, arupo, caracter antioxidante, fenoles, flavonoides, antocianinas
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Abstract
The genus Chionanthus L. groups approximately 140 species, mostly native to tropical and subtropical
zones from different parts of Asia, Australia, America and Africa. In Ecuador there are two species
mainly used as ornamental plants, Chionanthus pubescens K. (pink arupo) native to the south of the
country, and Chionanthus virginicus L. (white arupo), an introduced specie native to southeastern
North America. The white arupo has some previous studies describing its secondary metabolites with
antioxidant activity, while the pink arupo has not been investigated till now. In this study, the
antioxidant activity (DPPH, ABTS and FRAP methods), the phenolic content (Folin-Ciocalteu method),
flavonoids (AICI3 method) and anthocyanins (pH differential method) present in ethanolic extracts of
leaves, flowers and fruits of both species, were analyzed. The best antioxidant character was
presented by the leaves of Ch. pubescens K. and Ch. virginicus L., as well as the highest total content
of phenols (2845.55 mg GAE/100 g fw and 2386.17 mg GAE/100 g fw), and flavonoids (60.758 mg QE/g
fw and 67.242 mg QE/g fw) respectively. The higher content of total anthocyanin was determined the
pink arupo flowers with respect to the rest of the samples. Statistical analysis of the assays determined
that there is no significant difference between each sample of the species of the genus Chionanthus
evaluated, with the exception of anthocyanin content in flowers. It was determined that Ch. pubescens
K. is a possible source of bioactive compounds with antioxidant properties, that could be exploited

like Ch. virginicus L.

Key words: Chionanthus, arupo, antioxidant character, phenols, flavonoids, anthocyanins.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

El género Chionanthus L. agrupa aproximadamente 140 especies, nativas en su mayoria de
zonas tropicales a subtropicales en distintas de partes de Asia, Australia, las Américas y Africa (Tar
et al., 2018; Wadl et al., 2022). Al género lo representan 3 especies en la flora mesoamericana,
mientras que para Sudamérica son 17 especies, de las cuales algunas han sido descritas en las

ultimas décadas (Cérdova, 2018).

Estudios previos han mostrado que el arbol marginal o arupo blanco (Chionanthus virginicus
Linneo), miembro de la familia Oleaceae, es una especie propia del sureste de Norte América que
presenta metabolitos secundarios con actividad antioxidante que lo han llevado a ser empleados en
la medicina popular, en la produccién de alimentos y cosméticos naturales (Gilcin et al., 2006). A
menudo es empleado como paisaje lefioso o arbusto ornamental debido a estar exento de insectos y
enfermedades, su rapido crecimiento y su exhibicidn floral (Wadl et al., 2022). La primera ocasion en
la que se aislaron los metabolitos secundarios de esta especie se identificaron tres secoiridoides
(oleuropeina, ligustrosido y angustifolidésido B) y cinco lignanos (phillyrin, pinoresinol-4’,4”-di-O-B-D-
glucésido, pinoresinol-4’’-0-B-D-glucdsido, phillyrin-2-0-B-D-glucésido, phillyrin-6-0- B-D-glucésido)

en la corteza de la raiz, todos con actividad antioxidante (Boyer et al., 2006).

El arupo rosado (Chionanthus pubescens Kunth), una especie originaria del norte de Peray
sur de Ecuador, es reconocida normalmente como una planta ornamental cultivada en diversos
jardines de Ambato, Quito, Loja, Cuenca y posiblemente en otros sitios a lo largo de |la Cordillera de
los Andes. En 2017, Fernandez & Cogollo tomaron registro de esta especie en el catdlogo “Flora de
Colombia” junto con Chionanthus compactus y Chionanthus implicatus, dos especies nativas del pais
vecino; sin embargo, como se menciona en la publicacidn, esta no cuenta con estudios previos sobre

su naturaleza quimica y componentes bioactivos.
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Los metabolitos secundarios de las plantas han sido descritos como antibiéticos,
antioxidantes, antifungicos y antivirales, que juegan un rol esencial como mecanismos de defensa
para las diversas especies vegetales ante factores bidticos y abidticos. Se ha demostrado que
presentan un amplio nimero de efectos bioldgicos dependiendo del espécimen, estos estudios han
proporcionado la base cientifica para catalogarlos como una fuente diversa de principios activos

para medicamentos y valiosos quimicos aplicables a la industria (Hussein et al., 2018).

Algunos de estos compuestos bioactivos presentan la capacidad de impedir la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y consecuentemente el estrés oxidativo a nivel celular, esta
caracteristica es denominada capacidad antioxidante (Augustyniak et al., 2010). El caracter
antioxidante, producido por microorganismos, hongos, animales y en mayor frecuencia por plantas,
tiene diversas aplicaciones en el area industrial al actuar como: colorantes (flavonoides, taninos
condensados o antocianinas), agente conservante (mayoria de compuestos fendlicos tienen
propiedades bactericidas), donante de caracteristicas sensoriales (sabor, olor, textura, color) o

agentes frente el estrés ambiental causado por la contaminacion del aire (Pokorny, 2007).

Durante los ultimos anos, el analisis, extraccion y uso de antioxidantes de origen natural se
ha mostrado como un area de interés por su accesibilidad y potencial bioactivo frente a los
antioxidantes de origen sintético. El uso de moléculas sintéticas antioxidantes se ha asociado con
posible toxicidad y efectos secundarios (Caleja et al., 2017). Dentro de la industria alimenticia, la
inestabilidad de los antioxidantes naturales ocasiond el uso de sus contrapartes artificiales en
alimentos debido a su alta reactividad, mayor eficacia y eficiencia en conservacidn. Sin embargo, hoy
en dia existe presion de su reemplazo por compuestos naturales por ser ecolégicos, por sus
propiedades funcionales y creciente demanda de productos alimenticios que garanticen la seguridad

de los consumidores (Uzombah, 2022).

Ch. pubescens Kunth es una especie vegetal poco abordada en el pais dentro de los puntos

mencionados, a diferencia de otras especies del género y principalmente de Ch. virginicus Linneo
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que, si bien cuenta con un limitado numero de publicaciones, se ha demostrado el contenido de
compuestos bioactivos de interés que han sido empleados desde la antigliedad por los nativos

americanos, hasta la actualidad por la medicina herbaria occidental (Penman et al., 2008).

Justificacion del problema

El ser humano desde sus inicios ha estado ligado al medio ambiente, muchas de sus
necesidades y enfermedades han sido tratadas mediante las plantas a lo largo de los afios (Hassan
et al., 2020). Se calcula que existen cerca de 435 mil especies vegetales terrestres y que se describen
dos mil mas por aiio, sin embargo, muchas de estas alin con descripciones y estudios deficientes
(Christenhusz & Byng, 2016; Corlett, 2016). La complejidad quimica de las diversas especies
vegetales permite valorarlas como una rica fuente de principios activos y como un modelo para
sintetizar numerosas moléculas con aplicaciones en la medicina, farmacéutica, agricultura, industria

alimenticia y textil (Aleaga, 2014).

Ch. pubescens Kunth o arupo rosado es uno de los arboles ornamentales mas tradicionales
del Ecuador, reconocido debido al maravilloso color rosado que presentan sus flores durante los
meses de julio-septiembre. Es una especie que presenta una alta tolerancia a la contaminacion
ambiental, lo cual le permite formar parte de avenidas, parques y jardines de las distintas ciudades
de nuestro pais (Peralta, 2017). Sin embargo, siendo una planta originaria de Ecuador, se ha limitado

a un uso ornamental.

El tamizaje y cuantificacidn fitoquimico son las primeras etapas de la investigacion
fitoquimica para cualquier especie vegetativa, estas permiten determinar cualitativamente y
cuantitativamente sus principales grupos quimicos (fenoles, flavonoides, saponinas, alcaloides,
esteroides, cumarinas, taninos) para posteriormente fraccionar los extractos y aislar los grupos de
interés dependiendo de su principio activo y su tentativa aplicacion (Balseca, 2017). Algunos de
estos compuestos son antioxidantes que actlan como agentes de proteccidon que reducen el estrés

oxidativo que podria afectar las moléculas bioldgicas, esta caracteristica ha ganado relevancia en su
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identificacion y aislamiento para ser suministrados como componentes alimenticios o productos

farmacéuticos a humanos y animales (Giilgin et al., 2008; Igbal et al., 2015).

Por este motivo se da la importancia a la evaluaciéon metabdlica del arupo rosado, debido a
gue esta especie podria ser una fuente importante de principios activos similar a otros miembros del
género Chionanthus como lo es el arbol marginal (Ch. virginicus L.) que es empleado como colagogo,
diurético tdnico y plaguicida (Gulcin et al., 2007). Al pertenecer a la familia de las Oleaceae, misma
donde se encuentra la hoja de Olivo (Olea europaea), planta de gran importancia econémica en
Europa, podria compartir sus propiedades energéticas, cardiovasculares, inmunoldgicas e incluso
actividad antioxidante que explicarian su alta tolerancia a la contaminacion, plagas y enfermedades

(Zuntar et al., 2019).
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Objetivos del proyecto
Objetivo general

Evaluar el contenido de metabolitos secundarios y caracter antioxidante en hojas, flores y
frutos entre las especies de arupo rosado (Chionanthus pubescens K.) y blanco (Chionanthus

virginicus L.) mediante métodos espectrofotométricos.

Objetivo especifico
e Recolectar muestras de hojas, flores y fruto de Arupo rosado (Ch. pubescens K.) y blanco (Ch.

virginicus L.).

e Obtener los extractos etandlicos a partir de las muestras recolectadas.

e Cuantificar el contenido de metabolitos secundarios en las muestras de las dos especies
mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, método colorimétrico del AICls. y método CAT

(Cantidad de antocianinas totales).

e Determinar el caracter antioxidante de los extractos etandlicos obtenidos mediante el

método DPPH, ABTS y FRAP.

e Comparar el caracter antioxidante y los metabolitos secundarios entre las dos especies del

género Chionanthus.

Hipotesis del proyecto
La concentracion de metabolitos secundarios y el caracter antioxidante presente en hojas,
flores y fruto de arupo rosado (Ch. pubescens K.) tiene una significancia estadisticamente mayor que

en el arupo blanco (Ch. virginicus L.).
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Capitulo II: Marco referencial

Género Chionanthus

Es un género que pertenece a la familia de las Oleaceas, conformado por mas de 140
especies. Tres especies son arboles y arbustos caducifolios templados, Ch. pygmaeus y Ch. virginicus
del sureste norteamericano son un grupo distinto y el Unico linaje templado de América del Norte,
Ch. retusus del centro y sureste de Chinay el resto de especies distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales (pantropicales) (Wadl et al., 2022). En la flora mesoamericana es representado por tres

especies, mientras que en Sudamérica se reconocen otras diecisiete (Fernandez & Cogollo, 2017).

Los especimenes tropicales presentan hojas perennes, mientras que las especies de zonas
templadas muestran hojas caducas (Wadl et al., 2022). De forma general, se caracterizan por ser
arbustos o arboles pequefos que alcanzan entre los 3 a 25 metros de altura, por tener hojas
opuestas y simples, fruta en drupa y flores dispuestas en racimos de colores rosa, blanco, amarillo o

tefido (Fernandez & Cogollo, 2017).

En el Ecuador, este género esta representado por tres especies: Ch. colonchensis, Ch.
implicatus L.y Ch. pubescens K. Estos tres miembros de la familia Oleaceae se distribuyen en las
cuatro regiones naturales. En la zona costera, Ch. colonchensis es endémica del occidente del pais,
mientras que, Ch. implicatus L. se encuentra en la Amazonia. Ch. pubescens K. es originaria de la
region Andina, aunque también se ha reportado en la provincia de Puerto Baquerizo Moreno (region

Insular) (Romero et al., 2021).
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Figura 1

Miembros del género Chionanthus: A) Ch. retusus, B) Ch. virginicus y C) Ch. pubescens

Nota: Adaptado de Chionanthus retusus (Chinese Fringetree, Chinese Fringe Tree) [North Carolina
Extension], por Walton, 2022, Gardener Plant Toolbox; White Fringetree (Chionanthus virginicus),
por Owens, 2018, iNaturalist United Kingdom; Chionanthus pubescens, de Paz, 2022, iNaturalist

United Kingdom.

Clasificacion taxondmica

Tabla 1

Clasificacién taxondmica del arupo rosado (Chionanthus pubescens Kunth)

Categoria Taxén
Reino Plantae
Division Madnoliophyta (planta con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledénea)
Orden Lamiales
Familia Oleaceae
Nombre Cientifico Chionanthus pubescens Kunth
Nombres Comunes Arupo (Ecuador), Chuquil (Peru)

Nota: Adaptado de El arupo (Chionanthus pubescens Kunth), drbol ornamental con potencial de uso

en Ecuador, por Peralta, 2017, IDEAZ.
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Tabla 2

Clasificacion taxonémica del arupo blanco (Chionanthus Virginicus Linneo)

Categoria Taxén
Reino Plantae
Division Madnoliophyta (planta con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotiledénea)
Orden Lamiales
Familia Oleaceae
Nombre Cientifico Chionanthus virginicus Linneo
Nombres Comunes Fringe tree, arbol marginal

Nota: Adaptado de El arupo (Chionanthus pubescens Kunth), drbol ornamental con potencial de uso

en Ecuador, por Peralta, 2017, IDEAZ.

Descripcion botanica

Su nombre proviene del griego Chionanthus que significa “flores de nieve” debido a los
caracteristicos colores que poseen las inflorescencias de algunos de sus miembros (blanco, tonos
desde rosado claro hasta morado); para el arupo rosado, pubescens significa “peludo” por las

estructuras similares a vello que cubren sus hojas (Peralta, 2017).

Ch. pubescens Kunth, al igual que Ch. virginicus Linneo, son arboles caducifolios miembros
de la familia de las Oledceas que alcanza de 6 hasta 8 metros de altura, poseen raices pivotantes
muy ramificadas y un tronco recubierto por lenticelas con un grosor que varia entre los 40 a 50 cm

de didmetro que ramifica cerca del suelo de forma heterogénea (ldrobo, 2003).

Cuenta con hojas simples, ovadas/oblongas, pecioladas y opuestas, con una superficie glabra
en el as y pubescente en el envés; sus hojas maduras miden entre 3-17 cm de largo y 4-7 cm en

ancho, muestran un color verde claro el cudl se obscurece a medida que envejecen (Quishpe, 2011).
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Figura 2

Flores rosadas y blancas dispuestas en paniculas de A) Ch. pubescens y B) Ch. virginicus
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Nota: Adaptado de El arupo (Chionanthus pubescens Kunth), drbol ornamental con potencial de uso

en Ecuador, por Peralta, 2017, IDEAZ.

El arupo es una especie monoica, hermafrodita que presenta una floraciéon anual desde sus
primeros 8 a 10 afos de vida, este acontecimiento es aleatorio con respecto a cada rama (parte baja,
media o terminal primero) e inicia dependiendo de las condiciones de su ubicacién entre los meses
de abril y mayo, manteniéndose florecido cerca de 40 dias (Romero et al., 2021). En los valles de
Quito esta época inicia en el mes de abril, mientras que en Imbabura entre mayo-septiembre. Las
flores se disponen en paniculas (racimo de racimos), oscilan entre los 6 a 9 racimos por rama, 40 a
283 flores en un racimo de racimos y con pétalos de color rosado para Ch. pubescens y blancos para
Ch. virginicus, con un largo promedio de 3 cm, y con una diferencia en sus anteras, de dos y dos a

cuatro (Peralta, 2017).

Su fruto es conocido como drupa, fruto simple de mesocarpio carnoso que envuelve un
endocarpio lefioso, de apice puntiagudo y una sola semilla. Tiernos son de color verdes y van
adquiriendo manchas moradas que van oscureciendo completamente la superficie al madurar,
llegando a medir cerca de 2 cm de largo y 1,2 cm de ancho (1,8 cm de largo en el caso del arupo

blanco), con una consistencia suave y sabor amargo (Peralta, 2017; Romero et al., 2021).
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Origen y distribucién

El arupo rosado es originario de la regidon andina, precisamente del sur de Ecuador y norte
de Peru. Incluso es encontrado en algunas regiones ubicadas al sur de Colombia (Fernandez &
Cogollo, 2017). En Ecuador crece naturalmente en remanentes boscosos de la provincia de Loja y
Zamora Chinchipe; las especies proveniente de estos valles al sur del pais han sido distribuidos a
todas las provincias que conforman la sierra ecuatoriana, en alturas que van desde los 1800 a 3050
msnm (Cordova, 2018). En las ciudades de Cuenca, Ambato, Quito y sus valles cercanos es
encontrado en jardines de hogares, avenidas/veredas, parques publicos y privados (Idrobo, 2003).
Por otro lado, en Perd, el Chuquil crece en las laderas xéricas (secas) junto con flora caducifolia 'y

arbustos perennifolios de los valles interandinos.

Por otra parte, el arupo blanco se encuentra presente en Ecuador como una especie
introducida que ha logrado adaptarse a las condiciones ecoldgicas y fisiograficas de la regidn andina.
Conocido como arupo de Virginia, es nativo de los Estados Unidos América, extendiéndose desde el

sur de Pensilvania y Nueva Jersey hasta el sur de Florida y el oeste de Texas (Romero et al., 2021).

Arupos en Ecuador

El arupo rosado, en su lugar de origen es considerado un arbol de alto valor debido a la
dureza de su madera color blanquecina. Es empleado en la construccidn de rodillos para molinos
caseros y como mango de herramientas, esto ocasiono en una época que sea considerado una
especie en riesgo, sin embargo, por su valor ornamental es conservado en parques de Ambato y

Quito (Idrobo, 2003).

Dentro del Informe Pais respecto a la Situacion de los recursos Genéticos Forestales en
Ecuador emitido en el 2012 indica que la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) conserva 2
accesiones a Arupo (Chionanthus pubescens Kunth) en su banco de germoplasma. Por otra parte,

también se reporta que el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (CADET) de la Universidad Central
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del Ecuador (UCE) realizé un rescate de embriones y el Municipio de Quito se encargd del cultivo de

tejidos durante ese afio (Checa & Grijalva, 2012).

Con el objetivo de disponer de evidencias fotograficas del arupo rosado en la sierra
ecuatoriana, fueron plantados ejemplares en la Plaza Grande de Quito, frente al Palacio de
Carondelet, donde anualmente es promocionado en medios impresos durante su florecimiento en

los meses de mayo y agosto (Peralta, 2017).

Normalmente, el Arupo de color rosado es el mas visualizado en el pais, sin embargo, en la
ciudad de Quito también se puede encontrar una variante, el arupo de flores blancas, especie

cercana de Norteamérica.

Metabolitos secundarios

La fitoquimica es el estudio de las sustancias quimicas producidas por las plantas,
principalmente sus metabolitos secundarios, para la comprensién de sus composiciones
estructurales, vias biosintéticas, funciones, mecanismos de accidn en el sistema vivo, las técnicas
para su aislamiento y cuantificacion. Ha sido una disciplina cientifica de importancia en el

descubrimiento de nuevos productos naturales de valor comercial e industrial (Egbuna et al., 2018).

Los metabolitos secundarios de plantas (PSM) son sustancias producidas por las plantas que
no participan directamente en el crecimiento o desarrollo del individuo a diferencia de los
metabolitos primarios (carbohidratos, aminodcidos, 4cidos grasos, poliaminas, clorofilas), pero que
son utilizados como una ventaja para responder a estimulos externos como factores ambientales,
depredadores, microorganismos y el ser humano (Pang et al., 2021). Los metabolitos secundarios
estan ligadas al grupo taxondmico, en ocasiones dependen de cada especie y cumplen funciones
especificas como pesticidas naturales, antioxidantes, sefales quimicas, atractores o repelentes de

animales e insectos, entre otras (Bruneton, 2001).
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Un amplia variedad de estos compuestos han sido aislados y utilizados por el ser humano en
la industria para la elaboracidn de medicamentos, conservantes, pigmentos, resinas, pesticidas,
alimentos, etc. Algunos ejemplos distinguidos son los flavonoides, saponinas y glucdsidos
cianégenos, fenoles y glucdsidos fendlicos, estilbenos, compuestos nitrogenados (alcaloides, aminas,

betalainas), taninos, terpenoides y algunos otros metabolitos enddgenos (Igbal et al., 2015).

Metabolitos secundarios en el género Chionanthus
Dentro del género Chionanthus, son limitados los estudios respecto a la composicién

fitoquimica de sus integrantes.

En el caso del fringetree chino (Chionanthus retusus), integrante de la familia Oleaceae, es
un arbol nativo de Corea, China, Taiwan y Japdn. Dentro de sus caracteristicas alcanza alturas entre
20-25 m., posee hojas caducas y ovaladas. Comunmente es empleado como antipirético (regulador
de fiebre), en el tratamiento de pardlisis y diarrea, debido a la presencia de metabolitos secundarios

como: flavonoides, lignanos, esteroles y terpenoides (Lee et al., 2019).

Dentro de la investigacidn de Lee et al. (2019), a Ch. retusus se la ha evaluado en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con la edad como la neurodisminucion por la actividad
neuroprotectora que presenta gracias a su contenido de flavonoides y fenoles, los cuales suprimen
la neuroinflamacién, protegen las neuronas como antioxidantes, promueven la memoria y la funcién
cognitiva, siendo un potencial terapéutico en este tipo de enfermedades. Estos estudios se
realizaron a partir de sus flores, donde reportaron que el 10,7% de los flavonoides totales se
encontraban en este érgano. Los flavonoides identificados fueron: quercentina, kaempferol,
astragalina, nicotiflorina, luteolina, luteolina 4-0-B-D-glucopirandsido, isorhoifolina, taxifolina,
aromadendrina, aromadendrina 7-O-B-D-glucopiranésido, taxifolina 7-O-B-D-glucopirandsido y

yeriodictyol 7-O-B-D-glucopiranésido.

Otro miembro de este género que ha sido investigado de forma cualitativa es la geratiya

(Chionanthus zeylanicus L.), un arbol pequefio comun en bosques caducifolios secos, endémico del
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sur de Asia, que alcanza alturas de 2-5 metros. Presenta hojas ovado-ovadas, obtusamente agudas,
de base cuneada y color verde glauco. Sus flores pequeiias de color blanco, ligeramente fragantes y
dispuestas en paniculas axilares, su fruto son drupas ovoide oblongos de color marrén violaceo.
Respecto a sus metabolitos, se ha aislado a partir de su tallo: flavonoides, esteroides, terpenoides,
taninos, glucésidos, alcaloides reductores de azucares, fenoles, quinonas y lignina, metabolitos

responsables de su actividad antioxidante (Venkateswara et al., 2013).

Capacidad antioxidante

Las condiciones desfavorables en las plantas como la temperatura extrema, metales
pesados, sequia, alta salinidad y deficiencia de nutrientes, son los causantes de altas
concentraciones de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Barua et al., 2014). Las ROS, también
denominados radicales libres (RL), son especies quimicas con uno o mas electrones desapareados en
la capa de valencia, se forman por la escisién homolitica de enlaces covalentes, comunmente entre

dos dtomos de electronegatividad similar (San Miguel & Martin, 2009).

En quimica organica, la formacion de RL ocurre en el enlace O-O (oxigeno-oxigeno) en
especies de peroxido o en el enlace O-N (oxigeno-nitrogeno). Dentro de los organismos vivos, se
producen como subproducto del metabolismo del oxigeno; al ser muy inestables y reactivas, tienden
a capturar un electrén de otras moléculas para alcanzar una configuracién electrénica estable,
ocasionando un desequilibrio entre estos RL y los antioxidantes, también denominado el estrés
oxidativo (Litescu et al., 2010). La reaccion en cadena afecta los enlaces de las proteinas de los
tejidos, los carbohidratos, los fosfolipidos de la membrana celular y el ADN, ocasionando la muerte

celular (San Miguel & Martin, 2009).

Frente esta amenaza, las células cuentan con un complejo sistema antioxidante con
elementos enzimaticos y no enzimaticos, este ultimo involucra moléculas con distintos mecanismos
de accidn como: inhibicidn enzimatica, quelacidn de oligoelementos implicados en produccion de RL,

captacion de ROS y activacién o aumento de la proteccién mediante otras defensas. Los metabolitos
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secundarios de las plantas se encuentran dentro del sistema antioxidante no enzimatico (Chaves

et al., 2020).

Un antioxidante es cualquier sustancia o molécula que, en pequefas concentraciones en
comparacién con un sustrato oxidante, son capaces de retrasar e inhibir significativamente los
procesos de oxidacion ocasionados por el oxigeno molecular o ROS (Pisoschi & Negulescu, 2012). A
partir de este surge el término capacidad antioxidante, definido como el potencial quimico que tiene
una soluciéon antioxidante (mezcla de compuestos) para funcionar como un aceptor de electrones y

dificultar o inhibir la oxidacion de otras moléculas por RL (Litescu et al., 2010).

Los compuestos con caracter antioxidante son naturalmente encontrados en las plantas, en
moléculas que presentan estructuras ciclicas y fendlicas que se caracterizan por ser susceptibles a la
oxidacion. Existe un interés creciente por estos, particularmente los destinados al tratamiento de
enfermedades degenerativas, envejecimiento, al deterioro de grasas y constituyentes alimentarios

(Lépez, 2007; Pisoschi & Negulescu, 2012).

Mecanismo operativo de los antioxidantes

Los radicales libres tienen la capacidad de donar o aceptar un electrén de otras moléculas. Al
romper la cadena, los RL liberan o extraen electrones para formar un segundo radical que continua
el proceso con una tercera molécula y asi sucesivamente dando como resultado productos
inestables que prolongan los procesos de reactividad y oxidacidon (Uzombah, 2022). Existen multiples
fuentes de radicales libres y oxidantes, algunos ejemplos son 0,,05~,,HO*, NO*,0NOO~,
HOCI,RO(0)*,LO(0)*; todos cuenta con propiedades quimicas y fisicas distintas (Prior et al., 2005).
Las sustancias objetivo de estos RL en los organismos vivos comprenden al oxigeno, acidos grasos

poliinsaturados, fosfolipidos, colesterol y acidos nucleicos.

Para la neutralizacién de los radicales libres se requiere proporcionar electrones para
estabilizarlos y/o inhibir su reactividad. Los antioxidantes donan facilmente electrones (hidrégeno) a

los RL para estabilizarlos, de esta forma se evita la generacidén de especies reactivas, la
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descomposicién de perdxidos lipidicos, la formacion de peréxidos, se rompe la cadena oxidativa y/o

reduce las concentraciones de oxigeno molecular localizado (Atta et al., 2017).

El mecanismo de accidn de los antioxidantes consiste en tres etapas: iniciacidn, propagacién

y terminacion (Atta et al., 2017; Uzombah, 2022).

Iniciaciéon
En una etapa normal de iniciacidn, una molécula de sustrato o sistema LH se produce tras la
abstracciéon del 4tomo de hidrégeno por parte de un radical oxidante iniciador (R *), generando un

radical libre para iniciar la cadena de oxidacion.

RH - R+ +H %

LH+Rx*—>Lx*+RH

Propagacion

La propagacién de la reaccién en cadena se da por la capacidad de los radicales libres para
reaccionar con el oxigeno, formando peréxidos (LOOL) y radicales peroxilo (LOO #). Los radicales
peroxilo son los transportadores de cadena, pueden oxidar mas el sustrato, produciendo
hidroperéxidos (LOOH) y al mismo tiempo descomponerse en otros compuestos como alcoholes,

aldehidos, cetonas, hidrocarburos y radicales como el alcoxilo (LO *).

L* 4+0,—-L00 *
LOO+«*+LH - L*+ LOOH
LOOH — LO *+ HO *

2LO0OH - LOO *+ L0 * + H,0

Terminacion
La etapa terminal puede efectuarse mediante dos casos, cuando dos radicales se combinan
para formar una especie estabilizada o mediante un antioxidante (AH) que dona un dtomo de

hidrégeno, finalizando la reaccion en cadena.
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R*x +R*x—> RR
L++L0O0 - LOOL

LOO x +L0O0 x— LOOL + 0,

L+ +AH - LH + A *
LOO x4+ AH —» LOOH + A =

LO * + AH - LOH + A *

Los antioxidantes primarios, en cantidades minimas, se encargan de retrasar o inhibir la
etapa de iniciacion y el paso a la propagacidn, mientras que los antioxidantes secundarios o
preventivos retardan la tasa de oxidacion mediante la eliminacidn del sustrato o del oxigeno

singulete.

Meétodos para la determinacion del cardcter antioxidante

Los métodos para cuantificar la capacidad antioxidante se clasifican seglin el mecanismo de
accion mediante el cual los compuestos detienen las reacciones de ruptura de cadena, de esta forma
se dividen en dos grupos: transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y transferencia de un solo
electrén (SET) (Chaves et al., 2020). Dentro de estos grupos, los diferentes métodos varian segun el
sustrato empleado, el agente oxidante, la técnica instrumental, la medida del punto final y la
interaccidon de la muestra con el medio. Entre los métodos mdas empleados se encuentra el ensayo
de DPPH, ABTS, FRAP, TRAP, ensayo basado en crocina y el basado en luminol (Fernandez et al.,

2006).

Los métodos basados en HAT miden la capacidad clasica de un antioxidante para inhibir los
radicales libres mediante la donacién de hidrégeno (AH) y dando como resultado un compuesto mas
estable. Dentro de este grupo se encuentran los métodos TRAP, TOSC, ORAC y blanqueo de crocina

(Litescu et al., 2010).

Los basados en SET detectan la capacidad de un antioxidante potencial para transferir un

electrén para reducir cualquier compuesto (incluye radicales, metales y carbonilos). A diferencia de
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los métodos HAT, este grupo depende del pH, son reacciones lentas, basan los calculos de la

capacidad antioxidante respecto a la disminucién porcentual del producto en lugar de la cinética y

sus resultados tiene variabilidad ante la presencia de contaminantes y elementos traza. Los métodos

pertenecientes a este grupo son: DPPH, FRAP, ABTS, CUPRAC y RP (Prior et al., 2005).

Tabla 3

Métodos analiticos para la evaluacion de la capacidad antioxidante por categorias

Ensayo Principio del método Determinacion del producto
final
Espectrometria
DPPH Reaccién antioxidante con un radical Colorimetria
organico
ABTS Reaccion antioxidante con un radical Colorimetria
cationico orgéanico
FRAP Reaccién antioxidante con un complejo Colorimetria
Fe(ll)
PFRAP Reduccion de ferricianuro de potasio por  Colorimetria
antioxidantes y luego reaccién de
ferrocianuro de potasio con Fe3+
CUPRAC Reduccion de Cu (l1) a Cu(l) por Colorimetria
antioxidantes
ORAC Reaccion antioxidante con radicales Pérdida de fluorescencia de la

peroxilo inducido por AAPH (2,2"-azobis-

2-amidino-propano)

fluoresceina
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Ensayo Principio del método Determinacién del producto
final
HORAC Capacidad antioxidante para apagar los Pérdida de fluorescencia de la

TRAP

Fluorimetria

radicales OH producidos por un sistema
tipo Fenton basado en Co(ll)

Capacidad antioxidante para eliminar
radicales derivados del luminol
producidos a partir de AAPH

Emisién de luz por una sustancia que ha
absorbido luz u otra radiacidn
electromagnética de una longitud de

onda diferente.

fluoresceina

Apagado de

guimioluminiscencia

Grabacion de espectros de
excitacion/emision de

fluorescencia

Cromatografia

Cromatografia de

gases

Cromatografia
liqguida de alta

resolucion (HPLC)

Separacién de compuestos mediante una
fase estacionaria liquida y una fase movil
gaseosa

Separacién de compuestos mediante una
fase estacionaria sélida y una fase movil
liguida con distintas polaridades, a alto

caudal y presién de la fase movil

lonizacién de llama o deteccion

de conductividad térmica

Deteccion UV-VIS,
fluorescencia, espectrometria
de masas o deteccidn

electroquimica

Nota: Adaptado de Methods for Total Antioxidant Activity Determination: A Review, por Pisoschi &

Negulescu, 2012, Biochemistry & Analytical Biochemistry.

Metabolitos con capacidad antioxidante

Los fitoderivados mas empleados en la industria son los que se sintetizan a partir del

hidroxibenceno (fenol), conocidos como polifenoles o compuestos fendlicos, principalmente por su
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remarcada capacidad de captacién de radicales libres y su abundancia en el reino vegetal (Espadero,

2018).

El efecto de los compuestos fendlicos se relaciona con su estructura quimica y su capacidad
para deslocalizar electrones sobre el anillo aromatico, al reaccionar con un radical libre, el electrén
capturado es deslocalizado y estabilizado por el efecto de resonancia del ndcleo aromatico, evitando
las reacciones en cadena de los radicales libres (Litescu et al., 2010). Estos compuestos presentan
gran diversidad estructural, lo que les atribuye una amplia clasificacién segin su complejidad y grado

de solubilidad. De forma general se clasifican en flavonoides y no flavonoides (Swallah et al., 2020).

Los flavonoides son el grupo de mayor investigacidn por sus supuestas cualidades
promotoras de la salud. Se caracterizan por su actividad antioxidante atribuida a su capacidad de
secuestrar radicales libres y propiedades quelantes de hierro. Dentro de este grupo se encuentran
las flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, chalconas, antocianidinas, entre otras. Los no
flavonoides son compuestos conformados por un grupo carboxilico y un anillo fendlico,
comunmente encontrados en frutas como ésteres; este grupo comprenden a los polifenoles
volatiles, lignanos, estilbenos, cumarinas, acidos hidroxicinamicos y dcidos hidroxibenzoicos

(Valencia et al., 2016).

Dentro de los compuestos fendlicos también se encuentran considerados los taninos, no
obstante, en concentraciones altas tienden a reducir la adsorcidn de nutrientes en los organismos,

tales como el hierro o las proteinas (Iser et al., 2020).
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Capitulo lll: Metodologia

Obtencion del material vegetal

Se recolectd aproximadamente 10 g de muestras (hojas, flores y frutos) de ambas especies
de arupo (Ch. pubescens K.y Ch. virginicus L.) encontradas dentro de la Universidad de las Fuerzas
Armadas — ESPE, ubicada en Sangolqui, cantén Rumifiahui, en la provincia de Pichincha. Las muestras

fueron trasladadas en un cooler hasta los laboratorios del CICTE.

Tratamiento de muestras

Se seleccionaron de las hojas, flores y frutos recolectados los que se encontraban en
mejores condiciones (completas y sin manchas). Se procuré que las muestras se encuentren en
estado maduro, siendo las hojas de color verde oscuro, un tono morado oscuro en los frutos y las
flores de colores rosado o blanco dependiendo de la especie. Las distintas muestras se lavaron

utilizando agua destilada previo a su extraccién.

Extraccion de principios activos
Para la extraccion se adapté el método descrito por Murugan & Parimelazhagan (2014),

utilizando las muestras vegetales frescas.

Los extractos se obtuvieron macerando 1 g muestra junto con 10 mL de solvente con ayuda
de un mortero, en este caso se empled etanol (96%). El contenido junto con el material pulverizado
obtenido de las distintas muestras se colocd en tubos Falcon de 15 mL y se dejaron reposar los
extractos en refrigeracion (5°C) durante 72 h. Para las posteriores evaluaciones se realizé dilucidn
1:4 del extracto con el solvente (etanol 96%), a excepcion de la determinacion de fenoles totales

para la cual se realizé una dilucién 1:8.

Determinacion del caracter antioxidante por el método DPPH
Para este método se adapto el protocolo de Suarsana et al. (2018). Se prepard una solucion

stock a una concentracion 0,15 mM de DPPH empleando como solvente etanol al 96%. A
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continuacién, se prepard el reactivo diluyéndolo con el mismo solvente hasta alcanzar una

absorbancia de 0,7 £ 0,05 y leyéndola a una longitud de onda de 517 nm.

Para el ensayo, se afiadi6 2,9 mL del reactivo en cada tubo de ensayo junto con 0,1 mL de
cada muestra obtenida (extractos etandlicos) y sus respectivas repeticiones. Los tubos se incubaron
durante 30 minutos en oscuridad y se leyeron su absorbancia a 517 nm utilizando el

espectrofotdmetro. El blanco se prepard utilizando etanol en lugar de la muestra.

La capacidad antioxidante se determind respecto al porcentaje de inhibicién del radical
DPPH empleando la ecuacion 1. Mediante la construccion de una curva de calibracion con Trolox se
determinaron los resultados y expresaron en unidades de umol Trolox/g fw (equivalente de Trolox/g

de muestra fresca).

(Ablanco—Amuestra) * 100 (1)

% de inhibicién = -
blanco

Determinacion del caracter antioxidante por el método ABTS

Para su aplicacion se modifico la metodologia utilizada por Murugan & Parimelazhagan
(2014). Para la preparacion de la solucién madre de radicales catidnicos ABTS*+, se mezcld
persulfato de potasio (2,45 mM en H,0) con sol. de ABTS (7 mM en H,0) y en proporcion 1:1. La
solucidn se dejo reaccionar de 12 a 48 horas; pasado este tiempo se diluyd con etanol absoluto hasta

obtener un valor de 0,7 + 0,02 leyéndola a 754 nm con ayuda del espectrofotdmetro.

Para determinar la capacidad de inhibicién de radicales se dejé reaccionar 20 pL de las
muestras con 2 mL de sol. ABTS diluida en tubos de ensayo. Las mezclas se dejaron reaccionar en
oscuridad a temperatura ambiente durante 7 minutos y se leyeron a 734 nm. El blanco se preparé
utilizando el solvente de extraccion (etanol) en lugar de la muestra. Los resultados se determinaron
mediante la construccion de una curva patrdn utilizando Trolox y se expresaron como umol Trolox/g

fw.
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Determinacion del caracter antioxidante por el método FRAP
Para la determinacién de la capacidad antioxidante reductora de iones férrico se adapté el

método de Cacique et al. (2020).

La solucidn de trabajo FRAP se prepard mezclando 10 mL de TPTZ en acido clorhidrico (40
mM) con 100 mL tampdn acetato (300 mM) a un pH 3,6 y 10 mL de FeCls en agua (20 mM). Se

obtuvo una solucién homogenizada con proporcién 1:10:1 y se dejé reposar a 37°C durante 3 horas.

La reaccion se realizé en tubos de ensayo pipeteando 0,1 mL de las muestras con 3 mL de la
solucidn de trabajo FRAP y 0,3 mL de agua destilada, la mezcla se dejé reposar durante 45 minutos a
una temperatura de 37°C. Los andlisis se realizaron mediante el espectrofotémetro leyendo las

mezclas homogenizadas a 593 nm. El blanco se preparé utilizando etanol en lugar de la muestra

La curva de calibracién se construyé trazando las absorbancias de concentraciones variables
de sulfato férrico (FeSO4-7H,0), entre 0 - 5 mM, y se leyeron a una longitud de onda de 593 nm. La

potencia reductora de las muestras se expresé como mg Fe,S0,4/100 g fw.

Determinacion del contenido de fenoles totales (TPC)
Se utilizd el método colorimétrico Folin-Ciocalteau descrito por Sun et al. (2015) con ligeras

modificaciones.

Se afadié 0,4 mL de los extractos alcohdlicos a los tubos de ensayo junto con 0,4 mL del
reactivo Folin-Ciocalteau (1 N) y 2 mL de H,0 destilada. Después de dejar reposar a la mezcla por 6
minutos, se agregaron 0,4 mL de carbonato de sodio (Na;COs) al 20% y 0,8 mL de H,0 destilada. Los
tubos con la solucidn resultante se incubaron por 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente y

finalmente se leyeron sus absorbancias a 765 nm utilizando el espectrofotometro.

Para la construccidn de la curva de calibracién se utilizé ac. gélico y los valores resultantes se

expresaron como equivalentes de ac. gélico (mg GAE/g muestra).
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Determinacion del contenido de flavonoides totales (TFC)
Se adapté el método colorimétrico con cloruro de aluminio (AICl3) descrito por Ammar et al.

(2022).

En tubos de ensayo, con ayuda de la micropipeta, se colocd 1 mL del extracto etandlico junto
con 1,5 mL de solvente de extraccién (etanol), 0,1 mL de acetato de sodio (CH;COONa) a
concentracién 1 M, 0,1 mL de AICl; al 10% (no usado en la preparacién del blanco) y 2,3 mL de H,0
destilada. La mezcla en el tubo de ensayo se incubd por 35 minutos en oscuridad y temperatura

ambiente. Pasado el tiempo, se leyd su absorbancia a 435 nm en el espectrofotémetro.

La curva de calibracién se construyé utilizando quercentina como estandar de referencia a
una concentracién de 300 pg/ml con etanol. El contenido total de flavonoides se expresé como

miligramos equivalentes de quercentina (mg QE/g muestra).

Determinacion del contenido de antocianinas totales (CAT)

Se empled el método de pH diferencial adaptado por Barragan et al. (2021).

El método consistid en pesar 5 g de las muestras de flores y frutos, colocdndolos en tubos
Falcon de 30 mL, dando como resultado 2 tubos por muestra y especie. Se pipeted 5 mL de cada
sistema buffer para cada tubo por muestra y especie: KCl o cloruro de potasio (0,025 M) apH 1,0y
CH3COONa o acetato de sodio (0,4 M) a pH 4,5. Pasado unos minutos se filtré el contenido en tubos

de ensayo utilizando papel filtro y se leyé cada tubo a longitudes de 520 y 700 nm.

El cambio de absorbancia (A.) se obtuvo empleando la ecuacién 2 y el célculo del contenido
total de antocianinas monomeéricas (CAT) se calculé mediante la ecuacién 3, donde PM representd la
masa molecular para la cianidina-3-glucésido (449,2 g/mol), € el coeficiente de extincién molar para
la cianidina-3-glucésido (26900 L/mol cm), 1 el camino éptico de celda (1 cm) y FD el factor de

dilucion. Los resultados se expresaron en mg cianidina-3-glucdsido/L extracto.

Ac = (As20 — A700)pH1.0 — (As20 — A700)pHas (2)
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CAT =

% + 1000 (3)

Determinacion del peso seco

Se pesaron aproximadamente 1,0 g por cada muestra con ayuda de una balanza analitica,
con excepcidn de los frutos donde se procurd tomar valores cercanos entre si. Las muestras se
introdujeron en sobres de papel periddico, se sellaron para evitar variar el contenido de cada sobre y
se colocaron bajo objetos con un considerable peso para promover su secado durante 5 dias. Para

cada muestra se realizé el ensayo por triplicado y sus valores se expresaron en % de humedad.

Analisis estadistico

Factores de estudio y unidad experimental

Los factores de estudio en la evaluaciéon de la composicién fitoquimica fueron las dos
especies del género Chionantus y los tres distintos drganos vegetales (muestras): hoja, flores y fruto.
En el caso del caracter antioxidante, los factores fueron los métodos utilizados (DPPH, ABTS, FRAP) y

el tipo de muestra utilizada por cada especie.

La unidad experimental fueron las hojas, flores y frutos, en estado maduro, de las dos

especies de arupo.

Tratamientos

Para el andlisis estadistico del contenido de metabolitos secundarios se realizé un disefio
factorial mixto 2x3 para cada método aplicado: contenido de fenoles totales (TPC), contenido de
flavonoides totales (TFC) y contenido de antocianinas totales (CAT). Se establecié un disefio para las
dos especies de arupo (a=2) y la determinacion del contenido de los compuestos en los tres tipos de

muestras (b=3). Los ensayos se realizaron con cinco réplicas (n=5) como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4

Disefio experimental factorial para la determinacion del contenido de metabolitos secundarios:

fenoles, flavonoides y antocianinas totales

Tipo de muestra

Especie
Hoja Flor Fruto
Ch. pubescens K. 5 5 5
Ch. virginicus L. 5 5 5

Para la evaluacion del caracter antioxidante, se realizé un disefio factorial mixto 32 debido a
los tres métodos utilizados (a=3) para determinar el porcentaje de inhibicidn por cada tipo de
muestra (b=3) de las dos especies de arupo, cada una con cinco réplicas (n=5) como se indica en la

tabla5y 6.

Tabla 5

Disefio experimental factorial del Arupo Rosado (Ch. pubescens K.) para la determinacion del

cardcter antioxidante

Muestra de Chionanthus pubescens K.

Métodos
Hoja Flor Fruto
DPPH 5 5 5
ABTS 5 5 5

FRAP 5 5 5
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Tabla 6

Disefio experimental factorial del Arupo blanco (Ch. virginicus L.) para la determinacion del cardcter

antioxidante
Muestra de Chionanthus virginicus L.
Métodos
Hoja Flor Fruto
DPPH 5 5 5
ABTS 5 5 5
FRAP 5 5 5

Los experimentos manejaron un disefilo completamente al azar y se estudié el andlisis de
varianza de cada uno. La comparacién entre las medias se realizé con la prueba de Kruskal Wallis y

Un Palor < 0/05

Esquema de andlisis de varianza
El esquema empleado para el analisis de varianza de los disefios factoriales para la
determinacion de los compuestos fitoquimicos y la evaluacion del caracter antioxidante de cada una

de las especies de arupo se presenta en la tabla 7.

Tabla 7

Esquema del ANOVA para el disefio factorial mixto 2x3 y 3% propuesto

Compuestos
Fuente de variabilidad Grados de libertad Caracter antioxidante
fitoquimicos

Factor a a—-1 1 2
Factor b b-1 2 2

Efecto ab (a=1)-(b-1) 2 4
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Compuestos
Fuente de variabilidad Grados de libertad Caracter antioxidante
fitoquimicos

Error (e) a-b-(n-1) 24 36

Total a-b-n-1 29 44

Adicionalmente se utilizé el coeficiente de correlacidon de Pearson para el estudio de
correlacidn entre los datos obtenidos de la evaluacidn de los compuestos metabdlicos y el caracter

antioxidante.
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Capitulo IV: Resultados
Obtencion y tratamiento del material vegetal
Se recolectaron aproximadamente 10,0 g de los distintos érganos vegetales pertenecientes a

cada especie en evaluacién. Las distintas muestras se las trabajé bajo la nomenclatura mostrada en

la tabla 8.

Tabla 8

Nomenclatura de las muestras evaluadas de las dos especies del género Chionanthus

Especie Muestra Cédigo
Hoja en estado maduro AHR
Arupo Rosado/Chionanthus pubescens K.
Flores rosadas AHF
(AR)
Fruto en estado maduro AHFr
Hoja en estado maduro ABH
Arupo Blanco/Chionanthus pubescens K.
Flores blancas ABF
(AB)
Fruto en estado maduro ABFr

Figura 3

Muestras recolectadas de arupo rosado (Ch. pubescens K.) y arupo blanco (Ch. virginicus L.)

Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)
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Cada muestra recolectada (figura 3) fue lavada con agua destilada.

Obtencion de los extractos etandlicos

Se obtuvieron extractos con acentuados colores (verde oscuro, amarillo ocre y morado)
dependiendo del tipo muestras (hojas, flores y frutos, respectivamente) al trasvasar el contenido
liquido a diferentes tubos Falcon rotulados, pasado sus 72 horas de reposo. A partir de aqui, se
obtuvieron diluciones 1:4 y 1:8 de los extractos etandlicos que presentaron colores mas claros

respecto a sus originales. Estas ultimas fueron almacenadas y rotuladas para su posterior evaluacion.

Figura4

Extractos etandlicos y diluciones de muestras recolectadas de arupo rosado y blanco

Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)

Evaluacion del caracter antioxidante
Para el estudio de la capacidad antioxidante de las dos especies del género Chionanthus se

empled tres métodos para los extractos obtenidos.

Determinacion del cardcter antioxidante por el método DPPH

El método emplea el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), una molécula estable soluble
en solventes organicos (metanol, etanol, DMF) y caracterizada por su color purpura intenso, que
reacciona con los extractos al proporcionarle un electrén o dtomo de hidrégeno y reduciéndolo a

2,2-difenil-1-hidrazina (DPPH-H) o una hidrazina andloga sustituida (DPPH-R) caracterizada por un
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color amarillo palido o incoloro (Mfotie, 2021). Esta decoloracidn (figura 5) permitié medir la

capacidad de inhibicién de RL por parte de las muestras.

Figura 5

Meétodo DPPH aplicado a extractos etandlicos (1:4) de muestras de arupo rosado y blanco

Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)

Se obtuvo la curva de calibracidon usando como solucion estandar Trolox en un rango de
concentraciones de 0 a 0,625 mM. Su linealidad se expresé mediante la ecuacion: y =—0,9979x +

0,7211 (R’>=0,993).

El método presentd como resultado una mayor inhibicion de radicales libres en las hojas de
Ch. pubescens K.y Ch. virginicus L. respecto al resto de muestras, con valores promedio de 73,15% y
71,88%, respectivamente, como se observa en la figura 6. Las flores de ambos ejemplares mostraron
un caracter antioxidante de 68,29% y 69,82%, siendo el arupo blanco ligeramente superior. Los
frutos de las dos especies mostraron el menor porcentaje de inhibicion respecto al resto de
muestras, los promedios obtenidos fueron de 65,74% y 64,71%, siendo el arupo rosado el de mayor

porcentaje.
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Figura 6

Capacidad antioxidante (% de inhibicion) de muestras de arupo rosado y blanco por método DPPH

Comparacion de capacidad antioxidante - Método DPPH
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Elaborado por: Alejandro Espinoza (2023)

Los porcentajes de inhibicidn resultantes con el método fueron procesados mediante la
curva de calibracidn (Apéndice 1) para expresar los valores en unidades de umol Trolox/g fw. Los
resultados se resumen en la figura 7, donde las mejores actividades las presentaron las hojas de
ambas especies con 18,94 umol Trolox/g fw para el arupo rosado y 18,61 pmol Trolox/g fw para el

arupo blanco.

Figura 7

Resumen de medidas descriptivas de la capacidad antioxidante de muestras de arupo rosado y

Medidas resumen

blanco
Muestra Variable n Media D.E. E.E. Mediana
LABF mmol troloxSg 5 18,0% 0,15 0,07 18,17
ABFr mmol trolox/g 5 16,80 0,12 0,05 le,TE
ABH mmol troloxSg 5 13,&l 0,06 0,03 18,58
ARF pmol trolox/g 5 17,71 0,21 0,10 17,71
ARFr pmol trolox/g 5 17,08 0,31 0,14 17,11
ARH mmol trolox/g 5 18,94 0,02 0,01 18,93
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Tras verificar los supuestos para hacer uso del ANOVA, se verificd que los datos no cumplian
con la homocedasticidad (Apéndice 2), por tal motivo se procedid a realizar pruebas no
paramétricas. El andlisis de varianza no paramétrica (prueba de Kruskal Wallis) que se muestra en la
figura 8 determind que, a un nivel de significancia de 0,05 y con un Pyaor < 0,0001, existe diferencia
significativa en la capacidad antioxidante de las muestras de ambas especies del género

Chionanthus.

Figura 8

Andlisis de varianza no paramétrica de la capacidad antioxidante por el método DPPH

Prueba de EKruskal Wallis

Variable Muestra N Medias D.E. Medianas C H P

Ebs ABF 5 0,23 4,3E-03 0,22 1,00 27,46 <0,0001
Ebs ABFr 5 0,28 3,6E-03 0,26

Ebs ABH 5 0,21 1,8E-03 0,21

Ebs ARF 5 0,24 0,01 0,24

Ebs ARFr 5 0,25 0,01 0,25

Els ARH 5 0,20 &6,0E-04 0,20

La prueba de Kruskal Wallis realiza una comparacion de a pares entre las medianas para
diferenciar los resultados analizados. La figura 9 muestra que la hoja de Ch. pubescens K. (ARH)
presenta la mayor capacidad de inhibicién de RL, mientras que el fruto de Ch. virginicus L. (ABFr) la

menor de todas. El resto de muestras no difieren significativamente dentro de cada especie.

Figura 9

Comparacion de medianas de la capacidad antioxidante por el método DPPH

Trat. Medianas Ranks

ARH 0,20 3,00 A
ABH 0,21 8,00 A B

AEBF 0,22 13,30 A B C
ARF 0,24 17,70 E C D
ARFr 0,25 24,20 C D
ABFr 0,26 26,80 D

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Determinacion del cardcter antioxidante por el método ABTS
El ensayo utiliza el catién radical 2,2 -azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o

ABTS-* obtenido a partir de la reaccidn entre persulfato de potasio y la soluciéon ABTS.

Figura 10

Método ABTS aplicado a extractos etandlicos (1:4) de muestras de arupo rosado y blanco

Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)

La prueba se basa en la decoloracién del catidon radical verde-azulado al reaccionar con
antioxidantes contenidos en una muestra y convertirse en su forma neutra incolora (ABTS) (Mfotie,

2021). En la figura 10 se evidencia la decoloracién de las muestras tras la aplicacion del método.

La curva de calibracién utilizando como estandar el Trolox, con rango de concentraciones de

0a 2,5 mM, expreso su linealidad mediante la ecuacién: y = — 0,2489x + 0,7533 (R%= 0,969).

El ensayo presentd como resultado una mayor inhibicidn del catidn radical ABTS en las hojas
de ambas especies de arupo frente al resto de muestras, con valores promedio de 89,47% y 88,69%,
siendo Ch. pubescens K. el mayor entre las mismas (figura 11). Los frutos de ambos individuos
mostraron un cardcter antioxidante de 85,27% vy 83,29%, siendo el arupo rosado ligeramente

superior al arupo blanco.
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Figura 11

Capacidad antioxidante (% de inhibicion) de muestras de arupo rosado y blanco por método ABTS

Comparacion de capacidad antioxidante - Método ABTS
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Elaborado por: Alejandro Espinoza (2023)

Las flores en este ensayo mostraron el menor porcentaje de inhibicién con promedios de

70,64% vy 78,02%, siendo el Ch. virginicus L. el de mayor capacidad respecto a este érgano vegetal.

Los porcentajes de barrido de RL resultantes fueron procesados mediante la curva de
calibracion (Apéndice 3) y los valores expresados en unidades de umol Trolox/g fw. Los resultados se
muestran en la figura 12. Las mejores actividades se observaron en hojas de ambas especies con un
promedio de 106,90 umol Trolox/g fw del arupo rosado, seguido por el arupo blanco con 105,93
pumol Trolox/g fw. Los valores mas bajos en este caso lo presentaron las flores con promedios de
83,37 y 92,59 umol Trolox/g fw, siendo las flores del arupo rosado la menor concentracion de todas

las muestras.
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Resumen de medidas descriptivas de la capacidad antioxidante de muestras de arupo rosado y

blanco

Medidas resumen

Muestra Variable n Media D.E. E.E. Mediana
LBF pmol troloxfg 5 92,5% 1,15 0,51 92,89
ABFr pmol troloxfg 5 949,18 0,68 0,31 g9g8,97
ABH pmol troloxfg 5 105,%3 1,13 0,51 106,26
LRF pmol troloxfg 5 83,37 1,21 0,54 82,89
LRFr pmol troloxfg 5 101,65 1,56 0,70 101,50
ARH pmol troloxfg 5 106,%0 1,11 0,50 106,76

Tras verificar los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de datos

(Apéndice 4), se verifico que podria aplicarse el ANOVA, sin embargo, por el tamafio de muestra se

optd por métodos no paramétricos. Tras el analisis de varianza, mostrado en la figura 13, se

determind que a un nivel de significancia de 0,05 y con un Pya0r < 0,0001, existe diferencia

significativa en la capacidad antioxidante de las muestras en el ensayo ABTS.

Figura 13

Andlisis de varianza no paramétrica de la capacidad antioxidante por el método ABTS

Prueba de Eruskal Walli=s

Variable Muestra W Medias D.E. Medianas C H B

L= ABF 5 0,1 0,01 0,16 1,00 27,40 =<0,0001
L= ABFx 5 0,13 4,1E-03 0,13

L= ABH 5 0,08 0,01 0,08

L= ARF 5 0,22 0,01 0,22

L= ARFx 5 0,11 0,01 0,11

L= ARH 5 0,08 0,01 0,08

La prueba de Kruskal Wallis permite la comparacién entre las medianas para identificar los

resultados estadisticamente diferentes. La figura 14 evidencia no existe diferencia significativa entre

las muestras de cada especie. La hoja de Ch. pubescens K. (ARH) y de Ch. virginicus L. (ABH)

presentan estadisticamente similar capacidad de inhibicion del catidn radical ABTS, siendo la mayor

del grupo de muestras.
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Comparacion de medianas de la capacidad antioxidante por el método ABTS

Trat. Medianas

Ranks

ALRH 0,08
AEH 0,08
ARFr 0,11
ABFr 0,13
AEF 0,16
LRF 0,22

4,60

6,40
13,20
17,80
23,00
28,00

HEH S
mowom
00 n

Msdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Determinacion del cardcter antioxidante por el método FRAP

El método FRAP permite medir el poder antioxidante mediante la reduccién a bajo pH (3,60)

de tripiridiltriazina férrica (Fe**-TPTZ), de color amarillento, a un complejo tripiridiltriazina ferrosa

(Fe**-TPTZ), de color azul intenso (Mfotie, 2021). Esta coloracién caracteristica del ensayo se muestra

en la figura 15.

Figura 15

Meétodo FRAP aplicado a extractos etandlicos (1:4) de muestras de arupo rosado y blanco

\
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Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)

Se obtuvo la curva de calibracidn usando como solucién estandar FeSO4-7H,0 en un rango

de concentracién de 0 a 5 mM. Su linealidad se expresé mediante la ecuacidn: y = 0,7056x — 0,028

(R?=0,999).
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El ensayo presentd como resultado una mayor capacidad de reduccion del ion férrico en las
hojas de ambas especies del género Chionanthus frente al resto de 6rganos vegetales (figura 16),
con promedios de 3,346 y 3,344 mM equivalentes de Fe(2+). Las flores de Ch. virginicus L. mostraron
una ligera mayor capacidad reductora frente a las flores de Ch. pubescens K. con valores de 3,327 y
3,212 mM equivalentes de Fe(2+), respectivamente. Los frutos de ambas especies presentaron los
menores valores del ensayo, con promedios de 3,156 y 2,761 mM equivalentes de Fe(2+), siendo el

fruto del arupo blanco el del menor poder reductor de todas las muestras.

Figura 16

Potencial reductor del ion férrico de muestras de arupo rosado y blanco por método FRAP
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Elaborado por: Alejandro Espinoza (2023)

Los resultados obtenidos con el ensayo fueron procesados mediante la curva de calibracién
(Apéndice 5) y expresados en unidades de mg Fe,S04/100 g fw y presentados en la figura 17. Los
mejores potenciales reductores fueron los de las hojas de arupo rosado y blanco, con promedios de

930,102 y 929,786 mg Fe,S04/100 g fw, respectivamente.
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Figura 17

Resumen de medidas descriptivas de la capacidad antioxidante de muestras de arupo rosado y

blanco

Medidas resumen

Muestra Variable n Media D.E. E.E. Mediana
ABF mg Fe2504/100g fw 5 924,87 2,49 1,11 524,40
ABFr my Fe2504/100g fw 5 767,51 18,32 &§,1% 777,31
AEBH my Fe2504/100g fw 5 ©29,79 0,68 0,30 S29,92
ARF mg Fe2504/100g fw 5 893,07 0,51 0,23 853,14
RRFr my Fe2504/100g fw 5 877,33 31,16 13,94 880,67
REH my Fe2504/100g fw 5 930,10 (78 0,35 825,92

El menor potencial reductor lo mostré el fruto de Ch. virginicus L. con 767,509 mg

Fe,S04/100 g fw, valor inferior respecto al de su pariente andino.

Tras verificar los supuestos para hacer uso del ANOVA, se verificéd que los datos no cumplian
con la normalidad y homocedasticidad (Apéndice 6), por tal motivo se procedid a realizar pruebas no
paramétricas. El andlisis de varianza no paramétrica (Kruskal Wallis) en la figura 18 determind que, a
un nivel de significancia de 0,05 y con un P..i0r de 0,0001, existe diferencia significativa en el

potencial reductor de las muestras estudiadas del género Chionanthus.

Figura 18

Andlisis de varianza no paramétrica del potencial reductor del ion férrico por el método FRAP

Prueba de Eruskal Wallis

Variakble Muestra N Medias D.E. Medianas C H ja.
kb= LBF 5 2,32 0,01 2,32 1,00 26,74 0,0001
B LBFr 5 1,92 0,05 1,94

b= ABH 5 2,33 1,7E-03 2,33

2= ARF 5 2,24 1,3E-03 2,24

ks AEFx s 2,20 0,08 2,21

Ebs ARH 5 2,33 2,0E-03 2,33

La prueba de Kruskal Wallis permitié la comparacién de a pares entre las medianas para

diferenciar los resultados analizados. Segun la figura 19, las muestras ARH, ABH y ABF no difieren
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significativamente. Por otro lado, ABFr muestra una diferencia significativa del resto al ser el menor

resultado del ensayo FRAP. Entre especies, estadisticamente no hay diferencia para cada muestra.

Figura 19

Comparacion de medianas del potencial reductor por el método FRAP

Trat. HMedianas Ranks

ABFr 1,94 3,00 A

ARFr 2,21 9,60 B B
ARF 2,24 11,40 & B
ABF 2,32 18,00 E C
ABH 2,33 25,10 C
ARH 2,33 25,90 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Determinacion del contenido de fenoles totales

El ensayo de Folin-Ciocalteu o F-C es el método mas comun para el analisis fendlico, se basa
en la reduccidn del reactivo de Folin (FCR) en presencia de fenoles de una muestra en evaluacion,
esta reaccidn resulta en la produccién de azul de molibdeno-tungsteno como se observa en la figura
20, la intensidad aumenta linealmente con la concentracién de fendlicos (Malta & Liu, 2014). Esta
coloraciéon permitid la cuantificacidn de fenoles en los distintitos drganos vegetales al medirlo

espectrofotométricamente a 765 nm.
Figura 20

Ensayo F-C aplicado a extractos etandlicos (1:8) de muestras de arupo rosado y blanco

b T e BV = =WE

Foto tomada pr: Alejandro Espinoza (20x23)
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Se obtuvo la curva de calibracidn utilizando como estandar ac. galico en un rango de
concentraciones de 0 a 250,0 mg/L. Su linealidad se expresé mediante la ecuacién: y = 0,0112x —

0,1759 (R?=0,979).

Mediante la curva de calibracion (Apéndice 7) con el acido galico se obtuvieron como
resultado un mayor contenido de fenoles en las muestras de hojas de ambas especies vegetales, con
concentraciones promedio de 355,69 mg TPC/L de extracto en el caso del arupo rosado y 298,27 mg
TPC/L para el arbol marginal (figura 21). Las flores muestran un mayor contenido en el arupo blanco
con una concentracion promedio de 184,57 mg TPC/L respecto a las del arupo rosado (140,13 mg
TPC/L) que mantienen un contenido inferior al de sus propios frutos con (156,42 mg TPC/L). Ch.

virginicus L. muestra el menor contenido de fenoles en su fruto (133,35 mg TPC/L).

Figura 21

Contenido de fenoles totales (TPC) de muestras de arupo rosado y blanco por método F-C

Comparacion de TPC - Método Folin-Ciocalteu
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Elaborado por: Alejandro Espinoza (2023)

Los anteriores valores se expresaron en unidades de mg equivalentes de acido galico por

cada 100 g de muestra fresca y fueron resumidos en la figura 22. Los mejores promedios mostraron
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concentraciones de 2845,55 y 2386,17 mg GAE/100 g fw para las muestras ARH Y ABH,
respectivamente. La menor concentracién reportada fue la muestra ABFr con 1066,83 mg GAE/100 g

fw.

Figura 22

Resumen de medidas descriptivas de TPC de muestras de arupo rosado y blanco

Medidas resumen

Muestra Variakle n Media D.E. E.E. Mediana
LBF my GRE/S100g 5 1476&,55 1l&,08 7,19 1485,55
LBFr mgy GRE/100g 5 1l0&66,83 71,03 31,77 1l042,21
LBH mgy GRE/100g 5 2386,17 305,30 136,53 228,40
LEF my GRE/100g 5 1121,07 41,85 18,76 1104,36
ARFr mg GARE/100g 5 1251,3& 87,65 39,20 1310,07
ARH mg GRE/100g & 2845,55 35,28 15,78 2B26,58

Tras verificar los supuestos para hacer uso del ANOVA, se verificéd que los datos no cumplian
con la normalidad y homocedasticidad (Apéndice 8), por lo que se utilizaron pruebas no
paramétricas. La prueba de Kruskal Wallis (figura 23) determind que, a un nivel de significancia de
0,05 y con un Py,10r0,0001, existe diferencia significativa en la capacidad antioxidante de las muestras

de ambas especies del arupo.

Figura 23

Andlisis de varianza no paramétrica del contenido total de fenoles por el método F-C
Frusba de Fruskal Wallis

Variable Muestra N Medias D.E. Medianas C H o
Ab= ABF S 2,24 0,02 2,26 1,00 26,54 0,0001
Ab= AEFr 5 1,67 0,10 1,64

Ab= ABH s 3,52 0,43 3,35

Ab= ARF 5 1,75 0,06 1,72

Ab= ARFr 5 1,83 0,12 2,01

Ab= ARH 5 4,16 0,05 4,13

La prueba de Kruskal Wallis permitié una comparacion entre medianas para identificar

diferencias significativas en los resultados del ensayo. Segun la figura 24, las muestras ARH y ABH no
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difieren significativamente, presentando los mayores contenidos de fenoles de todas las muestras. El

contenido fendlico de los frutos y flores no son estadisticamente diferentes.

Figura 24

Comparacion de medianas del contenido de fenoles totales por el método F-C

Trat. Medianas Ranks

LEFr 1,64 4,60 A
ARF 1,72 7,00 A

LRFr 2,01 12,40 A B
LEF 2,26 18,00 B C
LEH 3,35 24,00 C
BARH 4,13 27,00 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Determinacion del contenido de flavonoides totales

El ensayo utiliza el AICl3, donde al Al(lll) actia como un agente complejante o sustancia
capaz de unirse a iones especificos. El método se basa en la formacion de quelatos de Al(lll)-
flavonoides debido a la gran afinidad de sus enlaces oxo e hidroxilo por unirse a iones metdlicos,
dando como resultado la formacién de complejos de color amarillento-pardusco como se aprecia en
la figura 25 (Shraim et al., 2021). En el caso de los frutos se visualizd una coloracién azul,

aparentemente por la interaccién del Al(lll) con las antocianinas contenidas.

Figura 25

Ensayo de AICl; aplicado a extractos etandlicos (1:4) de muestras de arupo rosado y blanco

J

Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)
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Se obtuvo la curva de calibracion (Apéndice 9) utilizando quercentina como solucidn
estandar en un rango de concentracién de 0 a 1,5 mg/mL. Su linealidad se expresé mediante la

ecuacion: y = 1,4566x — 0,0265 (R*= 0,994).

Los resultados obtenidos por el ensayo y representados en la figura 26 mostraron una mayor
cantidad de flavonoides contenidos en las hojas de ambas especies de arupo, con promedios de
1,519y 1,681 mg TFC/mL de extracto, siendo el arbol marginal ligeramente el mayor de ambos. En
flores esta diferencia se volvié mas notable con un contenido de 0,429 mg TFC/mL para el arupo
blanco, seguido de 0,301 mg TFC/mL para la especie rosada. Las muestras de frutos mostraron
valores cercanos entre las especies Ch. virginicus L. y Ch. pubescens K., con valores de 0,351y 0,346

mg TFC/mL, respectivamente.

Figura 26

Contenido de flavonoides totales (TFC) de muestras de arupo rosado y blanco por ensayo AlCls
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Elaborado por: Alejandro Espinoza (2023)
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Se utilizd la quercentina, un compuesto de referencia comun, para expresar los resultados
en unidades de mg equivalentes de quercentina por gramo de muestra fresca, estos se resumen en
la figura 27. Las mejores concentraciones fueron los de las hojas, con promedios de 60,758 y 67,242
mg QE/ g fw. El contenido de todas las muestras del arupo blanco superaron ligeramente a las de su

pariente andino en el ensayo.

Figura 27

Resumen de medidas descriptivas de TFC de muestras de arupo rosado y blanco

Medidas resumen

Muestra WVariable mn Media D.E. E.E. Mediana
ALEBF my QEfg fw S5 17,1% 0,86 0,38 17,36
ABFr myg QEfg fw 5 14,02 1,2% 0,58 14,44
BBH my QE/g fw S5 €7,24 2,01 0,90 68,21
LEF mg QEfg fw S5 12,05 0,26 0,12 12,13
ARFr mg QE/g fw 5 13,83 0,39 0,17 13,93
LRH mg QE/g fw 5 €0,76 1,74 0,78 6l,09

El menor contenido lo mostré la flor de Ch. pubescens K. con 12,05 mg QE/g fw, incluso por

debajo de su propio fruto.

Tras verificar los supuestos para hacer uso del ANOVA, se verificd que los datos no cumplian
con la homocedasticidad (Apéndice 10), por tal motivo se procedio a realizar pruebas no
paramétricas. El andlisis de varianza no paramétrica de la figura 28 determind que, a un nivel de
significancia de 0,05 y con un Py,or < 0,0001, existe diferencia significativa en el contenido de

flavonoides de las distintas muestras.



Figura 28

Andlisis de varianza no paramétrica del contenido total de flavonoides por el método AICl;

Prueba de EKruskal Wallis

Variable Muestra N Medias

D.E. Medianas

C H E

Lln=
Lln=
Lln=
Lln=
Lln=
L=

ABF

LBFr

ABH

tnonon nodnodn

0,65
0,54
2,48
0,47
0,53

2,24

0,03
0,05
0,07
0,01
0,01
0,06

0,66
0,55
2,51
0,47
0,53

2,25

1,00 27,45 <0,0001

La prueba de Kruskal Wallis permitié la comparacion de a pares entre las medianas para

detectar diferencias significativas. Segun la figura 29, las muestras ARH y ABH no difieren

significativamente. De igual forma, las muestras ABFr, ARFr y ARF no son estadisticamente

diferentes.

Figura 29

Comparacion de medianas del contenido de flavonoides totales por el método AlCl3

Trat. Medianas Ranks

AEF 0,47 3,00 4

LRFr 0,53 10,00 L B
LBFr 0,55 11,00 & B
ABF 0,86 18,00 B C
ARH 2,25 23,00 C
ABH 2,51 28,00 C

Medias con una letra comin no son significativamentese diferentes (p > 0,05)

Determinacion del contenido de antocianinas totales

El método de diferencial de pH se basa en los cambios estructurales reversibles de las
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antocianinas monomeéricas al manipular el pH en las muestras. El color de la antocianina depende de

la carga positiva en el anillo C de la molécula, a un pH de 1,0 la molécula se carga positivamente y

pigmenta, mientras que, a un pH de 4,5 o mayor se neutraliza e incolora. La concentracién de este



pigmento es proporcional a la diferencia de absorbancias a 520 nm en distinto pH (Taghavi et al.,

2022). La figura 30 muestra la diferencia de pigmentacion tras aplicar el ensayo.

Figura 30

Ensayo de diferencial de pH aplicado a muestras frescas de arupo rosado y blanco

Foto tomada por: Alejandro Espinoza (2023)

Utilizando la férmula 2 en la metodologia, se obtuvo la diferencia de absorbancia de los
pigmentos en las muestras de flores y frutos de las especies evaluadas. La férmula 3 permitio
presentar los resultados en unidades de miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido por litro

de extracto, estos se resumen en la figura 31.

Figura 31

Resumen de medidas descriptivas de CAT en muestras (flores y frutos) de arupo rosado y blanco

Medidas resumen

Muestra Variable n Media D.E. E.E. Mediana
LEBF my cianidina-3-glucosido/L.. 3 3,83 0,11 0,06 3,86
LBFr my cianidina-3-glucosido/L.. 3 5,90 0,08 0,04 5,89
LEF my cianidina-3-glucosido/L.. 3 5,33 0,04 0,02 9,33
LEFr my cianidina-3-glucosido/L.. 3 6,67 0,11 0,06 a, 70
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La figura 32 muestra una mayor concentracién de antocianinas monomeéricas en las flores
del Ch. pubescens K. respecto a las de su pariente norteamericano, con promedios de 9,332y 3,827
mg cianidina-3-glucésido/L de extracto, respectivamente. Respecto a la muestra de frutos, el
contenido de antocianinas no difiere mucho entre las especies, con un promedio de 6,668 y 5,900

mg cianidina-3-glucdsido/L para el arupo rosado y blanco, respectivamente.
Figura 32

Contenido de antocianinas totales (CAT) de muestras de arupo rosado y blanco

Comparacion de CAT - Método de diferencial de pH

104

8- ‘ ®- Ch. pubescens K.

% Ch. virginicus L.

CAT (mg cianidina-3-glucésido/L

0 T T
\Y

o L
DN ‘(‘0

Muestra
Elaborado por: Alejandro Espinoza (2023)
Debido al nimero de observaciones obtenidas se optd por realizar pruebas no paramétricas.
La prueba de Kruskal Wallis la figura 33 determiné que, a un nivel de significancia de 0,05 y con un

Puaior de 0,0156, existe diferencia significativa en el contenido total de antocianinas de las cuatro

muestras.



Figura 33
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Andlisis de varianza no paramétrica del CAT por el método de diferencial de pH

FPrueba

de Eruskal Wallis

Variakbkle Muestra N Mediaz D.E. Medianas C H ju.
Ebs= ABF 3 0,23 0,01 0,23 1,00 10,328 00,0156
Lb= ABFr 3 0,35 4,5E-03 0,35

Ebs= ARF 3 0,56 2,3E-03 0,56

Lb= ARFr 3 0,40 0,01 0,40

El analisis de varianza no paramétrico permitié la comparacion de a pares entre las

medianas. Segun la figura 34, las muestras de flores de ambas especies difieren significativamente,

mientras que los frutos no difieren estadisticamente.

Figura 34

Comparacion de medianas del contenido de antocianinas totales por el método de diferencial de pH

Trat. Medianas BRanks

ABF 0,23 2,00 4

RBFr 0,35 5,00 AR B
ARFr 0,40 8,00 B C
LAEF 0,56 11,00 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

Correlacion de Pearson entre ensayos

El coeficiente de correlacion de Pearson permite medir la fuerza de la relacidn lineal entre

dos o mas variables. La prueba da como resultado un valor entre -1 y 1, donde -1 significa una

correlacidn lineal negativa total, 1 una correlacion positiva total y 0 que no existe correlacion

(Nettleton, 2014). Si dos variables muestran un mismo valor positivo significa que existe una relacion

positiva entre ambas (si una aumenta la otra también) y un valor negativo que su relacion es

negativa (efecto opuesto).
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La figura 35 muestra que existe una fuerte correlacién positiva entre FRAP, TPCy TFC con el
ensayo DPPH debido a sus coeficientes cercanos a 1, junto su probabilidad inferior a 0,05. Por otro

lado, el método mostrd una correlacidon negativa con CAT.

El ensayo ABTS tuvo una correlacidn positiva con TPC y TFC, al contrario que con CAT. Por
ultimo, el ensayo FRAP mostro correlacionarse ligeramente de forma positiva con TPCy TFC, al igual

gue de forma negativa con CAT.

Figura 35

Coeficientes de correlacion de Pearson aplicados a los métodos de determinacion del cardcter

antioxidante y composicion metabdlica (TPC, TFC y CAT)

Coeficientes de correlacion

Corrslacidon de Psarson: Cosficisntes\probabilidadss

DFFH ABTS  FRAP TEC TFC CAT

DFPFH 1,00 0,08 1,7E-08 9,2E-10 3,8E-08 9,4E-07
LBTS 0,32 1,00 0,68 5,4E-05 1,4E-05 3,0E-07
FRAP 0,83 0,08 1,00 4,4E-04 2,5E-03 0,01
TPC 0,86 0,67 0,60 1,00 0,00 1,8E-11
TFC 0,82 0,71 0,53 0,93 1,00 5,9E-12
CAT -0,76 -0,78 -0,48 -0,90 -0,91 1,00

Determinacion del peso seco
Se secaron las muestras de ambas especies de arupo y los datos junto con su promedio se

resumieron en la tabla 8.



Tabla 8

Resumen de pesos frescos y secos de muestras de arupo rosado y blanco

Muestra Rep Peso fresco (g) Pesoseco(g) % de humedad
1 1,008 0,541
ARH 2 1,012 0,477 48,66%3,65
3 1,015 0,540
1 1,015 0,398
61,70+1,21
ABH 2 1,009 0,391
3 1,010 0,373
1 1,001 0,172
81,33%+1,71
ARF 2 1,000 0,183
3 1,013 0,208
1 1,001 0,218
80,53%2,59
ABF 2 1,016 0,203
3 1,008 0,168
1 1,228 0,539
59,34+2,92
ARFr 2 1,255 0,500
3 1,721 0,658
1 1,148 0,478
54,9313,20
ABFr 2 1,211 0,581
3 1,327 0,605
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Capitulo V: Discusidn de los resultados
La identificacién de compuestos bioactivos y sus potenciales beneficios han sido recurrentes
en la investigacion cientifica durante las ultimas décadas, principalmente por su atencion en las
propiedades antioxidantes y su uso potencial en la salud e industria alimenticia (Dincheva et al.,
2023). De un estimado de 374.000 especies de plantas que han sido descritas y nombradas
cientificamente hasta la actualidad, solo una fraccion de ellas han sido estudiadas fitoquimicamente

o evaluadas por su actividad bioldgica (Haruna & Yahaya, 2021; Borges et al., 2020).

La ubicacion geografica y caracteristicas geolégicas de nuestro pais convierten a su
biodiversidad en una de las mas ricas del mundo, representando alrededor del 10% de todas las
especies vegetales y sumando nuevas cada afio, convirtiendo al pais en una fuente invaluable de
potenciales productos naturales de interés bioldgico e industrial (Armijos et al., 2021). De entre
estas especies, en este trabajo se ha puesto en evaluacidn el potencial antioxidante de dos
miembros del género Chionanthus: el arupo rosado (Chionanthus pubescens K.) un arbol nativo del
sur del pais y al arbol marginal (Chionanthus virginicus L.) o también conocido como arupo blanco,
una especie introducida de los Estados Unidos que ha logrado adaptarse a las condiciones de la

region andina; ambos usados principalmente de forma ornamental (Romero et al., 2021).

Holzmeyer et al. (2020) menciona que, de las especies vegetales conocidas, se han
descubierto mas de 200.000 compuestos biolégicamente activos a partir de sus distintos érganos
vegetales (hojas, raices, cortezas, frutos y semillas). Se recolectaron las hojas, flores y frutos (figura
3) en estado maduro de individuos aleatorios de ambas especies dentro de la Universidad de las
Fuerzas Armadas. La recoleccién de sus muestras se completd en diferentes ocasiones por la
naturaleza caducifolia, el florecimiento anual y posterior etapa de fructificacidon que presentan
ambos ejemplares, junto con su aleatoriedad del acontecimiento respecto a cada rama, como lo

menciona Romero et al. (2021).
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Se obtuvo extractos etandlicos (figura 4) con colores distintivos por cada muestra en
consecuencia de la capacidad los alcoholes para disolver y extraer los distintos pigmentos junto con
el resto de los metabolitos secundarios (Ahmadi et al., 2019). Este método de extraccion es
oportuno para muestras fragiles como flores y donde el metanol es el solvente comUnmente
utilizado para el analisis metaboldmico (Kapadia et al., 2022; Verpoorte et al., 2022). Se considera
esto debido a que en la bibliografia existente respecto a Ch. virginicus L. se ha empleado MeOH para
su investigacidén, siendo una diferencia a considerar para la comparacién de resultados de este
trabajo. Borges et al. (2020) tras comparar solventes en Olea europea (Oleaceae) determiné que el
metanol tiene mejor eficiencia de extraccion (7,2%) frente al etanol (4,1%). No obstante, ambos
solventes suelen presentar problemas de impurezas al reaccionar con acidos grasos y generar

ésteres, acetales y hemiacetales (Verpoorte et al., 2022).

Los resultados del caracter antioxidante empleando el ensayo de DPPH mostraron un mayor
porcentaje de inhibicién de radicales libres por parte de los extractos de hojas de ambas especies,
con valores de 73, 15% y 71,88% para el arupo rosado y blanco respectivamente. Glilgin et al. (2006),
Glulgin et al. (2007) y Giilgin et al. (2008) realizo tres investigaciones donde evalud la actividad
antioxidante de extractos con distintos solventes (metanol y etil acetato), lignanos aislados (phillyrin,
pinoresinol-B-D-glucdsido o PDG, y pinoresinol-di- B-glucdsido o PDDG) y secoiridoides (ligustrosido,
oleuropeina) a partir de la corteza de la raiz del arbol marginal. Los extractos (20 pg/mL) en
evaluacidon mostraron porcentajes de inhibicién del 86,6% (metanol), 39.2% (etil acetato), 85,2%

(PDG), 85,1% (PDDG), 51,0% (phillyrin), 83,7% (ligustrosido) y 32,8% (oleuropeina).

Considerando el distinto solvente utilizado por el autor, la concentracién de extractos
mediante rotavapor, el aislamiento de metabolitos por LPLC (cromatografia liquida a baja presion) y
la relacion RL-AH (1:3) en los ensayos los resultados muestran concordancia con lo obtenidos.
Litescu et al., (2010) menciona que se denomina antioxidante a compuestos que en bajas

concentraciones es capaz de retrasar o bloquear significativamente la oxidacion y que al hablar de
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“capacidad” antioxidante- consideramos la reaccidn entre una solucién (mezcla de compuestos) a

diferencia de “actividad” (una sola especie).

Para el ensayo ABTS, Boyer et al. (2011) presentd porcentajes de inhibicién del 57,8%
(metanol), 99.9% (etil acetato), 99,8% (PDG), 42,2% (PDDG) y 35,7% (phillyrin). En los resultados
obtenidos por este trabajo, el mayor porcentaje lo presentaron las hojas de ambas especies con
promedios de 89,47% y 88,69%, siendo cercanos a los obtenidos por el autor. Giilgin et al. (2008)
adicionalmente evalud secoiridoides (glucdsidos) aislados de la raiz del arupo blanco, obteniendo
como resultados porcentajes de inhibicidn del 97,2% para el ligustrosido y 51,8% para la
oleuropeina, mostrando mayor efectividad que antioxidantes comunes (BHT, Trolox y tocoferol),
aludiendo la diferencia de inhibicion entre los glucésidos al grupo hidroxilo adicional que posee el

ligustrosido.

Giilgin y colaboradores en 2006 analizaron la actividad quelante de metales en iones
ferrosos por parte del Ch. virginicus L. al inhibir la formacidn del complejo Fe?*-ferrozina y
determinaron que los extractos de metanol y etil acetato (10 pg/mL) mostraban porcentajes de
quelacién del 94,5% y 88,6%; sus resultados destacaron frente BHT, BHA, a-tocoferol y Trolox. De
igual forma, analizaron el poder reductor del complejo Fe3+/ferrocianuro (ferrocianuro de potasio)
obteniendo resultados similares al a-tocoferol y mayores Trolox. En este trabajo analizamos su
capacidad de reduccion del ion férrico mediante el ensayo FRAP, obteniendo las mejores

capacidades en las hojas de ambas especies con 3,346 y 3,344 mM equivalentes de Fe?* (figura 16).

Boyer et al. (2006) tras analizar extractos purificados de raiz de Ch. virginicus L. utilizando
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) determino la presencia de 9 compuestos:
pinoresinol-4’,4"’-di-O-B-D-glucdsido, pinoresinol-4"’-0-B-D-glucésido, acetoxipinoresinol-4"’-O-B-D-
glucésido, phillyrin-2-0-B-D-glucdsido, phillyrin-6-O- B-D-glucdsido, angustifoliosido B, oleuropeina,
phillyrin y ligustrosido. Mediante el analisis estadistico de los distintos ensayos se determind que no

existe diferencia significativa en el caracter antioxidante entre las dos especies del género
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Chionanthus, lo que nos sugeriria que en el arupo rosado participan similares moléculas que su
pariente norteamericano, no obstante, seria necesario su analisis con HPLC para corroborar esta
hipdtesis. Holzmeyer et al. (2020) menciona que, la historia evolutiva compartida sugiere que la
diversidad biolégica y quimica podria no estar correlacionada linealmente, pues las especies
estrechamente relacionadas producirian iguales metabolitos y que la similitud de metabolismo no
debe confundirse con la similitud de funcidn o bioactividad, pues un cambio estructural simple

cambia sustancialmente el perfil bioldgico.

El contenido de fenoles y flavonoides determinado en las hojas de ambas especies concordd
con su alto cardacter antioxidante respecto al resto de drganos analizados (figura 21). A la fecha, no
se realizado un analisis cuantitativo de este tipo de metabolitos en ninguna de las dos especies, sin
embargo, Lee et al. (2019) evalué el contenido de metabolitos en flores de Chionanthus retusus,
representante de Asia oriental, obteniendo valores 125,443,3 mg GAE/g dwy 119,1+2,7 mg CA/g dw
para fenoles y flavonoides, respectivamente. Si bien estos datos no nos permiten una comparacion
con Ch. pubescens y Ch. virginicus por su origen y metodologia aplicada, los mayores contenidos
transformados a peso seco (tabla 8) en flores de arupo blanco (75,86 mg GAE/g dw y 88.29 mg QE/g
dw) muestran el potencial que tienen estas dos especies frente a otro miembro representativo del

género.

En el ensayo de flavonoides por el método AICl;, la figura 25 muestra que la reaccidn
produjo una coloracion azul con los frutos, a diferencia del caracteristico color amarillo-parduzco.
Moncada et al. (2003), Trouillas et al. (2016) y Shraim et al. (2021) mencionan que, la formacién de
color azul se denomina copigmentacidn e involucra flavonoides y metales, principalmente
antocianinas con anillo B de catecol o pirogalol (derivados de cianidina, petudinina y delfinidina) al

interactuar con iones metalicos como Al3*.

Las antocianinas son pigmentos polifendlicos (flavonoides) solubles en agua, responsable de

los colores desde rojizos hasta azules/morados, normalmente encontrados en frutas, verduras y
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flores. Estas moléculas funcionan en las plantas como fotoprotector, atractor de polinizadores y
dispersién de semillas; cuentan con caracteristicas antioxidantes atractivos a la investigacion y
cuantificacion por sus funciones protectoras (Taghavi et al., 2022). El método diferencial de pH
mostrd una mayor concentracion de antocianinas monoméricas en las flores del arupo rosado que
en su pariente norteamericano, lo que explicaria su color. El fruto no mostro una diferencia
estadistica a su contenido entre las especies y su presencia se veria asociada a la necesidad de atraer
dispersores (Peach et al., 2020). Las semillas del género Chionanthus tiene un estado de latencia
exdgeno/enddgeno que requiere de la molleja de las aves (mirlos) en la naturaleza y tratamientos
con shocks térmicos a nivel de laboratorio para su propagacion, como lo menciona Chien et al.

(2004) y Romero et al. (2021).

La correlacidon de los ensayos de cardcter antioxidante y cuantificacion de metabolitos
mostraron relaciones positivas entre si, a mayor capacidad antioxidante, mayor era el contenido en
cada muestra. Sin embargo, la correlacidn variable mediante los coeficientes de Pearson
corresponde la base de las pruebas y sus desventajas. DPPH al disolverse solo en medios orgdnicos
(alcoholes) compromete la medicion de antioxidantes hidrofilicos, ademas, produce interferencias al
interactuar con antocianinas y carotenoides al absorberse al mismo rango de longitud de onda
(Sadeer et al., 2020). ABTS mide antioxidantes tanto lipofilos como hidrdfilos, pero puede conducir a
sobreestimaciones y subestimaciones por la termodinamica de la reaccion y lentitud con ciertos
antioxidantes (Platzer et al., 2021). FRAP al ser un método basado en reacciones redox, cualquier
sustancia donadora de electrones con un potencial redox menor que el FE3*FE?* puede contribuir en
los resultados, puede subestimar la capacidad de antioxidantes con grupo tiol (-SH), carotenoides y

ciertas proteinas (Echegaray et al., 2021).

EL ensayo de CAT mostrd correlaciones negativas con las distintas pruebas antioxidantes.
Taghavi et al. (2022) y Muzi & Hanandi (2019) sefialan que, los métodos en la evaluacién de

antocianinas monomeéricas estan sujetos a interferencia de las impurezas absorbentes de luz
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presentes en los extractos, el diferencial pH, temperatura y extraccion por solvente en ambiente
acido, ademas que el metanol funciona mejor que etanol como solvente extraccidn. El largo tiempo

del método promueve la degradacion de estos metabolitos.

Barreiro (2019) menciona que, la posibilidad de encontrar nuevos farmacos y precursores de
fuentes naturales es una de las razones mas citadas para preservar la biodiversidad. Tras los ensayos
de este trabajo, identificamos que Ch. pubescens K. y Ch. virginicus L. presentan similar potencial
antioxidante y contenido de metabolitos, volviendo al arupo rosado una posible fuente de
compuestos bioactivos como su pariente norteamericano. En la actualidad, la tintura del arupo
blanco es comercializada y utilizada como remedio en el tratamiento de hepatitis, ictericia, dolor de
cabeza, fatiga corporal, estimulacién del apetito y estimulante de la digestién Clarke (1902) y Boyer

etal. (2011).

De igual forma, se ha visto que las plantas pertenecientes a este género, tales como
Chionanthus retusus, son reconocidas por tener un gran contenido de flavonoides, lignanos,
esteroles y terpenoides, mostrando eficacia en la medicina oriental como antipirético, antitumoral,
antiinflamatorio, neuroprotector y antioxidante, antiviral, en el tratamiento de paralisis y
desordenes estomacales (Lee et al., 2019). Wang et al. (2022) menciona que Ch. retusus, al igual que
el resto de miembros del género, es usado en américa del norte como planta ornamental, porta
injertos y sus hojas consideradas como una gran cantidad de biomasa desechable, pero como se ha
visto en su trabajo y este, pueden ser fuentes prometedoras para su uso en medicamentos,

suplementos dietéticos y cosméticos.

Finalmente, hay que considerar que la seleccién de fuentes naturales para nuevos
metabolitos biolégicamente activos ha sido una parte esencial en los programas de descubrimiento
de farmacos y el descubrimiento de nuevas propiedades ha impulsado la diversificacién de sus
aplicaciones (Dincheva et al., 2023). Estos productos naturales poseen estructuras quimicas diversas

y complejas que parecen exhibir mayor compatibilidad bioldgica y similitud funcional que los



derivados de fuentes puramente sintéticas, siendo mejores candidatos para el desarrollo de

medicamentos y su uso en la industria alimenticia (Najmi et al., 2022).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones
Se recolectaron muestras de los distintos érganos vegetales (hojas, flores y frutos) en estado
maduro de las dos especies evaluadas del género Chionanthus (Ch. pubescens Kunth y Ch. virginicus

Linneo) y se obtuvieron sus extractos etandélicos.

Se determind que el mejor caracter antioxidante lo presentaron las hojas de Ch. pubescens
K.y Ch. virginicus L. frente al resto de muestras, con porcentajes de inhibicién de radicales libres de
73,15% vy 71,88% en el ensayo DPPH, 89,45% y 88,69% para el ensayo ABTS, y para el ensayo FRAP

un potencial reductor de 3,346 mM y 3,344 mM equivalentes de Fe?*, respectivamente.

El contenido total de fenoles y flavonoides concordaron con los resultados del caracter
antioxidante, las hojas de Ch. pubescens K.y Ch. virginicus L. mostraron las mayores concentraciones
con valores de 2845,55 mg GAE/100 g fw y 2386,17 mg GAE/100 g fw para fenoles, y para

flavonoides 60,758 mg QE/g fw y 67,242 mg QE/g fw, respectivamente.

El contenido total de antocianinas determind una mayor concentracion en flores de Ch.
pubescens K. con una concentracidn de 9,332 mg cianidina-3-glucdsido/L, seguido de los frutos de
ambas especies con 6,668 mg cianidina-3-glucdsido/L (ARFr) y 5,900 mg cianidina-3-glucdsido/L
(ABFr) y la menor concentracién en las flores blancas de Ch. virginicus L. con 3,827 mg cianidina-3-

glucésido/L.

La comparacion del caracter antioxidante y contenido metabdlico (fenoles, flavonoides y
antocianinas) entre ambas especies del género Chionanthus determind que no hubo diferencia
significativa entre muestras, a excepcién del contenido de antocianinas respecto a las flores siendo

las del arupo rosado el mayor valor obtenido.
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Se determind que Ch. pubescens K. es una posible fuente de compuestos bioactivos con
propiedades antioxidantes que podrian aprovecharse como las de su pariente norteamericano (Ch.

virginicus L.) y de Asia oriental (Ch. retusus).

Recomendaciones
Para posteriores evaluaciones, identificar ejemplares en iguales estadios para la recoleccién
de muestras, especialmente para el fruto donde se evidencio mayor diferencia de temporada en su

fructificacion y maduracion.

Realizar un analisis de distintas muestras (hojas, flores, fruto, corteza y corteza de raiz)
empleando metanol por su mayor eficiencia de extraccion y su posterior tratamiento con el fin de

hacer una mejor comparacion frente a la bibliografia existente.

Para el andlisis de antocianinas, aplicar la extraccién con metanol en un ambiente acido (HCI)
para una mayor recuperacion y evitar la degradacién del pigmento. Utilizar cloroformo para la
eliminacion de impurezas (carotenoides y clorofilas) absorbentes de luz que interviene durante la

evaluacion, separando los componentes solubles en agua y lipidos de los extractos.

Aplicar el método HPLC-MS para la identificacion de los componentes presentes en Ch.

pubescens K. para comparar con los descritos en bibliografia de Ch. virginicus L. y Ch. retusus.
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