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RESUMEN

La presente investigacion se centrd en el uso del fruto de mortifio como una alternativa
terapéutica para enfermedades inflamatorias, aprovechando sus compuestos polifenélicos
con actividad antioxidante. Buscando identificar los metabolitos secundarios del fruto y
emplear la microencapsulacion para preservar sus compuestos bioactivos. Se aline6 con
el Objetivo de Desarrollo Sostenible de la ONU para promover una vida saludable y
bienestar, aprovechando la diversidad vegetal de Ecuador. En el estudio, se evaluaron
extractos etandlicos y la microencapsulacion de frutos de mortifio, con un enfoque
cuantitativo y experimental. Se establecieron hipotesis sobre la influencia de los solventes
de extraccion y la microencapsulacion en la conservacion de los principios activos. Se
identificaron variables como la concentracion de fenoles y flavonoides, y se realizé un
disefio experimental para analizar la variacion existente. Los resultados mostraron que el
extracto 80%:20% (etanol-agua) tuvo el mayor rendimiento en la extraccion, y se
identificaron diversos compuestos bioactivos en el fruto. La microencapsulacion
demostrd una eficiencia del 79,527%, confirmando su efectividad para preservar los
compuestos del mortifio. Estos hallazgos sugieren el potencial del fruto de mortifio en
aplicaciones farmacéuticas y medicinales, destacando su capacidad antioxidante y su

relevancia como recurso natural en beneficio de la salud publica.

Palabras clave: <FRUTO DE MORTINO> <COMPUESTOS POLIFENOLICOS>,
<ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE>, <MICROENCAPSULACION>, <METABOLITOS
SECUNDARIOS>, <EXTRACTOS ETANOLICOS>, <CONCENTRACION DE FENOLES Y
FLAVONOIDES>, <CAPACIDAD ANTIOXIDANTE>,
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to focus on the use of mortifio fruit as a therapeutic
alternative for inflammatory diseases, taking advantage of its polyphenol compounds with
antioxidant activity. It sought to identify the secondary metabolites of the fruit and employ
microencapsulation to preserve its bioactive compounds. It was aligned with the UN Sustainable
Development Goal to promote healthy living and wellbeing, taking advantage of Ecuador's plant
diversity. In the study, ethanol extracts and microencapsulation of mortifio fruits were evaluated
using a quantitative and experimental approach. Hypotheses were established on the influence of
extraction solvents and microencapsulation on the conservation of active ingredients. Variables
such as phenol and flavonoid concentration were identified, and an experimental design was
carried out to analyze the existing variation. Results showed that the 80%:20% (ethanol-water)
extract had the highest extraction yield, and several bioactive compounds were identified in the
fruit. Microencapsulation showed an efficiency of 79.527%, confirming its effectiveness in
preserving the mortifio compounds. These findings suggest the potential of mortifio fruit in
pharmaceutical and medicinal applications, highlighting its antioxidant capacity and its relevance

as a natural resource for the benefit of public health.

Keywords: <MORTINO FRUIT>, <POLYPHENOLIC COMPOUNDS>, <ANTIOXIDANT
ACTIVITY>, <MICROENAPSULATION>, <SECONDARY METABOLITES>,
<ETHANOLIC EXTRACTS>, <CONCENTRATION OF PHENOLS AND FLAVONOIDS>,
<ANTIOXIDANT CAPACITY>.
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INTRODUCCION

En Ecuador como en el mundo, hay preocupacién por el fenémeno de la inflamacién, siendo esta
una respuesta natural del cuerpo que mantiene el equilibrio interno. Sin embargo, se interpreta
equivocadamente como un proceso aislado y dafiino. Cuando en realidad, la inflamacién es un
proceso dindmico y complejo, lo que hace que sea dificil comprender sus componentes y los

cambios que provoca en los tejidos (Maricarmen Gonzalez-Costa, 2019)

Ecuador ha presenciado un aumento en los casos de procesos inflamatorios relacionados con la
obesidad, la resistencia a la insulina, las enfermedades cardiovasculares y las infecciones
bacterianas (Fiallos Saquinga, 2022). Por lo que se han empleado diversos tratamientos, como
antiinflamatorios no esteroides (AINES) y corticoides, para combatir enfermedades inflamatorias
crénicas. Sin embargo, algunos de estos tratamientos han demostrado ser ineficaces y han llevado
a efectos adversos graves, como complicaciones gastrointestinales, renales y cardiovasculares,
aumentando la mortalidad secundaria, Donde nace el interés de implementar tratamientos
farmacoldgicos continuos. Destacando el interés en el uso de productos naturales, como el fruto
de mortifio, un arbusto silvestre endémico de Ecuador, que ha captado la atencion debido a su
contenido en compuestos polifendlicos y actividad antioxidante. Sin embargo, a pesar de su

potencial, la investigacién integral sobre los extractos y microencapsulados de mortifio es escasa.

Este estudio se enfoca en investigar el uso del extracto de fruto de mortifio para identificar
metabolitos secundarios y emplear la técnica de microencapsulacién para preservar y proteger los
compuestos bioactivos presentes en el fruto. Esta investigacion busca contribuir al desarrollo de

nuevas alternativas terapéuticas para enfermedades inflamatorias.

Ademas, este proyecto se alinea con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU,
especificamente con el Objetivo 3, que busca garantizar una vida saludable y promover el
bienestar para todas las personas (UNIDAS, 2015). Ecuador, siendo un pais rico en diversidad vegetal,
presenta una oportunidad Unica para investigar y aprovechar los recursos naturales en beneficio

de la salud y el bienestar de la poblacion.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

La inflamacion es una respuesta natural del cuerpo que busca mantener su equilibrio interno. Se
trata de una causa comun de consulta tanto en Ecuador como a nivel mundial. Sin embargo, existe
una idea equivocada de que la inflamacién es siempre perjudicial y se considera como una entidad
aislada. En realidad, la inflamacion es un proceso dindmico, complejo. Por lo tanto, resulta
desafiante comprender los elementos y los cambios que causa en los tejidos, asi como determinar

como abordar clinicamente un cuadro inflamatorio (Gonzalez M., et al, 2019, Pp.22).

En Ecuador, se ha observado un aumento en los casos de procesos inflamatorios asociados con
condiciones como la obesidad, la resistencia a la insulina, las enfermedades cardiovasculares y
las infecciones bacterianas (Fiallos S, 2022, Pp.42). Se han utilizado diferentes tipos de tratamiento
para contrarrestar las enfermedades inflamatorias croénicas, usando antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) como primera linea para este tipo de afecciones, algunos de estos AINES han
resultado ineficaces y a la vez han generado efectos adversos, como complicaciones
gastrointestinales (GI), renales y cardiovasculares (CV), lo que eleva la mortalidad secundaria por
hemorragia digestiva, insuficiencia coronaria, cardiaca o renal, y accidentes cerebrovasculares
(ACV) (Amozurrutia, 2010), también se usa corticoides, 0 una combinacién de estos, sin

embargo muchos de estos tratamientos han resultado costosos y poco efectivos (Badguijar S, 2023,
Pp.62)

Esto ha generado la necesidad de implementar tratamientos farmacol6gicos continuos para
minimizar la gravedad de estas patologias, aprovechando la flora y fauna silvestre existente en
Ecuador, plantas como, Harpagofito, Curcuma, Alfalfa, Jengibre, Verbena, Arnica, Ulmaria,
Laurel, Ardndano, Borraja, Castafio de indias, Milenrama, Aciano, Romero, Ufa de Gato,

Orégano, Tomillo, Albahaca y también como es el caso del fruto de mortifio.

Los frutos de mortifio han cautivado el interés de los consumidores por su alto contenido en
compuestos poli fendlicos y actividad antioxidante, pero necesitan ser estudiadas a profundidad
ya que se les imputa efectos de beneficio en personas con enfermedades inflamatorias cronicas
(Coba P, 2012, Pp.21). A pesar de los conocidos beneficios del fruto de mortifio y su potencial
aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica, existe una escasez de estudios que evallen
de manera integral los extractos y micro encapsulados del fruto mortifio.
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Existen varios métodos eficaces para mejorar la estabilidad y la proteccion de los componentes
bioactivos presentes en frutas y plantas. Uno de los enfoques destacados es la microencapsulacion,
una técnica que involucra el recubrimiento de los compuestos bioactivos con materiales
protectores, generando diminutas particulas o capsulas, Sin embargo, hasta el momento, no se ha
investigado la microencapsulacion del fruto mortifio y su impacto en la estabilidad de los

compuestos bioactivos.

1.2 Justificacion

En el afio 2015, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) adopt6 la Agenda 2030 para el
(ODS)Desarrollo Sostenible, la cual abarca un conjunto de 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible.
El objetivo nimero 3, se centra en asegurar una vida saludable y promover el bienestar para todas
las personas, independientemente de su edad (Naciones Unidas, 2015).

En los altimos afios, la actividad antiinflamatoria, de arbustos silvestres ha despertado un notable
interés cientifico en el campo farmacoldgico. Esto se debe principalmente a la capacidad potencial
gue ciertos compuestos tienen para interferir en el desarrollo de enfermedades que involucran
procesos inflamatorios. Permitiendo asi la creacion de diferentes farmacos que presenten

actividades antiinflamatorias (Gémez E, 2011, Pp.31).

Ecuador es un pais rico en diversidad, con una gran cantidad de arbustos vegetales que ain no
han sido estudiadas en detalle en cuanto a sus propiedades terapéuticas. Por lo que se busca
desarrollar una nueva alternativa terapéutica para tratar enfermedades inflamatorias. En la cual
encontramos el género Vaccinium, donde se ha destacado el fruto de mortifio, un arbusto silvestre
endémico de Ecuador. Esta especie vegetal posee un potencial medicinal y nutritivo, por su alto
contenido de vitamina C, polifenoles y antioxidantes, especialmente antocianinas (Coba P, 2012,
Pp.73). Estas propiedades sugieren que el mortifio podria tener propiedades preventivas y
terapéuticas contra enfermedades no transmisibles, aunque se requiere una investigacion mas

profunda para confirmarlo.

Por lo tanto, este estudio se enfoca en investigar el uso del extracto de fruto de mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth) para identificar metabolitos secundarios. Se llevara a cabo un método de
extracciones alcohdlicas concentradas, con el objetivo de determinar la técnica mas efectiva para
extraer los compuestos del fruto de mortifio.

Se empleard la técnica de microencapsulacion para preservar y proteger las sustancias bioactivas
presentes en el fruto de mortifio. Esta técnica consiste en introducir dichas sustancias en una
matriz con el objetivo de evitar su pérdida, protegerlas de reacciones con otros compuestos y
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prevenir la oxidacion. Principalmente para conservar y mantener las propiedades de estos
compuestos beneficiosos (Ainia G, 2010, Pp, 31). Esta microencapsulacion se lo realizara por el
método de secado por aspersidn gue consiste en la produccién de un polvo seco por medio de la

atomizacion de una emulsién en una corriente de aire caliente en una cdmara de secado (Hernandez
F, 2021, Pp.61).

Los frutos de mortifio presentan propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, sin embargo, se
requieren investigar mas del tema, ya que que son beneficiosas para las personas con
enfermedades inflamatorias, siendo de esta forma planteado el proyecto de investigacion
“Analisis de la actividad antiinflamatoria de las hojas y fruto del mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth) in vitro en células endoteliales primarias de aorta porcina (pAECS) e in vivo en cepa de
raton (Mus musculus) cepa BALB/c” (1za G, 2018, Pp.54). Es por ello, que se establecio el desarrollo
del “extracto y microencapsulado del fruto de mortifo (Vaccinium floribundum Kunth),

recolectado en la provincia de Tungurahua.”

1.3 Objetivo general

o Obtener, analizar y microencapsular extractos etanélicos del fruto de mortifio (Vaccinium
floribundum kunth) recolectados en la parroquia de Pilahuin — Tungurahua

14 Objetivos especificos

o Determinar los metabolitos secundarios presentes en los extractos etandlicos mediante la

prueba de fenoles y flavonoides totales.

o Analizar la capacidad antioxidante presente en los extractos etandlicos mediante la prueba
de DPPH.
o Microencapsular el extracto del fruto de mortifio que presente mejor actividad

antioxidante y mayor concentracion de fenoles y flavonoides totales.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de investigacion

La medicina tradicional desempefia un papel esencial en la cultura de los pueblos, siendo durante
siglos el principal sistema para restablecer la salud con sus diversos usos. La Fundacion para el
Desarrollo, junto con su Centro de Investigaciones y Servicios Comunitarios (Cisec) en el
municipio de Santander, Cauca, se ha centrado en el uso de plantas medicinales como una
solucion para abordar problemas de salud en la poblacion del resguardo indigena de Canoas,
especialmente en nifios. En este proceso, las plantas medicinales son transformadas a través de
deshidratacion, extraccién con solventes y destilacién, con el propésito de obtener los principios
activos utilizados en la elaboracion de extractos diversos. Este enfoque representa una valiosa
contribucion para mejorar la salud y el bienestar de la comunidad indigena al aprovechar de

manera mas efectiva y segura los beneficios de la medicina tradicional (Mufioz M., et al, 2019, Pp.54).

Segun la Universidad Regional Auténoma de los Andes UNIANDES, la evaluacion de la
actividad antimicrobiana se llevé a cabo utilizando el extracto hidroalcohdlico de las hojas
mediante el método de difusion en discos. La obtencion de este extracto se realiz6 mediante el
método de Maceracion con hojas frescas de Melissa Officinalis, siendo solubles en él la mayor
parte de los metabolitos secundarios presentes en la planta. Se midi6 el volumen obtenido y se

calcul6 la concentracion mediante la relacion gramos de sustancias extraidas por mL de extracto
(Llanga B, 2018, Pp.65).

La preferencia por el uso de extractos naturales como antioxidantes ha experimentado un aumento
en los Gltimos afios, no solo por las caracteristicas que aportan a los productos alimenticios, sino
también por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias. El extracto
hidroalcoholico de orégano, debido a ciertos compuestos presentes, posee propiedades
medicinales que podrian prevenir enfermedades cancerigenas y otras asociadas al consumo de
alimentos con aditivos quimicos. Este estudio busca enfatizar en los extractos naturales,
determinando los polifenoles totales y la capacidad antioxidante. Dada la creciente demanda de
extractos naturales, se sugiere fortalecer esta industria para obtener productos destinados a la
industria alimentaria, utilizando alcohol etilico de diferentes graduaciones segun el activo a

extraer.



2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Biodiversidad del Ecuador

El Convenio sobre la Diversidad Biologica describe la biodiversidad como la extensa variedad de
organismos que habitan en la Tierra, asi como los procesos naturales que han propiciado la
evolucion de especies a lo largo de millones de afios, abarcando tanto la fauna como la flora.
Ecuador se destaca como un pais megadiverso gracias a su abundancia de formas de vida y la
presencia de diversos ecosistemas. La biodiversidad desempefia un papel crucial al sostener
aspectos fundamentales como la alimentacién, la medicina, la obtencién de materiales para
construccidén y artesania, ademas de atender diversas necesidades de las comunidades locales.
Especificamente, debido a su destacada biodiversidad, Ecuador alberga numerosas plantas
medicinales que tienen un papel destacado en la esfera de la salud. Estas plantas constituyen un
recurso valioso para la salud y el bienestar, utilizadas por las comunidades locales para tratar
diversas dolencias y mejorar la calidad de vida. La preservacion y el conocimiento de estas
especies medicinales son esenciales para aprovechar sus beneficios de manera sostenible y

respetuosa con el medio ambiente (Utreras R, 2017, Pp.34).

2.2.2. Plantas con actividad antiinflamatoria

Las plantas medicinales con propiedades antiinflamatorias ofrecen una alternativa natural para la
prevencion y reduccion de inflamaciones en los tejidos, ya que contienen propiedades que alivian
el dolor y disminuyen el area afectada, ya que contienen diversos compuestos que les confieren
una potente actividad antiinflamatoria de origen natural. La relevancia de estos remedios radica
en su origen natural y en la oferta de valiosas alternativas para la medicina moderna (Escobar I,
2022, p.9).

Entre las plantas antiinflamatorias mas comunes se encuentran el Harpagofito, la Clrcuma, la
Alfalfa, el Jengibre, la Verbena, el Arnica, la Ulmaria, el Laurel, el Arandano, la Borraja, el
Castafio de Indias, la Milenrama, el Aciano, el Romero, la Ufia de Gato, el Orégano, el Tomillo,

la Albahaca, entre otras (Ramirez M, 2020, p.4).

Las infusiones EDEPM son la forma més comun de aplicacion directa en la zona afectada, existen
otras plantas que se emplean con el mismo propdsito, como la Manzanilla, el Limon, el Rabano,
la Sébila, la Hierbabuena, el Romero, el Ajo, la Pifia, la Linaza, la Ortiga, la Lima, el Cardamomo.
Estas plantas representan una opcion natural y eficaz para abordar las inflamaciones y promover

la salud de manera integral. (Ramirez M, 2020, p.4).



Es fundamental contar con la orientacién y supervision de profesionales de la salud para
garantizar su uso adecuado y maximizar sus beneficios terapéuticos. De esta manera, podemos
aprovechar al méaximo el potencial que brinda la naturaleza para el cuidado de nuestra salud y

bienestar (Escobar I, 2022, p.9).

2.3.  Mortino (Vaccinium floribundum Kunth)

El mortifio, cientificamente conocido como Vaccinium floribundum Kunth, es una especie de
arbusto perteneciente a la familia Ericaceae, que se encuentra en América Latina, especialmente
en regiones andinas de Colombia, Ecuador y Peru. Este pequefio fruto, de color morado oscuro y
sabor agridulce, ha sido valorado por siglos debido a sus propiedades nutricionales y medicinales.
Su uso se extiende tanto en la medicina tradicional como en la gastronomia local (Contreras S, 2022,

Pp.32-34).

En la medicina tradicional, el mortifio se ha utilizado para tratar diversas dolencias, gracias a su
contenido de antioxidantes, vitaminas y compuestos antiinflamatorios. Se le atribuyen
propiedades que contribuyen a mejorar la salud cardiovascular y a fortalecer el sistema
inmunolégico. Ademas, su consumo se ha asociado con beneficios para la salud ocular y la

prevencion de enfermedades neurodegenerativas (Contreras S, 2022, Pp.32-34).

En la gastronomia, el mortifio se emplea en la preparacion de diversos productos como
mermeladas, jugos, postres y licores. Su sabor Gnico agrega un toque especial a estas creaciones
culinarias, y su versatilidad lo ha convertido en un ingrediente apreciado en la cocina local. La
recoleccién y comercializacion del mortifio también representan una fuente de ingresos para
comunidades locales, promoviendo la sostenibilidad y la valorizacion de los recursos naturales

(Contreras S, 2022, Pp.32-34).

lustracion 2-1: Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)
Fuente: (Arteaga C, 2022, Pp.61).



2.3.1. Taxonomia

Tabla 2-1: Clasificacion taxonémica del mortifio

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Género Vaccinium

Especie Vaccinium floribundum Kunth

Fuente: (Arteaga C, 2022, Pp.61).
Elaborado por: Villegas W, 2024

2.3.2. Descripcién botanica

El mortifio, cientificamente catalogado como Vaccinium floribundum Kunth, es un arbusto
perenne ramificado que alcanza una altura promedio de 1,5 metros. Sus hojas, de contorno
lanceolado y margen aserrado, tienen aproximadamente 2 cm de longitud. En grupos compactos,
las flores del mortifio poseen una longitud de 8 mm, y su fruto, de color negro-azulado, presenta
una forma redonda con un didmetro de aproximadamente 8 mm. Este fruto, a menudo denominado
vulgarmente como arandanos, mortifio, uva de los Andes o uva del monte, es representativo de
una especie dentro del diverso género Vaccinium, que abarca alrededor de 450 especies en total.
En Ecuador, el V. floribundum es particularmente comun, siendo apreciado tanto por sus

caracteristicas ornamentales como por su importancia en la dieta local (Ruiz B, 2022, Pp.47).

La morfologia detallada del mortifio, desde sus hojas hasta sus flores y frutos, refleja su
adaptacion a habitats de alta montafia en América Latina, especialmente en las regiones andinas.
Ademas de su relevancia estética, el mortifio desempefia un papel clave en la biodiversidad y la
cultura locales, proporcionando no solo una fuente de alimentos, sino también contribuyendo a la

sostenibilidad de los ecosistemas en los que prospera (Ruiz B, 2022, Pp.47).

2.3.3. Composicion nutricional

El mortifio ha obtenido reconocimiento como una super fruta debido a su abundancia en vitaminas

y fibra, al mismo tiempo que carece de grasas, sodio y colesterol. Esta caracteristica lo distingue



como una valiosa fuente potencial de diversos componentes nutricionales, destacando por sus

propiedades antioxidantes que ofrecen beneficios significativos para la salud (Flores A, 2022, Pp.65).

Tabla2-2: Componentes nutricionales del mortifio

Componentes Cantidad (g/100 g)
Agua 83,2
Carbohidratos 15,3
Fibra 15
Proteinas 0,7
Grasas 0,5
Pectinas 0,5
Sacarosa 0,24
Glucosa 3,92
Fructosa 4,04
Az(cares totales 10-14
Vitamina A (U.1.) 100
Sélidos solubles 10,1-14,2
Acido ascorbico (mg/100g) 14

Fuente: (Flores A, 2022, Pp,65).
Elaborado por: Villegas W, 2024

2.3.4. Distribucion del mortifio en el Ecuador

Vaccinium floribundum, conocido cominmente como mortifio, se encuentra distribuido en los
paramos andinos del Ecuador, especificamente en la Cordillera Andina, abarcando una altitud que
oscila entre los 3,000 y 3,700 metros sobre el nivel del mar. Su presencia se extiende por varias
provincias de la Sierra ecuatoriana, incluyendo Loja, Cafiar, Carchi, Cotopaxi, Bolivar, Imbabura,
Pichincha, Tungurahua, Chimborazo y Azuay. Esta adaptacién a altitudes elevadas es
caracteristica de la especie, y su capacidad para prosperar en entornos de montafia ha contribuido

a su importancia en los ecosistemas andinos (Romero L, 2020, Pp.43-48).

El habitat especifico del mortifio en los paramos andinos subraya su resistencia y adaptabilidad a
condiciones climaticas extremas, donde factores como la altitud y la variabilidad del clima son
prominentes. Su presencia en estas regiones no solo lo convierte en un componente integral de la
biodiversidad local, sino que también resalta su valor en la preservacion de estos ecosistemas

Unicos y la estabilidad de los habitats de alta montafia en el Ecuador (Romero L, 2020, Pp.43-48).



2.3.5. Usos del mortifio

En Ecuador, el mortifio (Vaccinium floribundum) ha sido aprovechado principalmente con fines
gastronoémicos, desempefiando un papel destacado en la preparacién de una variedad de productos
culinarios. Su versatilidad se refleja en la elaboracién de colada morada, vinos, mermeladas,
harinas, helados, jugos, jaleas, entre otros. Ademas, su uso trasciende la esfera gastronémica,
extendiéndose al d&mbito textil, donde los habitantes locales emplean el mortifio para tinturar
prendas, aprovechando sus pigmentos naturales (Pattanayak, D, 2022, Pp.14).

Adicionalmente, el mortifio se ha arraigado en la medicina tradicional de las comunidades rurales
ecuatorianas. Se utiliza con propositos medicinales para tratar diversas afecciones, como fiebre,
infecciones urinarias, reumatismo, gripe, dolencias pulmonares, colicos y problemas renales. Este
aspecto medicinal demuestra la riqueza de compuestos beneficiosos presentes en la fruta y su
contribucion a la salud de quienes han incorporado estas practicas a sus costumbres. Ademas, el
mortifio se aprecia por sus cualidades ornamentales, resaltando su importancia cultural y

multifacética en la vida de las comunidades ecuatorianas (Pattanayak, D, 2022, Pp.14).

2.3.6. Valor antioxidante

El género Vaccinium spp. ha suscitado considerable interés en investigaciones a nivel global,
destacandose por ser una valiosa fuente potencial de antioxidantes debido a la presencia de
antocianinas y fenoles totales. La capacidad antioxidante de las bayas de mortifio en Ecuador,
segun estudios, se ha cuantificado en 1,203 TEAC (mg Trolox/100 g FW), indicando un nivel
significativo que podria contribuir a la prevencién o ralentizacién de la oxidacion molecular. Este
hallazgo abre perspectivas prometedoras, especialmente en la formulacion de productos

farmacéuticos, como se ha sugerido en la literatura cientifica (Al-Baitai A, 2022, Pp.48-50).

Las propiedades antioxidantes de las bayas de mortifio se perfilan como recursos valiosos para
diversas aplicaciones en las industrias farmacoldgicas y alimenticias. Ademas de su potencial en
la prevencion de la oxidacion, se ha planteado que estas bayas podrian desempefiar un papel en
actividades antibacterianas, actuando como nutracéuticos y ofreciendo beneficios potenciales en
lareduccion de azucares, lo que amplia aln mas su versatilidad y utilidad en contextos industriales
variados. Estas perspectivas sugieren que el mortifio no solo es apreciado por su valor nutricional,
sino que también podria convertirse en un componente clave en el desarrollo de productos

destinados a la salud y la alimentacion (Al-Baitai A, 2022, Pp.48-50).
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2.3.7. Compuestos fendlicos

Las bayas pertenecientes al género Vaccinium spp., de la familia Ericaceae, destacan por su rica
composicién fenolica, caracterizada por la presencia de diversos compuestos que se encuentran
en concentraciones notables. Entre estos compuestos fendlicos, se incluyen proantocianidinas,
antocianinas, acido galico, elagitaninos, flavonoides, acidos hidroxicinamicos y glucésidos de
flavanol, segun lo sefialado en estudios previos. Ademas, se han identificado otros componentes
fendlicos como la quercetina-3-O-galactosido, quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-3-O-
galactosido, quercetina-3-O-glucurénido, quercetina-3-0-xilésido, quercetina-3-0O-
arabinopirandsido,  quercetina-3-O-arabinofuranosido,  quercetina-3-O-ramnésido,  acido

neoclorogénico, &cido clorogénico, &cido cafeico, mirecitina, entre otros (Pineda J, 2021, Pp.35).

Esta diversidad de compuestos fendlicos en las bayas del género Vaccinium spp. no solo
contribuye a su perfil nutricional, sino que también sugiere una amplia gama de beneficios
potenciales para la salud. La presencia de estos compuestos ha sido asociada con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y otros efectos positivos para el bienestar humano, lo que resalta
la importancia de estas bayas como fuentes valiosas de fitoquimicos con aplicaciones tanto en la

alimentacion como en la medicina (Pineda J, 2021, Pp, 35).

OH ©
Name Ry R,
Quercetin OH H
Myricetin OH OH

lustracion 2-2: Estructurade compuestos fendlicos
Fuente: (Pineda J, 2021, Pp.35).

2.4.  Extraccion de compuestos bioactivos

2.4.1. Extractos botanicos

Los extractos vegetales se refieren a preparados obtenidos mediante la extraccion de diversas
sustancias de origen vegetal a través de distintos métodos, como la maceracion, fermentacion,
infusion, decoccidn y obtencion de esencias. Los principios activos presentes en cada planta
consisten en complejos fitoquimicos, también conocidos como metabolitos secundarios, y su
diversidad y concentraciones varian, lo que proporciona beneficios de naturaleza heterogénea. El
procedimiento de extraccion implica la separacion del componente deseado del material vegetal
mediante el uso de un solvente adecuado, seguido de la evaporacion total o parcial del disolvente
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y la adaptacién de los fluidos residuales, masas o vehiculos a los estandares especificados (Celis

A, 2018, Pp.7-9).

2.5. Extraccion alcoholica concentrada

2.5.1. Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion boténica desempefian un papel esencial en la obtencion de compuestos
beneficiosos presentes en plantas, contribuyendo significativamente tanto a la industria
alimentaria como a la farmacéutica. Estos procesos, que abarcan técnicas como la maceracion,
fermentacion, infusion, decoccion y obtencion de esencias, permiten la obtencion de extractos
vegetales ricos en principios activos, también conocidos como metabolitos secundarios. La
diversidad y concentraciones variables de estos fitoquimicos ofrecen una amplia gama de
beneficios para la salud, lo que hace que la eleccion del método de extraccion sea crucial para
maximizar la eficiencia y la calidad de los productos finales. En este contexto, la extraccion
botanica se erige como una disciplina fundamental en la exploracion y aprovechamiento de los
recursos vegetales, impulsando la investigacion y el desarrollo de productos innovadores y

terapéuticos (Castromonte M, 2020, p.3).

2.5.1.1. Maceracion

La maceracion es un método de extraccidon de compuestos activos de plantas que implica sumergir
material vegetal en un solvente durante un periodo prolongado para permitir la disolucion de los
componentes solubles en el solvente. Este proceso puede llevarse a cabo en condiciones
ambientales o con la aplicacion de calor moderado (Juarez C, 2021, Pp.43).

La eleccion del solvente depende de la naturaleza de los compuestos deseados; cominmente se
utilizan solventes como el agua, el etanol o mezclas de solventes para obtener una extraccién mas
completa y selectiva. Durante la maceracion, las sustancias solubles en el solvente, como
polifenoles, flavonoides y aceites esenciales, se liberan gradualmente de las células vegetales y
se disuelven en la solucién. La duracion de la maceracion varia segun la naturaleza de la planta'y
los compuestos buscados, pudiendo extenderse desde dias hasta semanas. Este método es
apreciado por su simplicidad, accesibilidad y aplicacién en la preparacion de extractos
fitoterapéuticos, aunque su principal limitacion reside en el tiempo que requiere para lograr una

extraccion completa (Juarez C, 2021, Pp.43).
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llustracién 2-3: Método de maceracion
Fuente: (Juérez C, 2021, Pp.43).

2.5.1.2. Destilacidn por arrastre de vapor

La extraccion mediante destilacion por arrastre de vapor es un método tradicional y eficiente
utilizado para obtener aceites esenciales de plantas. Este proceso implica el paso de vapor de agua
a través de la materia prima vegetal, generando una mezcla vaporizada que arrastra los
compuestos volatiles, incluidos los aceites esenciales. La mezcla resultante de vapor y
compuestos aromaticos se conduce a través de un condensador, donde se enfria y se separa, dando
como resultado dos fases: una de agua y otra de aceite esencial. La ventaja distintiva de este
método radica en su capacidad para extraer componentes termosensibles, ya que la temperatura
se mantiene relativamente baja durante el proceso. Este enfoque se utiliza cominmente en la
industria de la perfumeria y la aromaterapia, produciendo aceites esenciales puros y concentrados
que conservan las propiedades olfativas y terapéuticas de las plantas de origen (Mendoza V, 2020,
Pp.54).

QAgua perfumada

llustracion 2-4: Método de destilacion por arrastre de vapor
Fuente: (Mendoza V, 2020, Pp.54).
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2.5.2. Extractos etandlicos

La sustancia con el nivel de intensidad recetado entra en contacto con el solvente dentro de un
recipiente completamente sellado a temperatura ambiente. Se llevan a cabo agitaciones regulares
a lo largo de varios dias, con el intento de influir en el gradiente de concentracion. Inicialmente,
este gradiente alcanza su punto maximo durante las primeras etapas de la extraccién y, con el
paso del tiempo y a pesar de la agitacién constante, disminuye gradualmente. Como préctica
estandar, la materia prima se somete a una maceracion de 7 dias, con agitacién periodica y
proteccion contra la exposicion solar, evitando exceder las 48 horas para prevenir la fermentacion
y el desarrollo de mohos. Luego, se separa el extracto del residuo mediante colado o prensado,
seguido de un lavado del residuo con el liquido de extraccion. La maceracion resulta beneficiosa
cuando los componentes son facilmente solubles en frio y la exposicion a temperaturas mas altas

podria alterar su efectividad (Mendoza M, 2023, Pp.6-15).

2.5.2.1. Extracto etanolico de frutas

El extracto etandlico de frutas es un derivado de la extraccion de compuestos bioactivos presentes
en diversas frutas utilizando etanol como solvente. Este proceso permite la disolucién eficaz de
una amplia variedad de componentes beneficiosos, como polifenoles, antioxidantes y vitaminas,
gue contribuyen a las propiedades saludables asociadas con las frutas. Ejemplos de frutas
comunmente sometidas a este método incluyen las uvas, arandanos y citricos. El etanol, al ser un
solvente versatil, facilita la obtencién de extractos concentrados que retienen las propiedades
nutricionales y organolépticas de las frutas. Estos extractos etandlicos de frutas han despertado
interés en la investigacion y desarrollo de alimentos y suplementos nutricionales, destacando por
sus propiedades antioxidantes y su potencial para mejorar la salud cardiovascular y la respuesta

inmunoldgica (Hernandez D, 2019,Pp.32).

2.6.  Microencapsulado

La microencapsulacion se ha convertido en una técnica versatil utilizada en diversas industrias, y
su aplicacion va més alld de la farmacéutica. En la actualidad, se emplea extensamente en la
industria alimentaria para mejorar la estabilidad y liberacion controlada de sabores, aromas y
nutrientes en productos como alimentos procesados y suplementos alimenticios. Ademas, ha
encontrado aplicaciones en la industria cosmética, donde se utiliza para encapsular ingredientes
activos en productos como cremas y lociones, permitiendo una liberacion gradual y prolongada

de estos componentes en la piel. Esta versatilidad en aplicaciones demuestra la importancia de la
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microencapsulacion como una herramienta valiosa en la mejora de propiedades funcionales en

una variedad de productos (Altamirano R, 2021, Pp.24-26).

Capa@Nuclm

Capa 1
Capa2
Nucleo

Nucleo ~ Capa

(@) Un nicleo y una capa

Nucleo 1

(b) Unnicleoy varias capas

Nucleo 2

(€) Un nucleo y una capa de forma irregular

Nucleo

(d) Vvarios nucleos y una capa

&>

(e) matriz

llustracion 2-5: Ejemplo de un alimento micro encapsulado
Fuente: (Altamirano R, 2021, Pp.24-26).

( Microencapsulado )

eleccion de materiale:

Dispersién del nlicleo

Emulsificacion o atomizacién

Solidificacion y
polimerizacion

Recubrimiento adicional

Secado (Opcional)

Clasificacion

Y
almacenamiento

llustracion 2-6: Flujograma de micro encapsulado
Realizado por: Villegas, W. 2024.
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2.6.1.1. Seleccion de materiales

La seleccidn de materiales en el proceso de microencapsulacion es un aspecto critico que influye
directamente en las propiedades y el rendimiento de las microcapsulas resultantes. Primero, se
debe elegir cuidadosamente el material del nucleo, que puede ser liquido, semisolido o solido,
dependiendo de la sustancia activa que se busca encapsular. Este material central determinara las
caracteristicas fundamentales de las microcépsulas, como su contenido y funcionalidad. Luego,
se selecciona el material de la cubierta, que puede ser polimérico, proteinico o lipidico, entre
otros. La eleccién del material de encapsulacion es crucial para garantizar la estabilidad,
solubilidad, liberacion controlada y compatibilidad con la sustancia activa (Lima N, 2021, Pp.65-68).
Factores como la viscosidad, temperatura de fusion y propiedades mecénicas también se
consideran para lograr microcépsulas con las caracteristicas deseadas. La seleccion precisa de
estos materiales permite adaptar las microcapsulas para una amplia gama de aplicaciones en

industrias como la farmacéutica, alimentaria y cosmética (Lima N, 2021, Pp.65-68).

2.6.1.2. Dispersion del nacleo

La dispersion del nucleo en el proceso de microencapsulacién es una fase crucial que implica la
incorporacién uniforme del material del nicleo en la fase liquida o fundida del material de
encapsulacion. Durante esta etapa, el ndcleo, que puede ser liquido, semisélido o sélido, se
introduce en la matriz del material de encapsulacion para formar una mezcla homogénea. La
calidad de esta dispersidon influye directamente en la uniformidad de las microcapsulas resultantes
y en la eficiencia del proceso. La técnica utilizada para la dispersion varia segin los materiales y
la escala del proceso, pudiendo involucrar métodos como agitacién, emulsificacion o
atomizacion. Una dispersion adecuada es esencial para asegurar que cada gota del ndcleo se
encuentre rodeada por el material de encapsulacion, sentando las bases para la formacién exitosa
de microcéapsulas con propiedades deseadas, como liberacion controlada y estabilidad a largo

plazo (Lima N, 2021, Pp.65-68).

2.6.1.3. Emulsificacion o atomizacién

La emulsificacion o atomizacién en el proceso de microencapsulacion constituye una etapa
fundamental donde la dispersion del nucleo se transforma en particulas mas finas para la
formacion de microcapsulas. Durante la emulsificacion, las gotas dispersas del nicleo, ya
incorporadas en la fase liquida o fundida del material de encapsulacion, se reducen a tamafos

micrométricos mediante técnicas como agitacion intensiva o el uso de dispositivos de
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atomizacion. Este proceso busca obtener una distribucion uniforme de las particulas, lo que es
esencial para lograr microcapsulas homogéneas y estables. La atomizacién, en particular, se
caracteriza por la transformacion del liquido en pequefias gotas mediante la aplicacién de fuerzas
mecanicas o térmicas. Ambos métodos contribuyen a la creacién de una superficie especifica que
facilita la posterior solidificacién o polimerizacion, sentando las bases para microcapsulas de
calidad con propiedades controladas y aplicaciones diversas en campos como la farmacéutica y

la industria alimentaria (Rodriguez O, 2019, Pp.15-18).

2.6.1.3.1. Solidificacion o polimerizacion

La solidificacién o polimerizacion en el proceso de microencapsulacion es una fase esencial
donde las gotas emulsionadas o atomizadas experimentan un cambio fisico o quimico para formar
la estructura final de las microcapsulas. En el caso de microcapsulas poliméricas, este paso
implica la polimerizacién del material de encapsulacion, ya sea por reacciones quimicas o
cambios de estado fisico, lo que lleva a la formacion de una matriz sélida alrededor del ndcleo
encapsulado. Durante la solidificacion, se establece la integridad de las microcapsulas y se
determinan sus caracteristicas finales, como la permeabilidad, la liberacion controlada y la
estabilidad estructural. Este proceso puede ser influenciado por factores como la temperatura, la
presion y los agentes catalizadores en el caso de la polimerizacién. La calidad de la solidificacion
es crucial para garantizar microcapsulas uniformes y funcionales, listas para ser utilizadas en
diversas aplicaciones, desde la liberacion sostenida de farmacos hasta la proteccion de aromas en

la industria alimentaria (Rodriguez O, 2019, Pp.15-18).

2.6.1.4. Secado

El secado es una etapa critica en el proceso de microencapsulacion donde las microcapsulas recién
formadas, que contienen el nicleo encapsulado y la matriz sélida, se someten a la eliminacion de
la humedad residual para mejorar su estabilidad y almacenamiento a largo plazo. Este paso se
lleva a cabo mediante técnicas como la liofilizacién o el secado por pulverizacion, donde se aplica
calor o vacio para evaporar el agua presente en las microcapsulas. La eficacia del secado es
esencial para prevenir la aglomeracion y asegurar la integridad estructural de las microcépsulas,
evitando la formacion de grumos o deformaciones durante el almacenamiento. Ademas, el secado
influye en las propiedades finales de las microcapsulas, como su tamafio, densidad y capacidad
de liberacién controlada. Este proceso garantiza la obtencion de microcépsulas secas, estables y
listas para su aplicacion en diversas industrias, como la farmacéutica, alimentaria y cosmética

(Rodriguez O, 2019, Pp.15-18).
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2.6.1.5. Recubrimiento adicional (Opcional)

El recubrimiento adicional en el proceso de microencapsulacion es una etapa opcional que implica
aplicar una capa extra sobre las microcapsulas ya formadas. Este paso tiene como objetivo mejorar
las propiedades especificas de las microcapsulas, como su estabilidad, solubilidad o resistencia a

factores ambientales (Pereira C, 2018, Pp.36-39).

El recubrimiento adicional puede realizarse mediante la aplicacion de polimeros, lipidos u otras
sustancias que proporcionen beneficios especificos. Por ejemplo, se puede aplicar una capa
externa para proteger las microcépsulas de la humedad o para controlar la velocidad de liberacion
de la sustancia activa encapsulada. Esta etapa adicional de recubrimiento puede ser especialmente
relevante en aplicaciones farmacéuticas, donde se buscan propiedades de liberacion controlada o
proteccion adicional para mejorar la estabilidad del farmaco. La personalizacion de las
propiedades mediante el recubrimiento adicional amplia las aplicaciones potenciales de las
microcapsulas en diversos sectores industriales (Pereira C, 2018, Pp.36-39).

2.6.1.6. Clasificacion y almacenamiento

La clasificaciébn y almacenamiento representan las etapas finales del proceso de
microencapsulacion, donde las microcapsulas obtenidas se someten a un proceso de seleccién
basado en su tamafio y caracteristicas. Este paso es crucial para garantizar la uniformidad y
calidad del producto final. Las microcépsulas se clasifican segin sus dimensiones, utilizando

métodos como tamices o centrifugacion (Pereira C, 2018,Pp.36-39).

Posteriormente, las microcapsulas clasificadas se almacenan en condiciones adecuadas,
considerando factores como la temperatura y la humedad, para preservar su integridad y
propiedades a lo largo del tiempo. Un almacenamiento adecuado es esencial para mantener la
estabilidad y viabilidad de las microcapsulas, asegurando su utilidad en aplicaciones posteriores
en industrias como la farmacéutica, alimentaria y cosmética. Este proceso final de clasificacion y
almacenamiento contribuye a la eficiencia y éxito general del método de microencapsulacién en

la produccion de productos funcionales y de alta calidad (Pereira C, 2018, Pp.36-39).

2.7. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos producidos por organismos como una

respuesta a su entorno. En el caso de las plantas, los metabolitos secundarios desempefian diversas
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funciones, como la proteccion contra herbivoros, patégenos, la regulacion del crecimiento y la

interaccidn con otros organismos (Alvarado J, 2018, p.79).

2.7.1. Tipos comunes de metabolitos secundarios en plantas

2.7.1.1. Alcaloides

Los alcaloides son una clase diversa de compuestos quimicos organicos producidos
principalmente por plantas, aunque también se encuentran en algunos organismos animales y
microorganismos. Caracterizados por la presencia de un anillo de nitrogeno, los alcaloides
exhiben propiedades alcalinas y a menudo poseen efectos farmacoldgicos notables en los
organismos que los consumen. Estos compuestos desempefian un papel crucial en la defensa de
las plantas contra herbivoros y patégenos, ya que muchos tienen propiedades tdxicas o amargas.
Ademas de su funcidn protectora, los alcaloides han sido aprovechados por los seres humanos por
sus propiedades medicinales, recreativas y psicoactivas, lo que los convierte en compuestos de

interés tanto desde un punto de vista biol6gico como aplicado (Rivera P, 2020, Pp.64-75).

2.7.1.2. Flavonoides

Los flavonoides constituyen una clase extensa de compuestos polifendlicos que se encuentran
ampliamente en plantas, desempefiando un papel crucial en su fisiologia y respuesta a factores
ambientales. Caracterizados por su estructura gue incluye anillos aromaéticos y grupos hidroxilo,
los flavonoides son conocidos por sus propiedades antioxidantes, que protegen a las plantas del
dafio causado por el estrés oxidativo. Ademas, estos compuestos son responsables de los vibrantes
colores en flores, frutas y hojas, contribuyendo a la atracciéon de polinizadores. Mas alla de su
funcion estética, se ha demostrado que los flavonoides poseen propiedades beneficiosas para la
salud humana, como la reduccion del riesgo de enfermedades cronicas debido a sus actividades

antioxidantes y antiinflamatorias (Rivera P, 2020, Pp.64-75).

2.7.1.3. Terpenoides

Los terpenoides, una extensa clase de metabolitos secundarios en plantas, se caracterizan por
derivar de unidades de isopreno y desempefian funciones fundamentales en la biologia vegetal.
Estos compuestos contribuyen a la produccién de aceites esenciales, que son esenciales para la
defensa contra herbivoros y patdgenos, asi como para la atraccion de polinizadores. Ademas, los

terpenoides también forman parte de importantes moléculas como los carotenoides, que cumplen
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un papel esencial en la fotosintesis y actian como precursores de la vitamina A. Su diversidad
estructural y funcional los convierte en componentes clave en la adaptacion de las plantas a su
entorno, asi como en valiosos recursos con aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica

y cosmética (Rivera P, 2020, Pp.64-75).

2.7.1.4. Saponinas

Las saponinas son compuestos quimicos presentes en diversas plantas y tienen propiedades
anfipéticas, lo que significa que poseen una parte hidrofilica y otra lipofilica. Esta estructura les
confiere propiedades detergentes, y su capacidad para formar espuma las hace Utiles en la limpieza
y proteccion de las superficies vegetales. Ademas de su funcion detergente, las saponinas
desempefian un papel clave en la defensa de las plantas contra herbivoros, ya que pueden ser
toxicas o interferir con la digestion de los animales que las consumen. Algunas saponinas también
exhiben propiedades antimicrobianas. Su presencia en diversas especies vegetales subraya su
importancia tanto en la ecologia de las plantas como en aplicaciones potenciales en la industria,

como agentes espumantes y compuestos con propiedades medicinales (Arce L, 2020, Pp.8-13).

2.7.1.5. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se
caracterizan por su capacidad para formar complejos con proteinas y otras macromoléculas. Su
estructura polimérica y variabilidad quimica les confiere propiedades astringentes, lo que resulta
en un sabor amargo y una sensacion de sequedad en la boca. Los taninos se encuentran en diversas
partes de las plantas, como la corteza, las hojas y las frutas, y cumplen funciones cruciales en la
defensa contra herbivoros al afectar la digestion y absorcion de nutrientes. Ademas de su papel
defensivo, los taninos tienen aplicaciones en la industria, como en la curticién de cueros y en la

fabricacion de tintes (Arce L, 2020, Pp.8-13).

2.7.1.6. Glucésidos cianogénicos

Los glucdésidos cianogénicos son compuestos quimicos presentes en ciertas plantas que contienen
grupos ciano (CN). La caracteristica distintiva de estos glucésidos es su capacidad para liberar
cianuro, una sustancia altamente toxica, cuando se descomponen. Estos compuestos estan
ampliamente distribuidos en diversas especies vegetales, y su presencia se asocia comunmente
con mecanismos de defensa contra herbivoros. La liberacion de cianuro puede ocurrir como

respuesta a dafios en la planta, lo que sirve como estrategia para disuadir el consumo por parte de
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animales. A pesar de su toxicidad potencial, algunas comunidades humanas han utilizado ciertas
plantas que contienen glucosidos cianogénicos para propositos medicinales o alimentarios,
aunque se requiere un procesamiento adecuado para minimizar los riesgos asociados con la

liberacién de cianuro (Arce L, 2020, Pp.8-13).

2.7.2. Propiedades antiinflamatorias

Los metabolitos secundarios de las plantas, como los flavonoides, terpenoides y otros compuestos
fitoquimicos, han sido reconocidos por sus propiedades antiinflamatorias. Estas propiedades son
el resultado de diversos mecanismos biolégicos que afectan las respuestas inflamatorias en el

cuerpo humano (Robayo L, 2021, Pp.21-26).

2.7.2.1. Accién antioxidante

Muchos metabolitos secundarios tienen fuertes propiedades antioxidantes, lo que significa que
pueden neutralizar los radicales libres. Los radicales libres estdn asociados con procesos
inflamatorios y dafio celular, por lo que la capacidad de los compuestos fitoquimicos para
combatirlos contribuye a la reduccion de la inflamacién (Robayo L, 2021, Pp.21-26).

2.7.2.2. Inhibicion de enzimas proinflamatorias

Algunos metabolitos secundarios interfieren con la actividad de enzimas proinflamatorias, como
la ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX), que estan implicadas en la sintesis de
mediadores inflamatorios como las prostaglandinas y leucotrieno (Robayo L, 2021, Pp.21-26).
2.7.2.3. Modulacion de vias de sefializacion

Los compuestos fitoquimicos pueden modular diversas vias de sefializacion celular asociadas con
la inflamacidn, como la via del factor nuclear kappa B (NF-kB) y la via de la proteina quinasa
activada por mitdégenos (MAPK). Al modular estas vias, pueden regular la expresion de genes

involucrados en la respuesta inflamatoria (Andrade B, 2020, Pp.84-93).

2.7.2.4. Interaccion con receptores inflamatorios
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Algunos metabolitos secundarios pueden interactuar con receptores especificos, como los
receptores de estrdgeno o los receptores de tipo Toll (TLRs), que desempefian un papel en la

regulacion de la inflamacion (Andrade B, 2020, Pp.84-93).

2.7.2.5. Inhibicién de la liberacion de mediadores inflamatorios

Estos compuestos pueden reducir la liberacion de citocinas proinflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL), contribuyendo asi a la atenuacion de la

respuesta inflamatoria (Andrade B, 2020, Pp.84-93).

2.7.3. Mecanismos de accion

La interaccion entre las plantas y el sistema inmunol6gico humano ha sido objeto de un creciente
interés, especialmente en el contexto de la busqueda de terapias antiinflamatorias. Los metabolitos
secundarios de las plantas, una categoria diversa de compuestos quimicos, han demostrado poseer
propiedades antiinflamatorias, ofreciendo un campo prometedor para la investigacion biomédica
y el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos. Estos compuestos, como los flavonoides,
terpenoides y saponinas, han sido reconocidos por sus impactantes efectos sobre las vias
inflamatorias, actuando a través de mecanismos moleculares que incluyen la inhibicion de
enzimas proinflamatorias, la modulacion de vias de sefializacion celular y la regulacion de
citoquinas. Esta interaccion sofisticada entre los metabolitos secundarios de las plantas y las
respuestas inflamatorias en el cuerpo humano subraya su potencial tanto como herramientas

terapéuticas como fuentes valiosas de comprension bioldgica (Medina G, 2022, Pp.62).

2.7.3.1. Inhibicién de enzimas proinflamatorias

Los metabolitos secundarios a menudo ejercen su accion antiinflamatoria al inhibir enzimas clave
en la sintesis de mediadores inflamatorios. Por ejemplo, algunos compuestos pueden bloquear la
actividad de la ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX), enzimas responsables de la
produccion de prostaglandinas y leucotrienos, respectivamente (Ortega J, 2022, Pp.41).

2.7.3.2. Modulacion de la via NF-xB

La via del factor nuclear kappa B (NF-kB) es una via de sefalizacion central en la inflamacion.

Los metabolitos secundarios pueden modular esta via al interferir con la activacion y
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translocacion de NF-kB al nucleo celular, reduciendo asi la expresion de genes proinflamatorios

(Aldeoca F, 2023, Pp.3).

2.7.3.3. Regulacion de citoguinas

Los compuestos fitoquimicos pueden regular la produccién y liberacion de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL) y el
interferon gamma (IFN-y). Esta regulacion puede tener lugar a nivel de transcripcion génica o
mediante la modulacion de la estabilidad de los ARN mensajeros (Feria G, 2020, Pp.24).

2.7.3.4. Interaccion con receptores inflamatorios

Algunos metabolitos secundarios interacttan con receptores especificos, como los receptores de
tipo Toll (TLRs), que desempefian un papel clave en la deteccion de patdgenos y la regulacion de
la respuesta inmunitaria. La interaccion puede modular la actividad de estos receptores y afectar

las respuestas inflamatorias (Torres F, 2023, p.4).

2.7.3.5. Activacion de vias de sefializacion celular

Algunos compuestos fitoquimicos activan vias de sefializacién celulares especificas, como las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK). Estas vias estdn implicadas en la
transduccién de sefiales inflamatorias y su modulacion puede influir en la respuesta global del

sistema inmunitario (Pineda J, 2021, Pp.35).

2.7.3.6. Accidn antioxidante

Muchos metabolitos secundarios actian como antioxidantes, neutralizando los radicales libres
que contribuyen al estrés oxidativo asociado con la inflamacion cronica. Al proteger las células
del dafio oxidativo, estos compuestos pueden mitigar la activacion de respuestas inflamatorias

(Pattanayak, D, 2022, Pp.14).

2.7.4. Técnicas analiticas

La identificacion y cuantificacion precisa de metabolitos secundarios en plantas requiere el uso
de técnicas analiticas avanzadas que permitan separar, detectar y caracterizar estos compuestos.

Algunas de las técnicas mas cominmente empleadas son las siguientes.
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2.7.4.1. Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia IR se utiliza para identificar grupos funcionales en las moléculas. Proporciona
informacidn sobre enlaces quimicos y puede ser Gtil para la identificacién preliminar de clases de
compuestos (Santos W, et al, 2021, p.7).

24



CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.  Enfoque, disefio y alcance

El presente estudio tuvo un enfoque cuantitativo con disefio experimental y alcance exploratorio,

basado en la evaluacion de extractos etanolicos y microencapsulacion de los frutos de mortifio

Vaccinium floribundum Kunth.

3.2.  Disefio experimental

3.1.1. Poblacion de estudio, tamafio de muestra y método de muestreo

3.1.1.1. Poblacién

Arbustos de mortifio de la provincia de Tungurahua.

3.1.1.2. Muestra

Frutos de mortifio de la parroquia Pilahuin.

3.1.2. Criterios de inclusion

o Las mejores especies del arbusto del mortifio que presentaron buen estado.

o Frutos con superficies integras, un color azulado a negruzco y frescos.

3.1.3. Criterios de exclusion
o Frutos que presentaron dafios por accion de animales o insectos, deterioro por agua o

viento, que se encuentren en proceso de descomposicion o con contaminacion microbiolégica o

algun hongo.
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3.1.4. Hipbtesis

Hipotesis afirmativa (Hi)

o Los solventes de extraccion influyen en la concentracion de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de los frutos de mortifio (Vaccinium floribundum kunth).

o La microencapsulacién de los extractos de los frutos de mortifio por el método de spray
drying influye en la conservacién de los principios activos de los frutos de mortifio (Vaccinium

floribundum kunth).

Hipdtesis nula (Ho)

o Los solventes de extraccion no influyen en la concentracion de los metabolitos
secundarios presentes en los extractos del fruto de mortifio (Vaccinium floribundum kunth).

o La microencapsulacion de los extractos de los frutos del mortifio por el método de spray
drying no influye en la conservacion de los principios activos de los frutos de mortifio (Vaccinium

floribundum kunth).

3.1.5. Identificacién de variables

3.1.5.1. Variables dependientes

o Concentracion de fenoles y flavonoides totales de los frutos de mortifio (Vaccinium
Sfloribundum Kunth)
o Capacidad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de los frutos de mortifio

(Vaccinium floribundum Kunth).

3.1.5.2. Variables independientes:

o Concentracion de mezcla etanol - agua.

Tabla 3-1: Clasificacion de las muestras segun su concentracion

Mezcla Etanol% Agua%
20 80
50 50
Concentracion 80 20
96 4

Realizado por: Villegas, W. 2024.
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o Microencapsulacion.

3.2.  Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.2.1. Recoleccion y almacenamiento de la muestra

La recoleccion y almacenamiento de muestras de fruto de mortifio (Vaccinium
Sfloribundum Kunth) se llevé a cabo en la provincia de Tungurahua, en la parroquia Pilahuin,
siguiendo un protocolo adecuado para garantizar la representatividad y calidad de cada muestra.
Se realizd un muestreo a conveniencia donde se consideraron cinco arbustos diferentes
distribuidos en dos puntos distintos de la parroquia, punto 1: 1°20'10.7"S 78°45'41.2"W, punto
2: 1°19'36.6"S 78°45'38.5"W, cada uno identificado por sus coordenadas geogréaficas para su

referencia precisa.

El proceso de recoleccion se realiz6 en dos etapas:

ETAPA 1: Fueron identificados los arbustos de mortifio con frutos maduros listos para ser
cosechados, seleccionando cuidadosamente los frutos, evitando dafiarlos, y se recolecté en

cantidades representativas de cada arbusto.

ETAPA 2: Para su almacenamiento se consideraron las fundas ziploc, las cuales fueron
etiquetadas con informacion como la fecha de recoleccidn, el punto exacto de muestreo, el nimero
de arbusto y otra informacién relevante. Las muestras fueron transportadas a temperatura

ambiente hasta el laboratorio de formulacién magistral y oficinal de la ESPOCH.

3.2.2. Lavado y secado.

Proceso cuidadosamente disefiado para garantizar la eliminacion de impurezas y la conservacion
de las muestras para anélisis posteriores.

o Las muestras fueron sometidas a un proceso de desinfeccién utilizando una mezcla de
hipoclorito de sodio al 5% y agua destilada. Esta solucion desinfectante se aplic6 de manera
uniforme sobre las muestras, asegurando una cobertura completa. Las muestras fueron enjuagadas
con agua destilada para eliminar cualquier residuo de la solucion desinfectante.

o Una vez desinfectadas, las muestras del fruto de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)
fueron preparadas para el secado. Se colocaron en la estufa a temperatura constante de 50°C,

durante 4 dias.
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Este proceso de secado lento y controlado ayuda a preservar las propiedades de las muestras y a
evitar la formacién de moho u otros contaminantes durante el almacenamiento (Salles, et al. Pp.169-

174).

3.2.3. Preparacién de extractos.

Los extractos etandlicos del fruto de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) se llevo a cabo con
las siguientes fases:

1. Molienda: Triturar los frutos secos utilizando un moledor de café hasta obtener un polvo

fino, asegurando que se minimizara cualquier pérdida de material.

2. Extraccidon: El polvo fino del fruto de mortifio fueron colocados en botellas &mbar y
cubiertos hasta cubrir la muestra con la mezcla de etanol, agua a diferentes concentraciones (ver
tabla 3-1).

3. Maceracion: este proceso se llevé a cabo durante 7 dias, a temperatura de refrigeracion
de 2 a 8 grados, aproximadamente 5 °C, durante el tiempo de maceracion se realizaron agitaciones

constantes para asegurar una extracciéon adecuada.

4. Filtracion: la mezcla de cada una de las muestras obtenidas posterior a los 7 dias de
maceracion, fueron filtradas con papel filtro para separar los sélidos de la solucién (etanélica —

agua), realizando este proceso dos veces hasta obtener una solucion sin residuos.

5. Evaporacion El solvente etandlico de cada una de las muestras fue evaporado en un
equipo rotavapor (50 °C, 80 rpm, 60 min), obteniendo el extracto concentrado del fruto de mortifio

en forma de residuo, para su posterior analisis y almacenamiento.

6. Almacenamiento: el concentrado de fruto de mortifio fue colocado en tubos falcén,

protegido de la luz con papel aluminio y a temperatura ambiente, para su posterior analisis.

3.2.4. Célculo de rendimiento

El célculo del rendimiento de los extractos y concentrados fruto de mortifio (Vaccinium
Sfloribundum Kunth) se realiz6 siguiendo la formula mencionada por (Gonelimali, y otros, 2018)

descrita a continuacion:
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X1
% de rendimiento = 2 x 100

Ecuacion 1

Para calcular el rendimiento de cada uno de los extractos se utiliz6 la Ecuacion 1.
Donde:
X1: Peso del extracto después de la evaporacién del solvente. (Fase 5. Evaporacion)

X0: Peso seco del polvo vegetal antes de la extraccion. (Fase 1. Molienda)
3.2.,5. Tamizaje fitoquimico para la identificacién de metabolitos secundarios

Se llevo a cabo un andlisis detallado del perfil fitoquimico del fruto de mortifio, para identificar
los diferentes metabolitos presentes en los extractos. A continuacion, se detalla el procedimiento

para realizar cada uno de los ensayos:
3.2.5.1. Ensayo de Wagner

Se introdujeron 2 mL de la solucién de extracto en un tubo de ensayo, y se procedi6 a evaporar
el solvente en un bafio de agua. Luego, se disolvi6 la muestra en 1 mL de &cido clorhidrico al 1%,
se calentd suavemente y se permitio enfriar hasta que se detectara la presencia de turbidez,
opalescencia o la formacion de un precipitado, sefialando asi la presencia de alcaloides (Lascano,

2023).
3.2.5.2. Ensayo de Dragendorff

Se afladieron 2 mL de la solucidn de extracto a un tubo de ensayo junto con 2 mL de reactivo de
Dragendorff, que consiste en una solucién de yoduro de bismuto y potasio. Después de mezclar,
se aguardé hasta notar la aparicion de un precipitado rojo anaranjado, confirmando asi la presencia

de alcaloides en la muestra (Lascano, 2023).
3.2.5.3. Ensayo de Mayer

Se introdujeron 2 mL de la solucion de extracto en un tubo de ensayo y se procedio a evaporar el
solvente en un bafio de agua. Posteriormente, se disolvié en 1 mL de acido clorhidrico al 1%, y
se agreg6 una pequefia cantidad de NaCl en polvo junto con 2 o 3 gotas de reactivo de Mayer. Se
espero hasta observar la presencia de turbidez, opalescencia o la formacion de un precipitado, lo

cual indicaria la presencia de alcaloides (Lascano, 2023).

29



3.2.5.4. Ensayo de Fehling

Se afiadieron 2 mL de la solucion de extracto a un tubo de ensayo y se procedid a evaporar el
solvente en un bafio de agua. Luego, la muestra se disolvié en 2 mL de agua destilada y se
agregaron 2 mL de reactivo de Fehling. Después de calentar durante 10 minutos, la presencia de
una solucion rojiza o la formacion de un precipitado rojo confirma la presencia de carbohidratos

reductores (Lascano, 2023).

3.2.5.5. Ensayo de Baljet

Se introdujeron 2 mL de la solucion de extracto en un tubo de ensayo y se procedio a evaporar el
solvente utilizando un bafio de agua. Después, la muestra se volvio a disolver en 1 mL de etanol,
y se agregé 1 mL de reactivo hasta notar la aparicion de coloracion o la formaciéon de un

precipitado, indicando asi la presencia de cumarinas (Lascano, 2023).

3.2.5.6. Ensayo de Espuma

Se combinaron 1 mL de la solucidn de extracto de la muestra con 1 mL de agua destilada en un
tubo de ensayo, agitdndose enérgicamente hasta que se not6 la aparicion de espuma, sefialando la

presencia de saponinas en la muestra (Lascano, 2023).

3.2.5.7. Ensayo de Shinoda

En un tubo de ensayo se dispusieron 1 mL de extracto, 1 mL de 4cido clorhidrico concentrado y
pequefios fragmentos de cinta de magnesio. Tras dejar reposar durante 5 minutos, se agregaron 1
mL de alcohol amilico, y el cambio de color de amarillo a rojo confirmé la presencia de

flavonoides (Lascano, 2023).

3.2.5.8. Ensayo de Lieberman-Burchard

Se mezclaron 2 mL de extracto con 1 mL de anhidrido &cido y se calentaron durante 5 minutos,
luego se traté con acido sulfarico concentrado. Para concluir, se afiadi6 el reactivo de Lieberman-

Burchard, y la presencia de una coloracién verdosa indico la presencia de esteroides y triterpenos

(Lascano, 2023).
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3.2.5.9. Ensayo de Cloruro férrico

Se adicionaron 3-4 gotas de cloruro férrico al 10% (p/v) a un tubo de ensayo que contenia 1 mL
de extracto en solucidn, seguido de agitacion. La manifestacién de una coloracién azul o verde

sefial6 la presencia de fenoles y/o taninos en la muestra. (Lascano, 2023)

3.2.5.10. Ensayo de Resinas

A 2 mL de la solucion de extracto se le incorporaron 10 mL de agua destilada, y se permitié que
reposara durante 10 minutos. La formacion de un precipitado evidencio la presencia de resinas
(Lascano, 2023).

3.25.11. Ensayo de Ninhidrina

Se introdujeron 2 mL de una solucién de ninhidrina al 2% en agua a una solucion de extracto. La
combinacion se calent6 a 80°C en un bafio maria durante 5 minutos. El resultado del ensayo se
considera positivo para aminoacidos libres si se observa una coloracién violeta azulada (Lascano,
2023).

3.2.5.12. Ensayo de Antocianidinas

Se agregaron 2 mL de HCl a 2 mL de una solucion de extracto, y se incubd la mezcla a 80 °C en

un bafio maria durante 5 minutos. Luego, se afiadié 1 mL de amoniaco. La alteracién del color de

la solucion a azul violaceo sefiala la existencia de antocianinas (Lascano, 2023).
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Ensayo de Wagner.
Ensayo de Dragendorff.
Ensayo de Mayer.

v

Ensayo de Fehling.
Ensayo de Baljet.
Ensayo de Espuma.
Ensayo de Shinoda.
Ensayo de Lieberman-Burchard.
Ensayo de Cloruro férrico.
Ensayo de Resinas.

Ensayo de Ninhidrina. Proceso de recoleccion, lavado, secado,
Ensayo de Antocianidinas. | preparacion de extractos y tamizaje
F 3 fitoquimico para la identificacion de
metabolitos secundarios en el fruto de
mortifo.

(Realizar los siguientes Ensayus:)

F'y

amizaje fitoquimico

( Identificar los arbustos con frutos maduros. )

ecoleccion
y almacenamiento de la
muestra

( Recolectar los frutos evitando danarlos. )

Almacenar en fundas ziploc etiquetadas con
informacion relevante.

( Desinfectar las muestras con hipoclorito de )
sodio al 5%

Lavado y
secado

( Enjuagar con agua destilada. )

( Secar en estufa a 50°C durante 4 dias. )

( Moler los frutos secos. )

Colocar en botellas ambar y cubrir con la
mezcla de etanol y agua.

v

Preparacion
de extractos

( Macerar durante 7 dias a 2-8°C. )

llustracion 3-1: Proceso de recoleccion, lavado, secado, preparacion de extractos y tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios en el

fruto de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth).
Realizado por: Villegas, W. 2024



3.2.6. Cuantificacion de fenoles y flavonoides

3.2.6.1. Fenoles totales

Para determinar la concentracion total de compuestos fendlicos se utilizé una version adaptada
del procedimiento del método Folin-Ciocalteu. En primer lugar, se utilizé una placa de 96
pocillos, donde se aplico 10 pL de una dilucion 1:50 del extracto. Luego se afiadio 130 ulL de
agua destilada y posteriormente se incorpord 10 L del reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dejo que
la reaccion se desarrolle durante 6 minutos, después de lo cual se introdujo 100 pL de una solucion
de carbonato de sodio al 7% (p/v). Esta mezcla reacciona a temperatura ambiente durante 90
minutos, en condiciones de no exposicion a la luz. Finalmente, se midié la absorbancia de cada

muestra a una longitud de onda de 750 nm (Lascano, 2023).

Para realizar la calibracion se construyé una curva estandar utilizando soluciones seriadas de
acido galico estandar (GAE) con concentraciones que variaron entre 10 y 100 mg/L. La cantidad
de compuestos fendlicos totales se expresé como la cantidad equivalente en miligramos de acido

galico por gramo de peso seco de la muestra (mg EAG/gPS) (Lascano, 2023).

3.2.7. Flavonoides totales

Para cuantificar la concentracion total de flavonoides se aplico el método del cloruro de aluminio.
En este procedimiento, se mezclaron 60 pL de una dilucion 1:10 del extracto con 120 pL de una
solucion de cloruro de aluminio al 2% (p/v) y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante
60 minutos. Luego, se midid la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm. Para la calibracién
se construyd una curva estadndar utilizando soluciones seriadas de quercetina (QE) con
concentraciones que oscilaron entre 10 y 100 mg/L. La cantidad de flavonoides totales se expresa
como la cantidad equivalente en miligramos de quercetina por gramo de peso seco de la muestra
(mg QE/gPS) (Lascano, 2023).

3.2.8. Capacidad antioxidante

Para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos se utilizé una variante de la técnica DPPH

(2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) descrita originalmente por (Bobo, 2015).
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3.2.9. Preparacién de DPPH y Trolox

Se prepard una solucién inicial de DPPH con una concentracion de 150 uM disolviendo 0,0059
g de este reactivo en 100 ml de una solucién diluyente compuesta por metanol y agua en una
proporcion de 80:20. Luego se protegid esta solucion de la exposicion a la luz y se agito durante
un periodo de 30 a 40 minutos. Ademas, se prepard una solucién madre de Trolox con una
concentracion de 500 uM disolviendo 0,0125 gramos de Trolox en 100 ml de una solucion
diluyente que consiste en una mezcla de metanol y agua en una proporcion de 50:50. Esta solucién
se agito para asegurar la uniformidad de sus componentes. A partir de la solucién madre de Trolox
se prepar6 soluciones reactivas con concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 uM, con el

fin de generar una curva de calibracion (Lascano, 2023).
3.2.10. Determinacion del porcentaje de inhibicion de DPPH.
El porcentaje de inhibicion se calcul6 acorde a la Ecuacion 2:

Am — Ab

Ecuacién 2

Donde:
Am: absorbancia de la muestra a 515 nm,
Ab: absorbancia del blanco a 515 nm

Ac: absorbancia del control a 515 nm.
3.2.11. Medicién de la actividad antioxidante

El procedimiento experimental se lo realiz6 en un espectrofotdmetro en una placa de 96 pocillos,
donde se colocd muestras de blanco, control y extraccion de los extractos de fruto de mortifio,
para su posterior medicion a 515 nm. La preparacion de estas muestras se realiz6 de la siguiente

manera.

o Blanco: se agregd 180 uL de una solucion diluyente compuesta por metanol-agua (80:20)
y 20 puL de agua destilada.
. Control: se coloco 180 pL de una solucion de DPPH y 20 pL. de agua destilada.
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. Extracto: se agregd 180 uL de una solucion de DPPH y 20 uL del extracto diluido de la

muestra de fruto de mortifio (Lascano, 2023).

| Diluir el extracto de la muestra

segun se indique en el métoda.

v

Preparar una dilucidn de la
solucion de cloruro de
Cuantifiacion de aluminio al 2% (p/v).

fenoles y flavonoides

reparacion
de la muestra

Colocar 10 pL de la dilucidn
| 1:50 del extracto en una placa
de 96 pocillos.
v
Anadir 130 plL de agua
v destilada.
‘ Calcular la cantidad de ‘

Evaluacion de la
capacidad antioxidante

fenoles totales en mg
Incorporar 10 pL del reactivo EAG/gPS,
de Folin-Ciocalteu. T

Construir una curva

Determinacion
fenoles totales

Preparar muestras de blanco, Dejar reaccionar durante & estandar con soluciones
contral y extracto segin se minutos. seriadas de dcido galico
indique en el método, v estandar.
‘ Agregar 100 pL de una
solucion de carbonato de sodio Medir la absorbancia a 750
Preparar soluciones de DPPH al 7% (piv). I : nm ]
y Tralox segin se indique en =
el método. - *
Agregar 100 L de una Dejar reaccionar a temperatura
¢ solucidn de carbonato de sodio amhbiente durante 90 minutos
Caleular el porcentaje de al 7% (piv).
inhibicion de DPPH utilizando
la formula proporcionada,
$ Mezclar 60 pL de la dilucion
- - Y 1:10 del extracto con 120 pL de
Me_d'r_,]: actividad la solucidn de cloruro de
) _‘w}mf ante e_n:'ﬂ_ Determinacion aluminio al 2%. -
espectrofotometro a 21 nm. flavonoides totales ‘ Caleular la cantidad de
flavonoides totales en mg
Incubar a temperatura QE/gPs.
ambiente durante 60 minutos. A
¢ Construir una curva estindar
[ Medir la absorbancia a 420 nm '—} con soluciones seriadas de
querceting,

llustracion 3-2: Cuantificacién de fenoles y flavonoides, evaluacion de la capacidad antioxidante

de los extractos
Realizado por: Villegas, W. 2024.

3.2.12. Microencapsulacion

La técnica de microencapsulacion se realiz6 mediante el método de secado por aspersién. El
extracto se concentr6 mediante un rotavapor (IKA HB10) a 70 °C para eliminar el contenido de
disolvente de la muestra. Para conservar el extracto concentrado, se almacend en frascos de vidrio

de color &mbar a una temperatura de 4 °C.

Se prepar6 una solucién de recubrimiento para las particulas mezclando maltodextrina y agua

destilada con agitacion continua. El proceso de microencapsulacion se realizé en un Mini Spray
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Dryer BUCHI-B290. Una vez colocado el extracto del fruto de mortifio (Vaccinium
Sfloribundum Kunth) en el atomizador a través de una manguera, gracias a la accion de la bomba

peristaltica, fue dirigido hacia la cAmara de secado, donde se formaron las particulas (Osorio, 2023).
3.2.13. Andlisis por espectrofotometria infrarroja FT-IR

Este procedimiento se utilizé principalmente en el analisis de muestras en polvo. Para ello, se
extrajeron muestras del concentrado, del material microencapsulado FM y de los polimeros y se
sometieron a evaluacion mediante un espectrofotometro infrarrojo con un dispositivo ATR
(Attenuated Total Reflection). (Osorio, 2023).

Concentrar el extracto en un
rotavapor a 70 °C.

Almacenar el extracto
. s concentrado en frascos de
Microencapsulacidn O
vidrio dmbar a 4 °C.
A 4
Preparar una solucion de
recubrimiento con |
Anilisis por maltodextrina y agua destilada.
espectrofotometria .
.p : . Colocar el extracto del fruto
infrarroja FT-IR " .
de mortifio en el atomizador.
Utilizar un Mini Spray Dryer
para el proceso de
microencapsulacion: - ;
Extraer muestras del 'D1r1g1(r1 el extrdacm hacfmlla .
concentrado, material camara de secado para formar
. . particulas.
microencapsulado y polimeros.

!

Evaluar las muestras en un
espectrofotometro infrarrojo
con dispositivo ATR.

lustracién 3-3: Microencapsulacion
Realizado por: Villegas, W. 2024.
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3.2.14. Disefio Experimental

Para la deteccion de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante se utilizé el modelo aditivo
lineal de Disefio Completamente al Azar (DCA), con 4 concentraciones etanol -agua (20-80;
50,50; 80,20; 96,4) %. considerados como tratamientos, realizando 6 mediciones de cada una de
las concentraciones denominadas replicas.
El modelo lineal de Disefio Completamente al Azar (DCA) esta representado por la siguiente
ecuacion segun (Rueda, 2015).

Yij =m-+ti+eij
Donde:
yij = respuesta observada con el tratamiento i en la repeticion j
m = media general
ti = efecto del tratamiento i; i=1,2,3,4,5,6
eij = termino de error asociado al tratamiento i la repeticion j

3.2.15. Analisis estadistico:

Para verificar la variacion existente, se aplico la prueba estadistica ANOVA con un post hoc
TUKEY al 95% de nivel de confianza mediante el programa estadistico GRAPHPAD.
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CAPITULO IV
4, ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1, Rendimiento del extracto del fruto de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)
Se obtuvo el extracto etandlico del futo de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) mediante el
proceso de maceracion, obteniendo cuatro extractos cuyos rendimientos se calcularon utilizando
la Ecuacion 1; estos valores se detallan en la Tabla 4-1.
Donde el extracto con la proporcion 80%:20% (etanol- agua) exhibi6 un rendimiento superior

(56,754%) en comparacion con los demas.

Tabla 4-1: Rendimiento de extraccion del fruto de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

Extracto Concentracion % de rendimiento

(etanol-agua)

20%: 80% 28,282

50%: 50% 26,870
Fruto de mortifio

80%: 20% 56,754

96%: 4% 53,447

Realizado por: Villegas, W. 2024.

Cabe mencionar que no existen investigaciones previas en las cuales se hayan realizado un
proceso de extraccion como en el presente estudio. Sin embargo, en varios estudios que han
realizado extracciones hidroalcoholicas reportan rendimiento entre el 41 al 45% (Guaman Poaguiza
2022; zurita Morales 2021). Por lo que se puede mencionar que se obtuvo un rendimiento superior al

de otros estudios.

De todos modos, es crucial destacar que el rendimiento en cualquier tipo de extraccion se ve
afectado por una variedad de factores, tales como la temperatura, tipo de solvente empleado,
proporcién de material vegetal a solvente, tamafio particula, seccion de la planta utilizada, nivel

de agitacion, tiempo de exposicién y las condiciones especificas de la planta (Tingting et al., 2022).
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4.2.  Tamizaje fitoquimico

Tabla 4-2: Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto del fruto de mortifio (Vaccinium
Sfloribundum Kunth)

ENSAYO Compuesto  Fruto Fruto Fruto Fruto
identificado  20%: 80% 50%: 50% 80%: 20% 96%: 4%
(etanol- (etanol- (etanol- (etanol-
agua) agua) agua) agua)
Wagner Alcaloides + + + +
Mayer Alcaloides + + + +
Cloruro férrico  Compuestos + + + +
fendlicos
Espuma Saponinas - + + -
Resina Resinas + + + +
Fehling Azlcares + + + +
Shinoda Flavonoides - + + +
Baljet Lactonas y + + + +
cumarinas
Libermann  — Triterpenos  + + + +
Bouchard y esteroides
Nihidrina Aminas - - - -
primarias
Antocianida Secuencias - - - -
de grupos de
flavonoides

Nota. (-) No detectado; (+) Presencia
Realizado por: Villegas, W. 2024.

La Tabla 4-2, revela la presencia de diversos compuestos en practicamente todos los extractos,
entre los cuales se incluyen flavonoides, fenoles, compuestos fen6licos y triterpenos. Unicamente
el extracto a la concentracion del 20%:80% (etanol-agua) muestra ausencia de flavonoides.
Detectando también la falta de aminas primarias y secuencias de grupos de flavonoides en los 4
extractos analizados. Estos componentes han sido previamente vinculados a actividades
biolégicas segun varios estudios (Llivisaca et al., 2018a; Pérez et al., 2021). De manera similar,
el estudio llevado a cabo por (Guaman, 2022), a pesar de realizar extracciones a diversas
concentraciones, pero utilizando etanol como solvente, identificé la presencia de flavonoides,

fenoles y triterpenos.

De igual manera, cabe destacar, que la produccion de metabolitos secundarios puede estar
influenciada por diversos factores, incluyendo aspectos genéticos, condiciones ambientales como
la luz, la temperatura y los nutrientes del suelo, asi como factores estresantes tanto bi6ticos como

abidticos (Yang et al. 2018). Ademas, la mayoria de las actividades biolégicas observadas, como la
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capacidad cicatrizante, antiinflamatoria o anticancerigena, se atribuyen principalmente a la

presencia de fenoles, flavonoides y terpenos en la composicidn de un extracto (Cheynier, 2012) .

4.3. Cuantificacion de fenoles y flavonoides de los extractos etandlicos del fruto de

mortifio.
Después de confirmar la presencia de metabolitos secundarios en el extracto, se presenta los
resultados de cuantificacion de la concentracion de fenoles y flavonoides de los extractos (Tabla

4-3).

Tabla 4-3: Cuantificacion de la concentracion de fenoles y flavonoides de cada extracto

EXTRACTO _
FRUTO DE MORTINO  Fenoles totales (mg EAG/g  Flavonoides totales (mg EQ/g
PS) PS)
CONCENTRACION
[/ 0,
20%: 80% 42,963 + 17,685 95,871 + 8,399
[/ 0,
20%: 50% 56,790 + 11,396 120,333 + 5,961
[/ 0,
80%: 20% 66,667 + 12,830 132,645 + 5,439
04 40
96%: 4% 123,148 + 23,691 127,054 4,513

Nota. Los valores se expresan como media + de seis determinaciones independientes. PS: Peso Seco; EQ: Equivalente de Quercetina;
EAG: Equivalente de Acido Galico.
Realizado por: Villegas, W. 2024.

Se puede observar en la (Tabla 4-3), que los extractos con concentraciones mayores al 80% de
etanol presentaron valores mayores tanto en fenoles como en flavonoides. Es importante destacar
gue las plantas actan como depositos de metabolitos secundarios, los cuales se encuentran

principalmente en las hojas y frutos de las plantas (Gotawska et al., 2023).

La presencia de estos metabolitos secundarios en el fruto del mortifio podria tener aplicaciones
destacadas en campos como la farmacologia y la medicina, gracias a sus notables actividades
bioldgicas que incluyen propiedades anticancerigenas, antivirales, antibacterianas, antifingicas,

neuroprotectoras, antiinflamatorias, entre otros (Ullah et al., 2020).

De este modo la concentracion de fenoles totales mas alta se obtuvo con el extracto de 96% de
etanol con un valor de 123,148 + 23,691 mg EAG/g PS (Tabla 4-3), mostrando una diferencia
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significativa respecto al estudio de (Llivisaca et al., 2018), quienes registraron un valor de 146.10 £

13.44 mg EAG/g PS en extracto etandlico.

Por otro lado, la concentracion de flavonoides mas alta para este estudio fue de 132,645 + 5,439
mg EQ/g PS (Tabla 4-3). Esta concentracion es inferior al registro por (Pandjaitan et al. 2005),

quienes reportaron valores superiores a 250 mg EQ/g PS en extractos etandlicos

Como se menciond anteriormente, la composicion fendlica de las plantas esta influenciada por
diversos elementos, como la variabilidad genética, el momento de la cosecha, las condiciones
ambientales y del suelo, los métodos de procesamiento, las técnicas de almacenamiento, el estado
de desarrollo de la planta y los tratamientos especificos aplicados (Pratyusha, 2022). La variabilidad
de estos factores podria tener un impacto significativo en la composicion fendlica y, por ende, en
su utilidad y posibles aplicaciones en diversos ambitos (Dai & Mumper, 2010; Pratyusha, 2022).

Tras determinar el contenido de fenoles y flavonoides en los extractos, se llevo a cabo una prueba
estadistica ANOVA para verificar si existian diferencias significativas entre estos. Los resultados
arrojaron un valor de p=0,0001, indicando que el contenido de fenoles y flavonoides no es igual
en todos los extractos (Tabla 4-4). De esta manera, se acepta la hip6tesis alternativa que menciona

que la variacion de los solventes si influye sobre la concentracion de fenoles y flavonoides.

Tabla 4-4: Prueba ANOVA de la concentracién de flavonoide y fenoles de cada extracto

realizado
ANOVA
Suma de Media si
cuadrados cuadratica g
Entre grupos 4726,687 3 4726,687
Flavonoides PENtro de 780142 20 780142  40.395 0,0001
grupos
Total 5506,829 23
Entre grupos 16033,223 3 5344,408
Fenoles Dentro de 4077061 15 271864 19,658 0,0001
grupos
Total 20111,183 18

Realizado por: Villegas, W. 2024.

Posterior a la tabla de ANOVA, se llev6 a cabo la determinacion de qué grupos de extractos
compartian similitudes o diferencias en su contenido de fenoles y flavonoides mediante una

prueba post hoc Tukey.
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Tabla 4-5: Prueba Post Hoc de Tuckey de la concentracion de flavonoides y fenoles de cada

extracto realizado.

Contenido de flavonoides

HSD Tukey?
Tipo de extracto N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
20:80 (Etanol - agua) 6 95,8710
50:50 (Etanol - agua) 6 120,3333
96:4 (Etanol - agua) 6 127,0538 127,0538
80:20 (Etanol - agua) 6 132,6452
Sig. 1,000 0,275 0,428
Contenido de fenoles
HSD Tukey?
Tipo de extracto N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
20:80 (Etanol - agua) 6 42,9630
50:50 (Etanol - agua) 6 56,7901
80:20 (Etanol - agua) 6 66,6667
96:4 (Etanol - agua) 6 123,1481

Sig. 0,173 1,000

Realizado por: Villegas, W. 2024.

Asi, se determiné que, en relacién con el contenido de flavonoides, se obtuvieron tres
subconjuntos formados por 20%:80% (etanol-agua) en el subconjunto 1, 50:50 — 80:20 (etanol-
agua) en el subconjunto 2 y 80:20 — 96:04 (etanol-agua) en el subconjunto 3. Esto sugiere que los
extractos con mayor contenido de flavonoides son 80:20 y 96:04 (etanol-agua) (Tabla 4-5). De
esta manera, se acepta la hipotesis alternativa que menciona que la variacion de los solventes si

influye sobre la concentracion de flavonoides.

De manera analoga al caso anterior, se llevd a cabo la prueba estadistica para verificar similitudes
o diferencias entre los extractos en relacion con la cantidad de fenoles. De esta forma, se
identificaron dos subconjuntos: el subconjunto 1 incluia los extractos 20:80 - 50:50 — 80:20
(etanol-agua), y el subconjunto 2 estaba formado por el extracto 96:04 (etanol-agua). Esto sugiere

gue el extracto 96:04 (etanol-agua) presenta una mayor cantidad de fenoles (Tabla 4-5).

De igual manera se presenta el contenido de flavonoides y fenoles de cada uno de los extractos
(Nustracion 4-1y 4-2).
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Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de Quercetina por cada gramo de peso seco de extracto
(mg EQ/g PS). Nota: Los datos que se muestran son la media de 6 réplicas y representan la mediay + SD. Las letras
diferentes (a, b, c, d, e) en la misma fila indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey.
llustracion 4-1 Contenido de flavonoides en cada extracto

Realizado por: Villegas, W. 2024.
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Tipo de extracto

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de Acido Galico por cada gramo de peso seco de extracto
(mg EAG/g PS). Nota: Los datos que se muestran son la media de 6 réplicas y representan la mediay = SD. Las letras

diferentes (a, b, ¢, d, ) en la misma fila indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey
llustracion 4-2: Contenido de fenoles en cada extracto
Realizado por: Villegas, W. 2024.

4.4, Cuantificacion de la actividad antioxidante del fruto de mortifio

Mediante el método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), se identific la actividad antioxidante de

los extractos observando asi el que tiene mayor capacidad antioxidante (Tabla 4-6).
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Tabla 4-6: Capacidad inhibitoria del radical DPPH de cada uno de los extractos

EXTRACTO

FRUTODEMORTINO o/ | 1hibicion del radical DPPH

CONCENTRACION

20%: 80% 14,0450 + 5,8091
50%: 50% 41,9033 * 3,0634
80%: 20% 29,4345 + 3,1842
96%: 4% 20,9517 + 3,3982

Nota. Los valores se expresan como media + DE de seis determinaciones independientes.
Realizado por: Villegas, W. 2024.

Atreves de la prueba realizada se pudo determinar cuél de los 4 extractos tienen mayor capacidad
antioxidante, siendo que estos son compuestos que combaten los radicales libres interviniendo en
cualquiera de los tres pasos principales del proceso oxidativo mediado por radicales libres: el
inicio, la propagacion y la terminacion (Kedare & Singh, 2011). Estos antioxidantes son producidos
de forma natural por el sistema bioldgico y se encuentran presentes en muchos vegetales. El
equilibrio entre oxidantes y antioxidantes es crucial para determinar la salud y el vigor, y este
equilibrio influye en la proteccion contra los efectos nocivos de los radicales libres (Jabbari &
Jabbari, 2016).

En este estudio, se pudo observar que el extracto con la mayor capacidad antioxidante fue el
obtenido con una proporcion de 50:50 (etanol-agua), con un porcentaje de inhibicién del 41,9033
+ 3,0634, seguido del extracto con una proporcion de 80:20 (etanol-agua) con un porcentaje de
inhibicién del 29,4345 + 3,1842 y por Gltimo el extracto con una proporcion de 96:4 (etanol-agua)
con un porcentaje 20,9517 + 3,3982.

El extracto con una proporcion de 20:80 (etanol-agua) mostrd el menor porcentaje de inhibicion,
con un valor de 14,0450 + 5,8091 (Tabla 4-6).

Los porcentajes de inhibicién presentados en este estudio son similares con investigaciones
previas, y es notable que el extracto con una proporcion de 50:50 (etanol-agua) muestra un mayor
porcentaje de inhibicion (41,9033 + 3,0634). En comparacidn, el estudio de Guaman Poaquiza
(2022Db) report6 un porcentaje de inhibicion méaximo del 27%, mientras que el estudio de (Rubio
Ramirez y Zurita Vanegas, 2023) present6 un valor maximo del 12%. Es crucial tener en cuenta que
estas variaciones pueden estar relacionadas con el estado de madurez del fruto, ya que a mayor
madurez se reduce el contenido de metabolitos secundarios y, por ende, la capacidad antioxidante
(Gaviria Montoya et al., 2012; Pérez et al., 2021).
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Una vez conocido los valores de capacidad antioxidante de cada extracto, se procedio verificar si

dichos datos eran estadisticamente significativos.

Tabla 4-7: Prueba ANOVA de la capacidad inhibitoria de cada extracto realizado

ANOVA
Suma de | Media = Si
cuadrados Y cuadratica 9
Entre grupos 1453,912 3 484,637
a(ri?igif(iji?ge Dentro de grupos 173,520 10 17,352 27,930 0,0001
Total 1627,432 13 484,637

Realizado por: Villegas, W. 2024.

Se obtuvo un valor de p=0,0001 lo que indica que no todos los extractos presentan la misma

capacidad antioxidante (Tabla 4-7).

Finalmente se realiz6 un post Hoc con la prueba Tuckey para verificar que el extracto de 50:50
(etanol-agua) presentd la mayor capacidad antioxidante, aunque el extracto 80:20 (etanol-agua)
también presentd un valor alto en comparacion con los otros tipos de extraccion lo que se observa
en la (Tabla 4-8).

Tabla 4-8: Prueba Post Hoc de Tuckey de la capacidad inhibitoria de cada extracto realizado

Capacidad antioxidante

HSD Tukey?

Tipo de extracto N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

20:80 (Etanol - agua) 6 14,0450
96:4 (Etanol - agua) 6 20,9517 20,9517
80:20 (Etanol - agua) 6 29,4345
50:50 (Etanol - agua) 6 41,9033
Sig. 0,197 0,093 1,000

Realizado por: Villegas, W. 2024.
Como en el caso anterior de fenoles y flavonoides se representd graficamente los valores de

inhibicién obtenidos (llustracién 4-3).
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llustracion 4-3: Capacidad antioxidante de cada extracto.
Realizado por: Villegas, W. 2024.

4.5. Microencapsulacion del extracto del fruto de mortifio

Una vez analizado el contenido de fenoles, flavonoides (Tabla 4-3) y actividad antioxidante
(Tabla 4-6), se decidi6 microencapsular el extracto que mejores caracteristicas presento, en este
caso el extracto 50:50 (etanol-agua). Esta eleccion se debe a que, aunque no exhibio la
concentracién mas elevada de fenoles y flavonoides, esta muestra demostrd la mayor capacidad
de inhibicién antioxidante. Por lo tanto, se plantea la hip6tesis de que podria poseer una actividad
biol6gica mas destacada, ya que la mayoria de las enfermedades tienden a generar radicales libres,
los cuales podrian ser reducidos por los compuestos presentes en el extracto (Escamilla Jiménez et al.,
2009).

Después de realizar el microencapsulado, es crucial analizar la eficacia del proceso de
microencapsulacion para verificar si el componente biol6gicamente activo ha sido encapsulado
de manera adecuada. Sin embargo, hay que tener en consideracién que variados factores afectan
los resultados finales de eficacia, como las temperaturas de entrada y salida, la sensibilidad
térmica de los ingredientes activos, los biopolimeros utilizados y sus concentraciones (Movasaghi,
Rehman, Rehman 2008).

De este modo se obtuvo el porcentaje de eficiencia de la microencapsulacion:
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Tabla 4-9: Eficiencia de microencapsulacion

Tratamiento  Ingrediente activo Biopolimero % Eficiencia
50:50 . MD 79,527 £ 1,883
Extracto etanolico del
(etanol: »
fruto de mortifio
agua)

Nota: Maltodextrina MD.
Realizado por: Villegas, W. 2024.

Aunqgue no hay investigaciones disponibles para comparar la eficacia de la microencapsulacion,
debido a la ausencia de informes sobre procesos anteriores de microencapsulacion del mortifio, la
mayoria de los estudios realizados con otros extractos vegetales muestran un rendimiento cercano
al 80%. (Bernal-Millan et al. 2022; Osorio et al. 2010). Esto confirma que el proceso se llevé a cabo de

manera adecuada a pesar haber obtenido un rendimiento del 79,527 %.

4.5.1. Analisis de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Se llevd a cabo el analisis de tres muestras, identificadas como el extracto sin microencapsular
(representado en negro), el polimero empleado (mostrado en rojo) y la combinacién del polimero
con el extracto (presentado en azul). La llustracion 4-4, refleja que la mezcla del polimero con el

extracto logré una microencapsulacion efectiva, evidenciada por un espectro muy similar al del

polimero por si solo.

134

3500 3000 2500 2000 1500
cm-1

Extracto

Extracto fruto mortifio con maltodextrina

llustracion 4-4: Espectro infrarrojo del extracto de fruto de mortifio

Realizado por: Villegas, W. 2024.
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Polimero Maltodextrina

El uso de la maltodextrina como polimero para microencapsular se justifica debido a las
caracteristicas favorables de este tipo de polimero. La maltodextrina exhibe una excelente
solubilidad en agua y una baja viscosidad incluso a concentraciones elevadas, en comparacion
con las proteinas. Estas propiedades hacen que la maltodextrina sea una eleccion adecuada para
la microencapsulacion, ya que facilita la manipulacién del proceso y la posterior dispersion del
producto encapsulado.

De manera similar, el espectro proporciona la oportunidad de identificar los grupos de metabolitos
presentes en el extracto. A partir de aquello se confirman la presencia de grupos funcionales
distintivos tanto de fenoles como de flavonoides en el extracto etandlico microencapsulado.

Segun (Hussain et al., 2023), el grupo hidroxilo (-OH) suele exhibir su banda de estiramiento en el
intervalo de 3200 a 3600 cm-1. Ademas, los anillos aromaticos (C=C) presentan bandas de
estiramiento en las regiones de 1600 a 1620 cm-1y 1500 a 1600 cm-1, mientras que la banda del
grupo C-O (caracteristico en compuestos fendélicos) generalmente se manifiesta en el rango de
1300 a 1000 cm-1. Asimismo, el grupo carbonilo (C=0), presente en algunos flavonoides,

muestra su banda en la region de 1700 a 1650 cm-1.
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CONLUSIONES

o Se determind diversos metabolitos secundarios en los extractos, tanto cualitativa como
cuantitativamente. En términos cualitativos, se demostrd la presencia de compuestos como
fenoles, flavonoides, triterpenos y azlcares. En cuanto a la cuantificacion, se destaco la presencia
de fenoles y flavonoides en todos los extractos, siendo el extracto 96%:4% (etanol: agua) el que
exhibio el contenido mas elevado de fenoles, con 123,148 + 23,691 mg EAG/g PS, mientras que
el extracto 80%:20% (etanol: agua) presentd el mayor contenido de flavonoides, con 132,645 +
5,439 mg EQ/g PS.

o Se analiz6 que cada uno de los extractos elaborados presentan actividad antioxidante. De
todos ellos, el extracto 50:50 (etanol: agua) fue el que mayor inhibicion presentd con un valor de
41,9033 + 3,0634%

o Se microencapsulo el extracto de concentracion de 50:50 (etanol: agua) ya que resulto ser
la més idonea debido a sus valores obtenidos para fenoles, flavonoides y su destacada actividad
antioxidante. A partir de esta concentracién, se llevé a cabo el proceso de microencapsulacion,
logrando una eficiencia de microencapsulacion de 79,527 + 1,883, la cual fue confirmada
mediante un espectro de FTIR. Ademas, se corrobord la presencia de fenoles y flavonoides a

través de los picos de estiramiento presentes en el espectro.
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RECOMENDACIONES

o Considerar la investigacion de otros arbustos silvestres endémicos con potencial
terapéutico para enfermedades inflamatorias. Ampliando asi el conocimiento sobre recursos

naturales con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

o Investigar otras técnicas de extraccion de compuestos bioactivos, como la extraccion
asistida por ultrasonido o la extraccion supercritica, para comparar la eficacia y la cantidad de

compuestos extraidos.

o Realizar estudios adicionales sobre la estabilidad de los compuestos bioactivos del
mortifio en diferentes condiciones de almacenamiento y su biodisponibilidad en modelos

animales para comprender mejor su potencial terapéutico.

o Realizar estudios in vitro e in vivo para evaluar el efecto de los extractos de mortifio en
modelos celulares y animales de enfermedades inflamatorias, lo que podria proporcionar

informacion relevante para su aplicacion clinica.

o Explorar la formulacién de productos a base de mortifio, como cépsulas o pomadas, para
evaluar su eficacia y seguridad en el tratamiento de enfermedades inflamatorias en ensayos

clinicos controlados.

o Investigar la posible interaccion de los compuestos del mortifio con otros medicamentos
utilizados para tratar enfermedades inflamatorias, para garantizar su seguridad y eficacia en

tratamientos combinados.

o Investigar otros posibles usos terapéuticos del mortifio, ademéas de las enfermedades
inflamatorias, como en el tratamiento de enfermedades metabélicas o neurodegenerativas, para

ampliar su potencial terapéutico.
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION, ALMACENAMIENTO, LAVADO Y SECADO DE LOS
FRUTOS DE MORTINO




ANEXO B: PREPARACION DE EXTRACTOS: MOLIENDA, EXTRACCION,
MACERACION, FILTRACION, EVAPORACION Y ALMACENAMIENTO







ANEXO C: PRUEBAS DE TAMIZAJE FITOQUIMICO

ANEXO D: CUANTIFICACION DE FENOLES Y FLAVONOIDES




ANEXO E: EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
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ANEXO F: CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO PARA CUANTIFICACION
DE FENOLES TOTALES
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ANEXO G: CURVA DE CALIBRACION DE QUERCETINA PARA CUANTIFICACION DE

FLAVONOIDES TOTALES
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