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RESUMEN

En la presente investigacion se tuvo como objetivo identificar metabolitos
secundarios en extractos etanolicos de distintas especies de géneros de orquideas
mediante un screening fitoquimico, en donde se realizaron pruebas para alcaloides,
flavonoides, saponinas, taninos y triterpenos. Ademas, se evalu6 la capacidad
antioxidante de 35 especies de orquideas de los géneros Caucaea, Epidemdrum y
Oncidium, para esto se utilizo el método DPPH para analizar la capacidad
captadora de radicales libres, como control positivo para este analisis se utilizd
vitamina C.

Los resultados determinaron en el screening fitoquimico que los metabolitos
secundarios que mas presencia tuvieron en las especies estudiadas fueron
flavonoides, triterpenos y saponinas. Las especies en estudio del género Caucaea y
Oncidium presentaron reaccidon positiva para flavonoides y triterpenos en mayor
cantidad, mientras que las muestras del género Epidendrum presentaron saponinas
en un 100 %.
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En el andlisis de actividad antioxidante con metodologia DPPH, las especies mas
sobresalientes fueron Oncidium excavatum y Epidendrum nocturnun, la ultima
especie se destacod por que necesité una concentracion de 3,50 ppm para inhibir el
50 % de los radicales libres de DPPH presentes en una solucioén de ensayo.
Palabras claves: Antioxidante, orquideas, DPPH, metabolitos, screening.

ABSTRACT

In the present investigation, the objective was to identify secondary metabolites in
ethanolic extracts of different species of orchid genera through phytochemical
screening, where tests were carried out for alkaloids, flavonoids, saponins, tannins
and triterpenes. In addition, the antioxidant capacity of 35 species of orchids of the
genera Caucaea, Epidemdrum and Oncidium was evaluated. For this, the DPPH
method was used to analyze the free radical scavenging capacity. Vitamin C was
used as a positive control for this analysis.

The results determined in the phytochemical screening that the secondary
metabolites that had the most presence in the species studied were flavonoids,
triterpenes and saponins. The species under study of the genus Caucaea and
Oncidium presented positive reaction for flavonoids and triterpenes in greater
quantity, while the sample of the genus Epidendrum presented saponins in 100 %.

In the analysis of antioxidant activity with DPPH methodology, the most
outstanding species were Oncidium excavatum and Epidendrum nocturnun, the
last species stood out because it needed a concentration of 3,50 ppm to inhibit 50
% of the free radicals of DPPH present in a solution of test
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INTRODUCCION.

Las orquideas pertenecientes a la familia Orquidaceae, presentan flores muy
llamativas debido a su gama amplia colores, formas y aromas; hasta el momento se
han detallado alrededor de 28000 especies, y casi 900 géneros en sus diversas

variantes |. Endara y Jost 2 mencionan que existen 1707 especies de orquideas

endémicas en el Ecuador, por tal motivo Pitman et al > dicen que esta familia es



considerada la mas diversa de las plantas vasculares.

Se estima que solo cerca del 6 % de plantas superiores han sido estudiadas para
comprobar su actividad bioldgica y de estas el 15 % tiene un estudio fitoquimico;
esto provoca el interés de la industria farmacéutica que ve el potencial de las

plantas para la elaboracion de nuevos medicamentos 4

Los metabolitos secundarios son sustancias complejas, usados como principios
activos en la industria farmacéutica, estos presentan una accién farmacoldgica o
fisioldgica sobre el organismo, el valor econémico de los metabolitos secundarios

es muy alto a comparacién con los metabolitos primarioss.

Los antioxidantes son sustancias que favorecen el retraso del dafio a nivel celular

causado por la accion oxidativa de los radicales libres®.

En la actualidad existe mucho interés en realizar estudios relacionados con los
usos etnobotanicos de las plantas, o a su vez para obtener nuevos compuestos con
actividad farmacologica, en especial compuestos antioxidantes. Debido a que

Ecuador posee una gran diversidad de orquideas 7 que han sido utilizadas en
medicina ancestral, se evidencia la falta de estudios cientificos que corroboren
dichas aplicaciones. Con lo antes mencionado es importante ya que se puede
obtener principios activos que reemplacen a compuestos sintéticos utilizados

actualmente en la industria farmacéutica®.

MATERIALES Y METODOS.

Recoleccion de la muestra.

La recoleccion del material vegetal de los tres géneros: Caucaea, Epidemdrum y
Oncidium; se realizo en la provincia de Pichincha, cuidad Quito, en la parroquia de
El Quinche; en el “Orquideario de Sarina”.

El material vegetal seleccionado para este estudio consistido en 10 g de hojas de



cada especie, se cortaron las hojas con una tijera de podar previamente flameada y
esterilizada con alcohol al 96 %, el material fue colocado en bolsas de papel y
almacenadas en fundas plasticas con sierre para absorber la humedad se afiadio
silicagel a la funda.

Obtencion del extracto etanolico.

El extracto se obtuvo mediante maceracion de acuerdo a la metodologia descrita

por Moreno y Jaramillo 9 el proceso consistio en: tomar 10 g de hojas jovenes de
cada una de las especies en estudio, se trituré en un mortero de porcelana de 80
mm de diametro, se afiadi6 70 mL de etanol 96 % y se macer6 en un frasco &mbar
durante 8 dias en condiciones ambiéntales y completa oscuridad. Luego se tamizo
con papel filtro para eliminar los residuos de hojas y se almacen6 en la oscuridad
en condiciones ambiéntales para evitar la degradacion de las moléculas presentes
en los extractos a analizar.

Screening fitoquimico. Test para alcaloides.

El ensayo se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Carrera et al 10
mediante el uso del reactivo de Draggendorf; para lo cual se colocdé 2 mL de
muestra en un tubo de ensayo, luego se agregd de 2 a 3 gotas del reactivo de
draggendorf, se agitd fuertemente y se esper6 por 30 minutos.

Se utiliz6 como control negativo alcohol al 96 % y como control positivo cafeina.
Si se observa opalescencia (+), turbidez (++) o precipitado (+++) se considera que

la muestra contiene alcaloides.

Determinacion de flavonoides.

El ensayo se realizo de acuerdo a la metodologia descrita por Ramos et alll,
mediante el uso del reactivo de Shinoda; para lo cual se coloc6 2 mL de muestra
en un tubo de ensayo, luego se agreg6 varias limaduras de magnesio, los tubos de
ensayo se los colocd en un bafio maria a 60 °C, después se coloco 2 gotas de HCI



concentrado.

Test de saponinas.

El ensayo se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por Moreno y Jaramillo

9 mediante la prueba de espuma; para lo cual se colocd 2 mL de muestra en un

tubo de ensayo, luego se agregd 5 mL de agua destilada y se agitd vigorosamente
durante un minuto.

Test de taninos.

El ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Bravo y Acufia 12

mediante el uso del reactivo Gelatina-Sal; para lo cual se coloco 1mL de muestra
en un tubo de ensayo, luego se adicion6 1 mL de reactivo.

Test de triterpenos.

El ensayo se realizdé de acuerdo a la metodologia descrita por Carrera et al 10
mediante el uso del reactivo de Liebermann-Burchard; para lo cual se colocd 1 mL
de muestra en un tubo de ensayo, luego se adiciond lentamente por la pared del
tubo 1 mL de anhidrido acético, finalmente con precaucion se afiadié 1-2 gotas de
acido sulfurico concentrado.

Evaluacion de la actividad antioxidante.

Para este ensayo se aplicé la técnica propuesta por Noriega et al 13 para lo cual se

elabord una solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo DPPH (1 104 en etanol),
como control positivo se uso vitamina C. Para cada extracto se prepard diluciones
en diferentes concentraciones: 10 ul,, 50 uL y 80 uL en viales ambar, se completd
con alcohol al 96 % obteniendo un volumen final de 100 uL; a las diluciones
realizadas se les agregd 2,9 mL de DPPH hasta completar el volumen final de 3
mL y se homogeniza, luego se almacena en la oscuridad durante 30 minutos.



Las muestras se colocaron en celdas plasticas y se analizd tres veces en el
espectrofotometro de UV-visible (JASCO V-730) con el programa spectral
manager, a 517nm de longitud de onda. Previamente el espectrofotometro fue
encerado con alcohol al 96 %.

Las soluciones preparadas se colocaron en viales ambar y a estas se les anadi6 2,9
mL de DPPH preparado previamente, se agité y almacend en la oscuridad por 30
minutos.

Las soluciones preparadas se colocaron en celdas plasticas de 3 mL para ser
analizadas en el espectrofotometro (JASCO V-730) a una longitud de onda 517
nm, se analizaron las muestras en orden creciente de su concentracion, cada
muestra se analizo por triplicado.

RESULTADOS

Identificacion de metabolitos secundarios

Mediante las pruebas colorimétricas se identificd la presencia o ausencia de
metabolitos secundarios como: alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos y
triterpenos en las orquideas colectadas, usando la técnica cualitativa del Manual de

Miranda y Cuellar 14

Screening fitoquimico género Caucaea

El porcentaje de presencia de metabolitos en las especies en estudio del género
Caucaea fueron: flavonoides y triterpenos en un 100 %, saponinas en un 88 %,
alcaloides y taninos con un 44,4 %; no existen otros estudios fitoquimicos del
geénero Caucaea debido a que es un género nuevo que fue separado de Oncidium y
se ha discutido mucho sobre la pertenencia de algunas especies del género

Caucaea y Oncidium como lo sefiala Szlachetko y Kolanowska!>. Sin embargo, en
este trabajo se evidencid la presencia de los mismos grupos de metabolitos:
flavonoides y triterpenos en los 2 géneros.



Screening fitoquimico del género Epidendrum

El porcentaje de presencia de metabolitos en las especies en estudio del género
Epidendrum fueron: saponinas 100 %, triterpenos 90,9 %, taninos 63,6 %,
flavonoides 45,4 % y alcaloides 0 %, ninguna muestra present6 alcaloides lo que

contrasta con el estudio hecho por Sut et allo, que encontrd alcaloides
fenantrénicos en especies del género Epidendrum; esto indicaria que las especies
colectadas no han tenido una amenaza externa que induzca la produccién de

alcaloides, como lo explica Farran et all’.

Screening fitoquimico del género Oncidium

El porcentaje de presencia de metabolitos en las especies en estudio del género
Oncidium fueron: flavonoides y triterpenos 100 %, saponinas 93,3 %, taninos 73,3

%, alcaloides 66,6 %, Amar et all8 presentan un estudio realizado en Oncidium
baueri, en el que también se encontr6 flavonoides y triterpenos. Particularmente en
el presente estudio se encontré un alto contenido de flavonoides en las especies
Oncidium excavatum y Oncidium spl; factor indicador de actividad antioxidante,

como lo sefiala Gonzalez et al!?. Ver tabla 1.



Resultados metabolitos secundarios
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Nota: Negativo (-), poca presencia (+), moderada presencia (++), alta presencia (+++).
Elaborado por: (Los autores, 2018).

Tabla 1. Resultados metabolitos secundarios

Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos

Actividad antioxidante del género Caucaea



Se observd que las especies analizadas de este género no tienen actividad
antioxidante significativa ya que ninguna logra sobrepasar el 50 % de inhibicion,
ver figura 1.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion del DPPH del género Caucaea

Actividad antioxidante del género Epidendrum

Entre las especies analizadas se destaca E. nocturnum que present6d una capacidad
antioxidante del 50 % de los radicales DPPH con una concentracion de 3,50 ppm,
las demas especies tienen una actividad antioxidante muy baja, ver figura 2.
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion del DPPH del género Epidendrum

Actividad antioxidante del género Oncidium



Se puede observar que destacan 2 especies por su potencial antioxidante las cuales
son: O. sp7 y O. excavatum, las cuales a una concentracion de 43 y 31 ppm
respectivamente, reducen el 50 % de los radicales DPPH; las otras especies no
tienen una actividad antioxidante significativa, ver figura 3.
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Nota: Curvas de porcentajes de inhibicion de radicales libres obtenidas mediante Microsoft Excel
2013.

Figura 3. Porcentaje de inhibicion del DPPH del género Oncidium
Analisis estadistico de la actividad antioxidante

Se realizd un andlisis estadistico por conglomerados, el cual se dividio en 3
clusters: poca actividad, moderada actividad y alta actividad. De color rojo el
conglomerado 1 nos muestra las especies con poca actividad antioxidante; de color
verde el conglomerado 2 muestra especies que tienen una actividad antioxidante
moderada y por ultimo de color azul el conglomerado 3 nos muestra especies que
tienen una alta actividad antioxidante, ver figura 4.
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Figura 4. Cuadro de clasificacion de especies mediante analisis de
conglomerados.

El cluster 3 esta compuesto de las especies Epidendrum nocturnum y Oncidium



excavatum; las cuales redujeron el 50 % de los radicales libres de DPPH con tan
solo 3,5 y 31 ppm respectivamente lo cual las cataloga como especies con alta
actividad antioxidante respecto a las otras muestras.

Se pudo observar que la especie Epidendrum nocturnum superd la capacidad

119 en su

antioxidante de Prosthechea michuacana reportada por Gonzélez et a
estudio “Aislamiento e identificacion de los compuestos con actividad antioxidante
de la orquidea comestible Prosthechea michuacana”, que requirié 13,22 ppm para

inhibir el % IC50 de DPPH.

119 compuestos como los flavonoides infiere en el

Segun sefiala Gonzalez et a
potencial antioxidante de las plantas, lo que confirman los resultados de este
ensayo, ya que en el screening fitoquimico de las 2 especies con alta actividad
antioxidante presentaron un alto contenido de flavonoides en las pruebas

colorimétricas que se realizaron.

CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios encontrados en las especies estudiadas fueron:
triterpenos 96,96%, saponinas 96,65%, flavonoides 81,8%, taninos 60,43% vy
alcaloides 37%.

Las especies estudiadas del género Caucaea y Oncidium mostraron una estrecha
similitud al presentar 2 metabolitos en las especies analizadas, los cuales fueron:
flavonoides y triterpenos en un 100% de las especies.

El analisis de actividad antioxidante sefalo a 2 especies como las de mayor accion,
las cuales fueron Epidendrum nocturnum con un % IC50 de 3,5 ppm y Oncidium
excavatum con un % IC50 de 31 ppm.

Las 2 especies que presentaron una capacidad antioxidante significativa mostraron
una presencia alta de flavonoides en su composicion, lo que confirma que este
metabolito secundario aporta a la capacidad antioxidante de estas plantas.
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