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CARACTERIZACIÓN FITOQUÍMICA Y ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE 

ESPECIES DEL GÉNERO AZORELLA, PRESENTES EN LA SIERRA SUR 

ECUATORIANA 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los seres humanos a lo largo de la historia se han beneficiado de las plantas a través de 

diversos usos, ya sea alimenticio, medicinal, control de plagas, entre otros. 

Las plantas medicinales juegan un rol preponderante en la terapéutica de la humanidad. 

Alrededor del 80% de la población en países en vías de desarrollo depende de las plantas 

para su cuidado primario de salud. A pesar del importante progreso en síntesis orgánica 

en el siglo XX, alrededor del 25% de las medicinas prescritas en países industrializados 

deriva directa o indirectamente de plantas (Newman et al., 2000). 

 

Las plantas medicinales son consideradas como una fuente potencial de nuevas drogas 

quimioterapéuticas debido a su contenido de fitoquímicos y a su poco o nulo efecto 

tóxico (Arina y Beg, 2000). La base de los medicamentos fitoterapéuticos son las drogas 

vegetales y los diferentes productos que a partir de éstas se obtienen. No hay que 

confudir los términos droga vegetal, planta medicinal y principio activo (Cañigueral et 

al., 2003). La OMS definió estos conceptos de la siguiente manera:
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- Planta medicinal: Es cualquier planta que en uno o más de sus órganos contiene 

sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores para 

la semisíntesis químico farmacéutica. 

- Droga vegetal: Es la parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica. 

- Principios activos: Son las sustancias responsables de la acción farmacológica 

(OMS, 1978). 

 

La Fitoterapia utiliza drogas vegetales y preparaciones de dichas drogas en la forma 

farmacéutica más adecuada para su administración. Las investigaciones orientadas hacia 

la búsqueda de plantas con usos en fitoterapia se fundamenta en un proceso de selección 

de especies candidatas en la cual se relaciona la actividad biológica promisoria con el 

perfil de metabolitos secundarios. Esto permite confrontar la bioactividad con la 

producción de compuestos químicos en las especies promisorias. En literatura existen 

numerosos ejemplos de esta metodología, desarrollada para extractos de plantas y 

aceites esenciales. (Dorman y Deans, 2000; Karioti et al., 2001; Okawa et al., 2001). 

 

Estudios de selección de especies con actividad antimicrobiana, antioxidante e 

inhibidora de la proliferación celular muestran un fundamento metodológico similar: el 

uso de bioensayos unido a métodos químicos sencillos para establecer especies 

candidatos para el desarrollo de fármacos por su bioactividad (Dorman y Deans, 2000; 

Karioti et al., 2001; Okawa et al., 2001). 

 

Cuando la causa de una enfermedad es conocida, es posible desarrollar pruebas directas 

“in vitro” en los receptores o enzimas, de origen humano o animal, involucradas en la 

patología (Simoes-Pires et al., 2009).  

 

Una combinación de estrategias químicas con screening biológico es la forma más 

eficiente para llegar a identificar especies vegetales promisorias para el desarrollo de 

fármacos. Para el efecto es necesario poner a punto pruebas biológicas o farmacológicas 

con el fin de localizar la actividad elegida en el extracto vegetal. (Simoes-Pires et al., 

2009).
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Es indispensable realizar investigaciones que permitan generar conocimiento y valor 

sobre las plantas, debido a la creciente desaparición de las selvas tropicales y otras 

importantes áreas de vegetación. (Hostettmann y Marston, 2002). 

Se debe enfocar urgentemente la atención en un estimado de 250 000 plantas en la tierra, 

de las cuales un gran porcentaje no ha sido investigado desde el punto de vista 

fitoquímico (Hostettmann y Marston, 2002). 

 

El Ecuador cuenta con una gran diversidad de flora, se han documentado 18 198 

especies de plantas vasculares (Neil y Ulloa, 2011), de estas 5 172 especies son 

utilizadas con diferentes objetivos: el 60% medicinales, el 55% como fuente de 

materiales de construcción, el 30% comestibles y el 20% en usos sociales (ritos 

religiosos), todo estos porcentajes sobre pasan el 100% cifra, que indica que las especies 

vegetales tienen más de un solo uso. La ventaja de estos recursos depende del grupo 

étnico y la región geográfica de la cual proviene, por ejemplo el 42% de las tierras bajas 

del Oriente (Amazonía Ecuatoriana), 47% de los Andes y el 12% de las tierras bajas de 

la Costa y de las Islas Galápagos (De la Torre et al., 2008). 

Las etnias indígenas han logrado conservar su conocimiento ancestral, su tradición y 

cultura en relación con la naturaleza, una de ellas es la comunidad de Quilloac, que 

continua con su medicina tradicional basada en plantas medicinales. La Comunidad 

Quilloac se encuentra localizada en las cercanías del cantón Cañar, capital arqueológica 

del Ecuador. (Proaño, 2009). 

En la región austral se encuentran vestigios arqueológicos de la época preinca (Cerro 

Narrío) y de la época incásica (Ingapirca). El historiador Julio María Iglesias en su obra 

“Los aborígenes de Cañar” (1964) establece que “los primitivos pobladores de Hatun 

Cañar formaron con otras tribus la federación de pueblos o tribus cañaris y siguieron con 

ellas una sola y misma trayectoria histórica”. El autor afirma que los cañaris hablaban su 

propia lengua, conocida como cañare. La población estimada de la comunidad de 

Quilloac es de dos mil habitantes (Proaño, 2009). 
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En Ecuador, la investigación en recursos naturales es un tema muy importante. Al 

reconocer la alta biodiversidad de los ecosistemas nativos, la investigación debe estar 

orientada al aprovechamiento racional de nuestra riqueza, basado en los conocimientos 

ancestrales de los usos de plantas medicinales.  

 

Un grupo de especies botánicas que crecen en la región altoandina de Sudamérica y que 

representan a los géneros Mulinum, Laretia y Azorella pertenecientes a la familia de las 

Apiaceae (tribu Mulinae) han sido motivo de interés, por la diversidad de metabolitos 

secundarios producidos, la potencialidad de las actividades biológicas detectadas y por 

sus usos en la medicina folklórica. (Loyola et al., 2004).   

Azorella compacta ha sido usada en las tierras altas de Chile como antidiabético 

(Wickens, 1995) y para tratar el asma, bronquitis y resfríos (Munizaga et al., 1958; 

Fuentes et al., 2005), mientras que en Perú se usa como antinflamatorio, utilizando la 

resina en forma de emplasto sobre las contusiones y golpes en la piel (Brack, 1999; 

Cabrera, 2007). Azorella trifurcata es utilizada en Argentina como expectorante y 

antireumático (Padín, 1999). 

Los antecedentes fitoquímicos de la familia Apiaceae muestran que los compuestos más 

comunes son las cumarinas y sesquiterpenos, aunque también han sido descritos 

alcaloides (cicuta). En lo que se refiere a estudios de especies de la tribu Mulinae, se han 

hallado principalmente diterpenos y ocasionalmente flavonoides y compuestos 

aromáticos (Loyola et al., 2005). 

En la actualidad, se han estudiado los compuestos mayoritarios de las especies Azorella 

cryptantha, Azorella compacta, Azorella madreporica, Azorella monantha, Azorella 

julianiiy Azorella trifurcata. Estas especies han sido recolectadas principalmente en 

Chile; también existen estudios de especímenes recolectados en Argentina (Colloca et 

al., 2004). 

 

Las especies de yareta Azorella compacta y Mulinum crassifolium, son ricas en 

diterpenoides, compuestos con variedad de actividades biológicas (Loyola et al., 1997). 
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En nuestro país las especies del género Azorella se han caracterizado botánicamente y se 

preservan debido al importante rol que juegan en el ecosistema páramo. Estas plantas 

forman cojines compactos que actúan como reservorios de agua que alimenta lagos y 

ríos, asegurando reservas de agua para la población (Ulloa et al., 2004). 

No obstante, el potencial de estas especies como productoras de metabolitos secundarios 

no ha sido estudiado a profundidad. Por consiguiente, el desarrollo de la presente 

investigación constituirá una aproximación inicial a la caracterización fitoquímica de 

especies nativas del género Azorella. Los resultados obtenidos serán comparados con los 

reportes previos de las especies estudiadas en Chile y Argentina. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

 

Caracterizar los grupos de compuestos mayoritarios existentes en especies del género 

Azorella, presentes en la sierra sur ecuatoriana y su actividad biológica. 

 

 

Objetivos específicos: 

 

- Determinar los compuestos fitoquímicos mayoritarios en Azorella. 

- Establecer la actividad antioxidante, antibacteriana y antifúngica de los 

compuestos presentes en el extracto orgánico de especies del género Azorella. 
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CAPÍTULO 1 

 

FUNDAMENTO TEÓRICO 

 

1.1 Generalidades de la familia Apiaceae 

 

La familia Apiaceae pertenece a las plantas fanerógamas del orden Apiales, abarca 

varias especies de hierbas y algunos arbustos, son comúnmente conocidas como 

umbelíferas. Esta familia presenta 418 géneros y alrededor de 3100 especies, siendo una 

familia cosmopolita común en regiones temperadas y relativamente rara en latitudes 

tropicales (Figura 1). Tiene alrededor de 434 géneros, 3780 especies (Stevens, 2008). Se 

han descrito en Argentina 200 especies  que están distribuidas en 47 géneros (Zuloaga, 

et al., 2008). 

 

                      Figura 1. Distribución geográfica de la familia Apiaceae. 

 

 

 

 

                      Fuente: Stevens, 2008.  
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Esta familia se caracteriza por la producción de frutos aromáticos que constan de 

mericarpo y generalmente contienen aceites esenciales, por ejemplo las semillas de 

algunas especies se emplean como aromatizantes, como por ejemplo: el anís (Pimpinella 

anisum L.), el cilantro (Coriandrum sativum L.), el comino (Cuminum cyminum L.), el 

eneldo (Anethum graveolens L.) y el hinojo (Foeniculum vulgar Miller). 

Otras especies se usan para el arte culinario como el perejil (Petroselinum crispum) y la 

zanahoria (Daucus carota L.),  además de la elaboración de cosméticos y licores como el 

anís (Pimpinella anisum L.) (Hill, 1965.).   

 

Muchas especies son venenosas, como ejemplo la cicuta (Coniumma calatum L.), que 

fue empleada por Sócrates para su muerte (Heywood, 1985). Algunas especies 

pertenecientes a esta gran familia de plantas son empleadas en medicina tradicional para 

el tratamiento de enfermedades, como es el uso de infusiones de eneldo y anís para la 

eliminación de gases y dolores intestinales.  

 

1.2 Descripción botánica de la familia Apiaceae 

 

Esta familia está constituida por plantas herbáceas, algunas son tipo arbustivo. El tallo, 

articulado en nudos y entrenudos, porta hojas alternas y en su mayoría divididas. Una de 

las características más sobresaliente de la familia es la inflorescencia en forma de 

umbela, simple o compuesta (una umbela con varias umbelas en cada extremo). La 

inflorescencia también puede adquirir la forma de capítulo, por acortamiento del 

pedúnculo de la umbela (Eryngium). Las flores en su mayoría son de color blanco, 

actinomorfas y con nectarios, generalmente bastante pequeñas, aunque pueden ser 

zigomorfas (unisexuales o estériles), desarrollando desproporcionadamente 1 o 2 pétalos 

(Tordylium apulum). El verticilo del cáliz queda reducido a 5 dientecillos y en algunos 

casos puede ser completamente inconspicuo. La corola está formada por 5 pétalos, en 

algunos casos bilobulados (Furnari et al., 2014).
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1.3 Descripción botánica del género Azorella 

 

Plantas perennes, bajas y extendidas, usualmente forman cojines de hierbas glabras o 

pubescentes. Hojas pecioladas, membranáceas, carnosas o coriáceas, simples y enteras 

con 5-7 lóbulos. Peciolo revestido o pulvinado y persistente en las ramas. Inflorescencia 

de umbelas simples. Pedúnculos terminales, algunas o todas las umbelas sésiles. 

Involucro presente, pero generalmente escondido por las hojas terminales. Pedicelos 

extendidos ascendentes o erectos, frecuentemente elongados. (Mathias y Constance, 

1976). 

Dientes del cáliz prominentes a obsoletos, pétalos de color blanco verdoso a amarillo, 

ovalados, sin un ápice más estrecho plegado, estilos cortos, persistentes o no, el 

estilopodio cónico a deprimido. Carpóforo 0. Fruto ovoide a orbicular, liso y cilíndrico a 

dorsalmente comprimido, glabro, costillas prominentes oscuras, un endocarpio leñoso 

que rodea la cavidad de la semilla; semilla lisa y cilíndrica aplanada dorsalmente en la 

transacción, la cara plana (Mathias y Constance, 1976). 

 

1.4 El género Azorella en Ecuador 

 

En Ecuador, el género Azorella se encuentra mayoritariamente en páramos andinos, 

desde Carchi hasta Loja. A continuación se presenta una lista de las especies que han 

sido reportadas hasta el momento. 

Tabla 1. Especies de Azorella presentes en Ecuador 

1. Azorella pedunculata (Spreng.)  

2. Azorella multifida (Ruiz &Pav.) Pers. 

3. Azorella aretioides (Spreng.) DC. 

4. Azorella biloba (Schltdl.) Wedd.  

5. Azorella crenata (Ruiz &Pav.) Pers. 

6. Azorella corymbosa (Ruiz &Pav.) Pers. 

7. Azorella pulvinata Wedd.  

Fuente: Jorgensen y León-Yánez, 1999.
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En el Parque Nacional Cajas, Azorella pedunculata es una especie muy común en varios 

ambientes. Se trata de plantas dispuestas en almohadillas muy compactas y grandes de 

hasta 2 metros de diámetro. Las hojas están amontonadas al final de las ramas, miden 

hasta 1 cm de largo, son muy duras y brillantes, tienen el ápice profundamente partido 

en 3 a 5 lóbulos espinosos. La inflorescencia es pequeña, mide menos de 1 cm y tiene 

hasta 20 flores. Las flores son diminutas, miden 3 mm de largo, son de color verde 

amarillento (Ulloa et al., 2004). 

 

1.5 Fitoquímica de Apiaceae y del género Azorella 

 

Las plantas alimenticias de la familia Apiaceae como la zanahoria, el apio y el perejil, 

contienen un grupo de compuestos bioactivos alifáticos conocidos como poliacetilenos 

C-17 (Figura 2).  

 

Figura 2.  Acetilenos alifáticos aislados a partir de plantas alimenticias Apiaceae. 

Fuente: Christensen y Brandt, 2006 

 

 

Estos compuestos han demostrado ser altamente tóxico para los hongos, bacterias y 

células de mamíferos, además de efectos neurotóxicos, anti-inflamatorios, 

antiplaquetarios, entre otros (Christensen y Brandt, 2006).  

En adición a estos compuestos bioactivos, se han identificado flavonas a lo largo de 

diferentes especies pertenecientes a esta familia (Figura 3), las cuales han servido para 
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dividir la familia Apiaceae en dos grandes grupos: el  primer grupo está compuesto por 

nueve tribus en el que las flavonas son raras o están ausentes y el segundo grupo de 

cuatro tribus (Apieae, Dauceae, Laserpitieae y Scandiceae) en el que las flavonas son 

comunes o predominantes (Saleh et al., 1983; Zech, 1999). Junto con las flavonas un 

número limitado de isoflavonas han sido reportados en dos representantes de un género 

(Bupleurum) (Figura 3), pertenecientes a la Apiaceae (Liang et al., 2000; Li y Yu, 1998). 

 

Figura 3. Flavonas e isoflavonas presentes en diferentes especies de la familia 

Apiaceae. 

 

Fuente: Saleh et al., 1983. 

 

 

De la maleza tóxica Conium maculatum L. (Apiaceae) fue aislado un nuevo alcaloide 

relacionado con la coniina nombrado con el nombre común conmaculatin (2-

pentilpiperidina), el cual presenta una fuerte actividad anticonceptiva periférica y central 

(Radulovic et al., 2012). Del aceite esencial de diferentes partes de la especie 
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Smyrnium olusatarum, más  conocido como Alexander o apio silvestre se identificaron 

distintos furanosesquiterpenos (Figura 4). Estos aceites esenciales presentaron efectos 

citotóxicos en líneas celulares tumorales (Quassinti et al., 2013). 

 

Figura 4. Principales furanosesquiterpenos aislados del aceite esencial de Alexander. 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Quassinti et al., 2013. 

 

El género Azorella es bien conocido por tener un amplio rango de metabolitos 

secundarios como diterpenoides, triterpenoides y flavonoides presentes en varias 

especies de este género (Neira et al., 1998; Watcher et al., 1999; Loyola et al., 2004; 

Fuentes et al., 2005; Areche et al., 2010). 

Los resultados obtenidos de diferentes estudios del genero Azorella, principalmente 

especies chilenas, han demostrado que son una fuente exclusiva de diterpenos del tipo 

mulinano y azorellano (Figura 5). 

 

Figura 5. Estructura de los ditepernos mulinano y azorellano. 

 
Fuente: Watcher, 1999.
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Del extracto de éter de petróleo de Azorella compacta, conocida como “yareta” fueron 

aislados tres diterpenoides del tipo mulinano, el ácido 11,13-dien-mulin-20-oico (15) 

(Loyola et al., 1997), el ácido 11,12-epoximulin-13-en-20-oico (16) (Loyola et al., 

1998)   y mulinol (17) (Loyola et al., 1997).  Estos diterpenoides se muestran en la 

figura 6: 

 

Figura 6. Diterpenoides del tipo mulinano aislados de Azorella compacta. 

 
Fuente: Loyola et al., 1997; Loyola et al., 1998. 

 

 

Del extracto de éter de petróleo de Azorella madreporica recolectada al interior de 

Vallenar, Chile, se logró el aislamiento de un nuevo diterpenoide del tipo azollerano: 17-

acetoxi-13α-hidroxiazorellano (18) y los nuevos norditerpenos 9,11-dihidroxi-8,9-

epoxiyaretano (19) y 11,13-dihidroxi-8,9-epoxiyaretano (20), que corresponden a un 

esqueleto carbonado tricíclico relacionado con el azorellano, que se originaría por 

apertura del anillo ciclo propano y pérdida del C-17 (Wachter et al., 1998), además del 

aislamiento de estos diterpenoides del tipo azollerano, de la especie Azorella yareta 

Hauman, recolectada en la precordillera de Vallenar se aisló un nuevo diterpenoide 

nombrado como 13β-hidroxiazorellano (21) (Loyola et al., 2001).  

Los terpenoides anteriormente mencionados se indican en la figura 7: 
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Figura 7. Terpenoides del tipo azorellano aislados de Azorella madreporica. 

 
Fuente: Watcher et al., 1998; Loyola et al., 2001. 

 

 

Estos diterpenoides han mostrado una amplia variedad de actividades biológicas, 

incluyendo trypanosomicida (Neira et al., 1998), trichomonicida (Loyola et al., 2001), 

antibacterial (Watcher et al., 1999; Areche et al., 2010), disminución de la motilidad y 

viabilidad espermática (Morales et al., 2003), antituberculosis (Molina-Salinas et al., 

2010), antiinflamatoria (Delporte et al., 2003) y antihiperglicémica (Fuentes et al., 

2005). Muchos triterpenoides tienen un rango único de efectos biológicos 

potencialmente viables como antiinflamatorio, antiulceroso, antimicótico, 

hepatoprotector e inmunomodulador (Dzubak et al., 2006).  

Se ha reportado el aislamiento de isoflavonas en especies del género Azorella que han 

demostrado actuar como fitoestrógenos disminuyendo la frecuencia de los síntomas de la 

menopausia (Levis et al., 2011). Se han aislado isoflavonas de la especie Azorella 

madreporica que mostraron actividad antibacterial y gastroprotectora (Quesada et al., 

2012).  

Los metabolitos implicados en actividades biológicas involucran compuestos 

constitutivos de las plantas en sí, los cuales hacen parte de la composición química de 

cada especie (Morrissey y Osbourn, 1999). Sin embargo, estas moléculas pueden variar 
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en concentración o pueden ser precursores de otros compuestos sintetizados de novo, 

como respuesta a diferentes formas de estrés (Pedras y Ahiahonu, 2005).   

Estas variaciones se presentan frecuentemente en el caso de poblaciones de la misma 

especie creciendo en regiones biogeográficas diferentes, en las que varía con el hábitat y 

las presiones externas a las que está sometida una planta. Por lo tanto, los metabolitos 

son el resultado de la interacción del genoma de la planta con su ambiente, lo cual hace 

parte de su sistema regulatorio de una forma integrada (Rochfort, 2005).  

Es reconocido que la interacción genotipo-ambiente afecta la composición cuantitativa y 

cualitativa de compuestos con propiedades antioxidantes como carotenoides y 

tocoferoles, lo cual se refleja en su actividad biológica (Rochfort, 2005). 
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CAPÍTULO 2: 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1 Materiales  

 

2.1.1 Solventes, reactivos químicos y medios de cultivo 

 

Para la obtención de extractos se empleó metanol de grado técnico. Para el desarrollo del 

bioensayo ante bacterias se utilizó medio de cultivo Mueller-Hinton (MH) y ante los 

hongos medio de cultivo líquido Czapek, formulado a partir de reactivos de grado 

analítico. Los reactivos utilizados para la determinación de actividad antioxidante, 

Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8, tetrametilcroman-2-ácido carboxílico) y DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl tetrazoliumsalt) fueron adquiridos de la casa comercial 

SIGMA. 

 

La composición del medio Mueller-Hinton es la siguiente: 

 

Reactivo Gramos por litro de agua destilada pH 

Peptona ácida de caseína 17.5 7.3 ± 0.2 

Agar 15 

Almidón 1.5 

Calcio 0.2-0.25 

Magnesio 0.1-0.125 

Tabla 2. Composición del medio Mueller-Hinton. 
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La composición del medio Czapek se presenta a continuación: 

 

Reactivo Gramos por litro de agua destilada pH 

Cloruro de potasio 0.5 7.3 ± 0.2 

Fosfato dipotásico 1.0 

Nitrato de sodio 2.0 

Sacarosa 30.0  

Sulfato ferroso 0.01 

Sulfato de magnesio 0.5 

Tabla 3. Composición del medio Czapek. 

 

 

2.2. Métodos 

 

2.2.1 Recolección del material vegetal e identificación de las muestras 

 

Las muestras se recolectaron en tres sitios. En cada sitio se estableció un punto de 

recolección. Cada uno de ellos fue registrado en el sistema de coordenadas UTM, datum 

WGS84. 

Las partes aéreas de las muestras recolectadas fueron entregadas al Herbario Azuay e 

identificadas taxonómicamente por el Blgo. Danilo Minga Ochoa. Todas 

correspondieron a la especie Azorella pedunculata. 

A continuación, se indican los sitios de recolección, con sus respectivos puntos de 

muestreo y especie recolectada: 
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Tabla 4. Sitios de recolección de muestras de plantas del género Azorella. 

Sitio de muestreo Punto de recolección Especie 

Parroquia Cañar, 

Comunidad Quilloac, 

cantón Cañar, provincia de 

Cañar. 

Punto 1: 17M   724056   

9715690 

Altitud: 3778 m.s.n.m 

Azorella pedunculata 

Parroquia Sayausí, vía al 

Parque Nacional Cajas, 

cantón Cuenca, provincia 

de Azuay. 

Punto 2: 17M  701951   

9692514 

Altitud: 3606 m.s.n.m 

Azorella pedunculata 

Parroquia Luis Cordero, 

cantón Gualaceo, provincia    

de Azuay. 

Punto 3: 17M  756836 

9670361 

Altitud: 3190 m.s.n.m 

Azorella pedunculata 

Fuente: Autor. 

 

 

 

 

Figura 8. Mapa de sitios de recolección. 

 
Fuente: Autor.
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2.2.2 Preparación del extracto 

 

Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 días. Posteriormente se 

pesaron 50 gramos de tallos y hojas en una balanza analítica. El material fue triturado y 

colocado dentro de un matraz Erlenmeyer de 1000 ml. A continuación se añadieron 

aproximadamente 500 ml de  metanol. El extracto se dejó macerar durante 4 días. 

Después de la maceración, el material vegetal se separó del filtrado mediante papel 

filtro. Posteriormente, el extracto fue obtenido mediante concentración con un 

evaporador rotatorio. Se programó el baño maría del evaporador rotatorio a 40 °C y la 

velocidad de rotación a 150 rpm. La presión fue de 741 mbar. Se concentró el extracto 

durante un periodo de 2 horas. Después se recuperó el extracto utilizando metanol. 

Previo al desarrollo de bioensayos se eliminaron trazas de solvente con corriente de CO2 

durante 2 horas. 

 

2.2.3 Ensayos de actividad biológica in vitro 

 

2.2.3.1 Bioensayo de actividad antibacteriana 

 

Se realizó un ensayo de actividad antibacteriana “in vitro” con 2 bacterias Gram 

positivas: Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis y 5 bacterias Gram negarivas: 

Proteus vulgaris, Salmonella tiphymurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y 

Pseudomona aeruginosa. Las bacterias objetivo, previamente crecidas en medio líquido 

Mueller-Hinton (MH), fueron diluidas con medio fresco estéril en proporción 1:1. 

Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizó el proceso de microdilución en placas 

de 96 pocillos. Para desarrollar el bioensayo se preparó una solución madre de extracto 

de concentración 500 µg/ml. 
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Posteriormente, se preparó una solución de trabajo diluyendo el extracto en medio MH 

hasta una concentración final de 100 µg/ml. Se realizó una dilución seriada del extracto 

desde la fila A hasta la fila H, en un rango de concentraciones de 100 a 0,78 µg/ml. Las 

microdiluciones se realizaron por triplicado en las columnas 1,2 y 3 para la bacteria 

objetivo 1 y 6,7 y 8, para la bacteria objetivo 2. La columna 11 se designó para el control 

positivo, (100 µl de medio más 100 µl del inóculo). En la columna 12 se realizó control 

de esterilidad del ensayo añadiendo 200 µl de medio MH. Se utilizó dimetilsulfóxido 

(DMSO) para mejorar la solubilidad de los extractos y gentamicina como antibiótico de 

referencia. El efecto antibacteriano del antibiótico de referencia se verificó en las 

columnas 5 y 10 y del DMSO en las columnas 4, y 9. El volumen final de los pocillos 

después de la inoculación con las bacterias objetivo fue de 200 µL. 

En cada placa de 96 pocillos fue posible probar el efecto del extracto ante dos bacterias 

objetivo. La organización de las placas con controles positivo, de solvente, de esterilidad 

y negativo se presenta en la figura 9: 

Figura 9. Esquema para el desarrollo del bioensayo de actividad antibacteriana en  

placas de 96 pocillos. Filas A-H: microdilución. Columnas 1,2,3,6,7,8, repeticiones. 

Columnas 5 y 10: antibiótico de referencia. Columna 4 y 9: DMSO. Columna 11: 

control de crecimiento. Columna 12: Control de esterilidad. 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Autor.
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Posteriormente, las placas preparadas según lo descrito se colocaron en una incubadora a 

37°C y después de 24 horas se procedió a observar los resultados. Se determinó 

visualmente el aumento de turbidez del medio de cultivo en comparación con el control 

de esterilidad. 

 

2.2.3.2 Bioensayo de actividad antifúngica 

 

El ensayo de actividad antifúngica se realizó con el fin de probar la eficiencia del 

extracto de A. pedunculata ante hongos filamentosos contaminantes de cultivos “in 

vitro” de orquídeas, provistos por el Orquideario de la Universidad de Cuenca. Los 

hongos pertenecen a los géneros Fusarium y Acremonium. 

La evaluación de la actividad inhibitoria del crecimiento de los hongos de prueba fue 

desarrollada de acuerdo a la metodología descrita por Cazar (2006). La solución madre 

de extracto fue preparada según lo descrito en la sección 2.2.3.1. Posteriormente, se 

realizó una dilución con medio Czapek hasta obtener una concentración de 100 µl/ml de 

extracto y se homogenizó mediante agitación. La dilución del extracto fue colocada en la 

primera columna de una placa de dilución de 96 pocillos. Se desarrolló una 

microdilución en placa, desde la columna 1 hasta la columna 10, mientras que la 

columna 11 se utilizó para control de esterilidad del medio y la columna 12 para control 

de crecimiento de los microorganismos de prueba. Posteriormente, se inocularon todos 

los pocillos, a excepción de los controles de esterilidad, con una solución acuosa de 

concentración 1x106 esporas/ml de Fusarium sp en las filas A,B,C,D y 1x106 esporas/ml 

de Acremonium sp en las filas E,F,G,H. Las placas preparadas según el esquema descrito 

fueron incubadas por un periodo de 96 horas. 

Posteriormente, la concentración inhibitoria mínima (CIM) fue determinada como la 

concentración que inhibe visualmente el crecimiento micelial de los hongos objetivo.  

Los ensayos fueron realizados por triplicado.
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        Figura 10. Esquema para el desarrollo del bioensayo de actividad  

        antifúngica en placas de 96 pocillos. Columnas 1 a 10: microdilución. 

        Columna 11: control de esterilidad. Columna 12: control de crecimiento. 

        Filas A a D: Inoculación de Fusarium sp. Filas E a H: Inoculación de 

        Acremonium sp. 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

        Fuente: Autor. 

 

2.2.4 Ensayo de actividad antioxidante 

 

Para determinar la actividad antioxidante del extracto en estudio se utilizó el método de 

atrapamiento del radical DPPH (2,2-difenil-1-picryhydrazyl), Se utilizó como sustancia 

de referencia Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8, tetrametilcroman-2-ácido carboxílico), una 

sustancia soluble en agua y análoga a la vitamina E. 

Se preparó una curva de calibración a partir de una solución patrón de Trolox (250 

µg/ml). La solución de trabajo del radical libre estable DPPH se ajustó a una 

concentración de 250 µg/ml. 
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Para el desarrollo de la reacción se diluyó la solución de DPPH con metanol hasta una 

concentración final de 50 µg/ml. El atrapamiento del radical libre se monitoreó mediante 

espectroscopía ultravioleta visible. Previo al análisis se realizó un barrido para verificar 

el máximo de longitud de onda, y se fijó en 515 nm. La absorbancia de los patrones y 

muestras fue leída usando como solvente de referencia metanol.  

La solución diluida de DPPH fue utilizada para fijar el rango máximo de absorbancia 

para las lecturas espectrofotométricas. Este proceso se realizó por quintuplicado hasta 

conseguir un valor de absorbancia de 1.1 ± 0.2. Se preparó una serie de seis diluciones 

de Trolox, en un rango de 0 a 800 µM  para el desarrollo de la curva de calibración.  

La reacción de atrapamiento del radical libre estable DPPH se desarrolló en viales de 3 

ml, mezclando 2850 µL de la solución de trabajo de DPPH más 150 µL de las diluciones 

de Trolox. Se realizaron tres repeticiones por cada dilución. 

Para evaluar la capacidad antioxidante del extracto metanólico de Azorella pedunculata 

se preparó una solución patrón de concentración 1000 µg/ml. Posteriormente, el extracto 

fue diluido para evaluar una solución de trabajo de 100 µg/ml. El desarrollo de la 

reacción de atrapamiento de DPPH se realizó de igual forma que lo descrito para las 

soluciones de Trolox. La reacción de patrones y extracto se desarrollaron en condiciones 

de oscuridad durante un periodo de 24 horas. Posteriormente se procedió a establecer la 

curva de calibración, realizando mediciones de absorbancia por triplicado. La ecuación 

generada a partir de la curva de calibración se utilizó para estimar la capacidad 

antioxidante del extracto, la cual fue expresada en µg de Trolox por mg de extracto. La 

metodología descrita fue adaptada del trabajo de Pegg et al., 2007.  
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2.2.5 Caracterización fitoquímica del extracto orgánico 

 

2.2.5.1 Cromatografía en capa fina 

 

El ensayo cualitativo de identificación de compuestos mayoritarios en el extracto 

metanólico de A. pedunculata se realizó mediante estrategias de revelado químicas de 

cromatografía en capa fina. 

Las cromatografías del extracto en estudio fueron desarrolladas utilizando placas 

cromatográficas de sílica gel de 8x3 cm y como fase móvil una mezcla Hexano: Acetato 

de Etilo en proporción 7:3. Se escogió esta fase móvil luego del estudio de diferentes 

mezclas de los solventes anteriormente mencionados. La mezcla 7:3 generó la mejor 

resolución de los mayoritarios del extracto. 

Con una micropipeta, se colocó una gota del extracto a 0.5 cm del borde inferior de cada 

placa. 

Las cromatografías fueron desarrolladas en vasos de precipitación de 500 ml en los que 

previamente se pusieron 10 ml de fase móvil. Los recipientes fueron cubiertos con papel 

aluminio para permitir que se saturaran con los vapores de la fase móvil. Después se 

introdujeron las placas cromatográficas previamente sembradas con el extracto en 

estudio. El solvente ascendió hasta 1 cm antes del borde superior de cada placa. 

Posteriormente se retiraron las placas de los vasos, se dejaron secar y se procedió a la 

observación de las manchas correspondientes a los compuestos mayoritarios. 

Se prepararon tres placas cromatográficas; se conservó una placa desarrollada sin revelar 

como referencia, una fue sometida a yodo y otra a vapores de amoniaco. Las placas que 

fueron reveladas se compararon con la placa de referencia, para determinar la existencia 

de manchas no observadas en la placa sin revelar. 
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2.2.5.2 Revelado químico 

 

Se emplearon dos estrategias químicas: cámara de yodo y vapores de amoniaco. 

Se preparó una cámara de yodo con el fin de evidenciar la presencia de compuestos 

insaturados por la reacción de dobles enlaces ante este elemento. La cámara fue 

preparada embebiendo yodo en un soporte de algodón, previamente sellado en un frasco 

hermético. La placa cromatográfica se sometió a la acción de este elemento por 20 

minutos.  

Otra placa cromatográfica se sometió a la acción de vapores de amoníaco bajo campana 

de extracción, para detectar la presencia de compuestos fenólicos. 

 

2.2.5.3 Factor de retención 

 

Se calculó el factor de retención (Rf) para cada compuesto de cada placa. El Rf es la 

relación entre la distancia recorrida por el compuesto (X), la cual se mide desde el centro 

de la mancha y la distancia recorrida por el eluyente (Y), denominada frente del 

solvente; ambas tomadas desde el origen de la placa. Las distancias se midieron en 

centímetros. El Rf es inversamente proporcional a la polaridad del compuesto. 

El procedimiento para calcular el Rf se muestra en la figura 11. 
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Figura 11. Cálculo del Rf. 

 
Fuente: Watcher, 1999. 
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1 Actividad antibacteriana  

Figura 12. Actividad del extracto frente a 

Proteus vulgaris (Columnas 1,2,3) y 

Staphylococcus aureus (Columnas 6,7,8). 

Columnas 4 y 9: DMSO.  

Columnas 5 y 10: Gentamicina. 

Columna 11: Control de crecimiento. 

Columna 12: Control de esterilidad. 

              Inhibición por gentamicina 

Fuente: Autor 

Figura 13. Actividad del extracto frente a 

Enterococcus faecalis (Columnas 1,2,3) y 

Salmonella typhimurium (Columnas 6,7,8). 

Columnas 4 y 9: DMSO.  

Columnas 5 y 10: Gentamicina. 

Columna 11: Control de crecimiento. 

Columna 12: Control de esterilidad. 

                  Inhibición por gentamicina. 

Fuente: Autor                

Se observa turbidez en las columnas 

1,2,3,4,6,7,8,9, por lo que en éstas no 

hubo inhibición del crecimiento 

bacteriano. Las columnas 5 y 10 se ven 

transparentes, lo que indica inhibición del 

crecimiento. 

Se observa turbidez en las columnas 1,2,3, 

4,6,7,8,9, por lo que en éstas no hubo 

inhibición del crecimiento bacteriano. Las 

columnas 5 y 10 se ven transparentes, lo 

que indica inhibición del crecimiento. 

 



Abad Polo 28 

 

 
 

 

Figura 14. Actividad del extracto frente a 

Klebsiella pneumoniae (Columnas 1,2,3) 

y Pseudomona aeruginosa (Columnas 

6,7,8). 

Columnas 4 y 9: DMSO.  

Columnas 5 y 10: Gentamicina. 

Columna 11: Control de crecimiento. 

Columna 12: Control de esterilidad. 

               

                   Inhibición por gentamicina 

Fuente: Autor 

Figura 15. Actividad del extracto frente a 

Escherichia coli (Columnas 1,2,3,6,7,8). 

Columnas 4 y 9: DMSO.  

Columnas 5 y 10: Gentamicina. 

Columna 11: Control de crecimiento. 

 Columna 12: Control de esterilidad. 

    

 

 

                    Inhibición por gentamicina 

Fuente: Autor       

Se observa turbidez en las columnas 1,2,3, 

4,6,7,8,9, por lo que en éstas no hubo 

inhibición del crecimiento bacteriano. Las 

columnas 5 y 10 se ven transparentes lo 

que indica inhibición del crecimiento. 

 

Se observa turbidez en las columnas 1,2,3, 

4,6,7,8,9, por lo que en éstas no hubo 

inhibición del crecimiento bacteriano. Las 

columnas 5 y 10 se ven transparentes lo que 

indica inhibición del crecimiento. 
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Satorres et al., (2013), elaboraron 9 extractos de Azorella trifurcata utilizando los 

siguientes solventes: 100 % hexano, acetato de etilo-hexano en las siguientes relaciones: 

10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 70:30, 100% acetato de etilo y metanol-acetato de 

etilo en relación 2:98. 

Los extractos de 100% hexano, acetato de etilo-hexano 10:90, 20:80, 30:70, 70:30 y 

100% acetato de etilo, mostraron una concentración inhibitoria mínima (CIM) de 2 

mg/ml frente a Staphylococcus aureus. Los extractos acetato de etilo-hexano 40:60 y  

50:50 mostraron una CIM de 0.5 mg/ml y el extracto metanol-acetato de etilo 2:98 

presentó una CIM de 1 mg/ml frente a la bacteria mencionada. 

El extracto de 100% hexano mostró una CIM de 4 mg/ml frente a Pseudomona 

aeruginosa y Escherichia coli, mientras que los extractos acetato de etilo-hexano 40:60, 

50:50, 70:30 y metanol-acetato de etilo 2:98 mostraron una CIM de 2 mg/ml para ambas 

bacterias. 

Quesada et al., (2013), evaluaron la actividad antibacteriana de extractos metanólicos de 

Azorella monantha y Azorella spinosa frente a Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter 

baumanni y Escherichia coli en un rango de concentración de 1.25 a 0.078125 mg/ml. 

Reportaron que no hubo inhibición del crecimiento bacteriano en ninguna de las 

concentraciones que emplearon. 

El rango de concentración al cual fue evaluado el extracto metanólico de A. pedunculata 

fue de 100 a 0,78 µg/ml. Quesada et al., trabajaron con un rango de concentración 

mucho mayor al del extracto de A. pedunculata  y mencionaron que no hubo inhibición 

del crecimiento bacteriano, por lo cual es de esperar que con el rango empleado en la 

presente investigación, tampoco hubiera inhibición. De igual manera, el rango empleado 

en este trabajo es inferior a las CIM reportadas en el estudio de Satorres et al. 
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3.2 Actividad antifúngica 

Los resultados del ensayo de actividad antifúngica ante los hongos filamentosos de 

prueba revelaron una moderada bioactividad del extracto de A. pedunculata. Los 

resultados se expresaron como concentración inhibitoria mínima (CIM). La 

concentración inhibitoria mínima es la más baja concentración de extracto que inhibe la 

proliferación de micelio fungal. 

 

Figura 16. Actividad del extracto frente a Fusarium sp (filas A, 

 B, C,D) y frente a Acremonium sp (filas E,F,G,H). Se observa una  

 CIM de 62.5 µg/ml para Fusarium sp, señalada en color rojo, al  

igual que para Acremonium sp, señalada en color amarillo. 

 
Fuente: Autor. 

 

 

En estudios que previamente se han realizado para probar bioactividad de extractos de 

especies del género Azorella, no se ha evaluado su actividad antifúngica. Los resultados 

obtenidos en esta investigación son promisorios y señalan el potencial del extracto 

metanólico de A. pedunculata como fuente de compuestos inhibidores del crecimiento 

de hongos fitopatógenos 
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3.3 Actividad antioxidante  

 

En el ensayo de actividad antioxidante se desarrolló una curva de calibración con un 

rango de soluciones de Trolox. Los resultados del desarrollo de la curva de calibración 

se presentan a continuación:  

 

                              Tabla 5. Desarrollo de curva de calibración de  

                              solución patrón de Trolox.* 

                          *: Promedio de seis repeticiones. 

Concentración Trolox (µM) Absorbancia*  

0 1.055 

25 1.036 

150 0.941 

300 0.808 

450 0.742 

600 0.578 

800 0.397 

                          Fuente: Autor. 

 

 

El gráfico de la relación entre la concentración y absorbancia se presenta en la siguiente 

figura: 
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Figura 17. Curva de calibración de solución patrón de Trolox, ecuación de regresión por 

mínimos cuadrados y coeficiente de correlación. 

Fuente: Autor. 

 

La absorbancia del extracto, evaluado en las condiciones descritas en la sección 2.2.3.2, 

fue aplicada en la ecuación obtenida por mínimos cuadrados, generando la actividad 

antioxidante expresada en µmoles de trolox/mg de extracto. El cálculo desarrollado se 

presenta a continuación: 

 

𝜇𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝑔 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 − 1.0616

−0.008
∗ 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

El factor de dilución para este cálculo es 10 (1 mg de extracto/ml diluido 10 veces para 

preparar la solución de trabajo (100 ug/mL) 

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 =  
0.671 − 1.0616

−0.008
∗ 10 = 488,25 𝜇𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝑝𝑜𝑟 𝑚𝑔 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 ∗ 

*Promedio de nueve repeticiones.
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Los resultados indican que cada mg de extracto tiene una capacidad antioxidante 

equivalente a 488.25 µmoles Trolox. Dado que el rango de concentraciones de Trolox 

empleado va de 0 a 800 uM,  se considera que el extracto de A. pedunculata presentó 

una actividad antioxidante moderada. 

 

3.4 Comparación de placas cromatográficas  

Los compuestos mayoritarios presentes en las placas cromatográficas de sílica gel 

embebidas en Hexano-Acetato de etilo en relación 7:3, fueron evidenciados visualmente 

y se calculó el factor de retención (Rf) para cada compuesto de cada placa.  

 

Figura 18. Comparación  de placa cromatográfica de referencia (a) con placa revelada 

en cámara de yodo (b). Aparece un nuevo compuesto (compuesto 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fuente: Autor.
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Figura 19. Comparación de placa cromatográfica de referencia (a) con placa revelada 

por vapores de amoníaco (c). Aparece un nuevo  compuesto  (compuesto 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Autor. 
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Tabla 6. Valores de Rf para los compuestos mayoritarios presentes en 

las placas cromatográficas. 

Compuesto Método de revelado 

Placa de 

referencia 

Yodo Amoniaco 

1 0.32 0.32 0.32 

2 0.62 0.62 0.62 

3 0.76 0.76 0.76 

4 0.9 0.9 0.9 

5 - 0.82 - 

6 - 0.94 - 

7 - - 0.44 

Fuente: Autor. 

 

Mediante el cálculo de Rf se evidencia la presencia de compuestos que reaccionan 

específicamente a los reactivos de revelado empleados para visualizar los metabolitos 

secundarios mayoritarios del extracto de A. pedunculata. El análisis de estos datos 

permite establecer dos compuestos que se revelan específicamente con vapores de yodo 

(5 y 6) y un compuesto revelado únicamente con vapores de amoníaco (7). Las 

reacciones químicas desarrolladas en las técnicas de revelado permiten identificar a 

grupos de compuestos insaturados y fenólicos. Esta aproximación preliminar concuerda 

con los grupos mayoritarios de compuestos reportados por Neira et al., 1998; Watcher et 

al., 1999; Loyola et al., 2004; Fuentes et al., 2005; Areche et al., 2010, para el género 

Azorella: terpenos y fenólicos. Para identificar compuestos específicos se requieren 

estudios avanzados con patrones de referencia y separaciones cromatográficas finas en 

sistemas de alta resolución. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 Los extractos metanólicos de Azorella pedunculata no inhibieron el crecimiento 

de ninguna de las bacterias objetivo en el rango de concentración bajo las 

condiciones del bioensayo aplicado en este trabajo de investigación.   

Otros estudios reportaron actividad antibacteriana de extractos de Azorella, sin 

embargo cabe recalcar que en éstos se utilizaron solventes además del metanol 

para elaborar los extractos y los rangos de concentración utilizados fueron 

mayores al que se empleó en este estudio. Se reportaron CIM desde 0.5 mg/ml 

hasta 4 mg/ml. Es por esto que se recomienda realizar estudios adicionales de A. 

pedunculata elaborando extractos con distintos solventes y partiendo de una 

concentración inicial de 0.5 mg/ml. 

 

 En lo que se refiere a la actividad antifúngica, el extracto logró inhibir a hongos 

fitopatógenos de los géneros Acremonium y Alternaria. No se ha evaluado la 

actividad antifúngica de extractos de otras especies de Azorella, sin embargo los 

resultados reportados en este estudio son alentadores, razón por la cual es 

necesario realizar más estudios sobre las especies del género Azorella como 

posibles inhibidores fúngicos. 

 

 El extracto de A. pedunculata mostró una actividad antioxidante moderada. 

 

 La caracterización fitoquímica reveló la presencia de compuestos insaturados y 

compuestos fenólicos, los cuales han sido descritos en otras especies de Azorella 

y a los que se atribuye su actividad biológica. 

 

 

 Finalmente, se recomienda realizar más investigaciones fitoquímicas sobre 

Azorella pedunculata y otras especies de Azorella presentes en Ecuador, ya que
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este género tiene un gran potencial para ser usado para inhibir el crecimiento de 

hongos fitopatógenos y como antioxidante. 
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Anexo 1. Cálculos realizados para obtener el valor en micromoles de trolox/mg de 

extracto. 
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Anexo 2. Cálculos realizados para obtener los factores de retención de los métodos 

de revelado cromatográfico. 

 

Rf Cálculo Resultado 

1 2.1/6.6 0.32 

2 4.1/6.6 0.62 

3 5/6.6 0.76 

4 6/6.6 0.9 

5 5.4/6.6 0.82 

6 6.2/6.6 0.94 

7 2.9/6.6 0.44 

 

 

 

 

 

 



Abad Polo 44 

 

 
 

 




