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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo evaluar los métodos de extraccion (percolacion
y maceracion) mediante el rendimiento de los extractos vegetales obtenidos de los
tallos y hojas de tres plantas silvestres (Petiveria alliacea, Plectranthus amboinicus,
Plantago major), con la finalidad de identificar los principales compuestos presentes
en los extractos obtenidos. Se aplico un disefio completamente al Azar (DCA) en
arreglo factorial de AxBxC con tres factores de estudio: Factor A métodos de
extraccion, factor B tipos de plantas y el factor C partes de las plantas, de la mezcla
de dichos factores resultaron 12 tratamientos. De acuerdo con los resultados
obtenidos en cuanto a los rendimientos de extractos acuosos, se obtuvo diferencia
significativa en el factor b (tipos de plantas) siendo asi el nivel bl zorrilla y b3
orégano francés quienes incidieron en el rendimiento de los extractos. En la
cromatografia de capa fina se evidencié que el factor tratamiento presenté
diferencia significativa, obteniendo asi el tratamiento 6 y el tratamiento 7 la mayor
cantidad de compuestos bioactivos, finalmente en la cromatografia liquida de alta
eficiencia mediante los espectros de masa se encontro la presencia de flavonoides
como es la apigenina, luteolina, flavonas, entre otros.

PALABRAS CLAVES

Cromatografia, percolacion, flavonoides, espectros, compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the extraction methods (percolation
and maceration) through the performance of the plant extracts obtained from the
stems and leaves of three wild plants (Petiveria alliacea, Plectranthus amboinicus,
Plantago major), in order to identify the main compounds present in the extracts
obtained. A completely Random design (DCA) was applied in a factorial
arrangement of AxBxC with three study factors: Factor A extraction methods, factor
B types of plants and factor C parts of the plants, from the mixture of said factors 12
treatments resulted. According to the results obtained in terms of the yields of
aqueous extracts, a significant difference was obtained in factor b (types of plants),
thus the level b1 skunk and b3 French oregano who affected the yield of the extracts.
In thin layer chromatography it was evidenced that the treatment factor presented a
significant difference, thus obtaining treatment 6 and treatment 7 the greatest
amount of bioactive compounds, finally in high efficiency liquid chromatography
through mass spectra the presence of flavonoids such as apigenin, luteolin,
flavones, among others.

KEY WORDS

Chromatography, percolation, flavonoids, spectra, bioactive compounds.



CAPITULO |I. ANTECEDENTES
1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Los grandes avances cientificos y tecnologicos han permitido desarrollar sustitutos
artificiales de los naturales, sin embargo, en los ultimos veinte afios se ha verificado
una tendencia de volver a los productos naturales, libres de contaminacion, al uso
de hierbas medicinales, plantas aromaticas y plantas condimentarias (Martinez et
al., 2016).

De acuerdo con Chacén (2009), la practica de recolectar plantas silvestres ha
perdido la importancia en la mayoria de los paises, los ancestros vegetales
silvestres al ser sometidos al proceso de cultivo han ido sufriendo microevoluciones,
gue han provocado en ellas una serie de cambios morfoldgicos, fisiolégicos y
genéticos tan profundo que en muchos casos resulta muy dificil reconocer al
progenitor silvestre. La domesticaciéon de un cultivo generalmente implica una
pérdida de competitividad en areas no cultivadas respecto a sus ancestros

silvestres, variando en funcion de la especie.

Cortés et al., (2005) indica que en el Ecuador existen productos naturales los cuales
se puede aprovechar al maximo sus componentes, pero la gran mayoria no se ha
podido dar a conocer debido a la escasa informacién de los beneficios nutricionales
gue estos productos ofrecen, es por lo que existe el desaprovechamiento de las

plantas silvestres en el uso agroindustrial.

Cada vez hay mas consumidores que demandan productos funcionales y a su vez
naturales, estos requieren formulas que contengan extractos naturales o vegetales,
el uso de extractos vegetales ha sido de gran utilidad a través de la historia, la
humanidad ha obtenido enormes beneficios del estudio de las propiedades

medicinales de las plantas (Silvia, 2014).

De acuerdo Martinez y Vigano (2015) las técnicas convencionales de extraccion
tienen inconvenientes en la eficiencia de la extraccion, esto ocurre porque no se
tienen en cuenta factores como: disolvente, temperatura, tiempo de extraccion,
tamafno de particula, etc. Se debe considerar que los métodos convencionales

requieren de tiempo de extraccién prolongado.
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En ese sentido para evitar inconvenientes como altos tiempos de extraccion, el uso
de grandes cantidades de disolvente, la necesidad de evaporacion del disolvente y
la descomposicion de los compuestos labiles, que se presentan en los procesos,
es necesario profundizar en la busqueda de condiciones que permitan hacerlos mas
eficientes o reemplazarlos por otros procesos de extraccion mas eficientes (Herrero
et al., 2015).

Es por lo que se planted la siguiente interrogante: ¢Cual de los métodos de
extraccion (percolacion y maceracion) tendra mejor eficiencia para la obtencion de
compuestos bioactivos a partir de tallos y hojas de tres plantas silvestres (Petiveria

alliacea, Plectranthus amboinicus, Plantago major)?
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2. JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que el amplio nimero de
plantas todavia no estudiadas representa un valioso recurso potencial que debe ser
explorado. El interés por las plantas medicinales ha sido y es permanente, pero su
empleo ha tenido un marcado y ascendente auge en el &mbito mundial (Silvia,
2014).

Tech (2020) indica que los extractos vegetales han surgido como una alternativa
saludable dentro de las nuevas tendencias en alimentacion. Esto surge
principalmente de asumir los efectos benéficos de las plantas usadas durante
mucho tiempo como remedios naturales por culturas antiguas o medicinas
tradicionales. En la industria alimenticia, los extractos son utilizados como
saborizantes, colorantes y antioxidantes naturales y como enriquecedores del
alimento con activos naturales de plantas, se presentan como excelentes
alternativos para agregar valor a los productos de las mas diferentes categorias,

asi como traer nuevas oportunidades de negocios.

De acuerdo con Cevallos (2020), los compuestos activos son retirados de las
diferentes partes de una planta, como el tallo, las hojas, las semillas y los frutos,
mientras que Silvia (2014) cita en su investigacion que se pueden obtener extractos
acuosos, polvos o utilizar otros disolventes para extraer diferentes compuestos,

segun su polaridad.

Nutexa (2017) menciona que, en un extracto, la cantidad del compuesto puede ser
miles de veces superior a la que se encuentra originariamente en el vegetal,
mientras que Robledo (2010) sefiala que ademas resultan compuestos 100%
naturales que no ejercen dafos sobre los cultivos, el medio ambiente en general o
sobre los seres vivos, de igual manera los extractos pueden minimizar los ataques
microbianos, retrasar el enranciamiento de un alimento y ralentizar la pérdida de

color.

La seleccion de las plantas es un proceso bastante simple, ya que se puede
avanzar con versiones frescas 0 secas, segun lo que se tenga disponible, ademas

gue son faciles de conseguir, pues se tienen en los huertos caseros o en cualquier
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tienda de productos agricolas, asimismo son faciles de almacenar, permitiendo que

se utilicen en los momentos en que hagan falta (Robledo, 2010).

El obtener los extractos de las plantas y estudiar sus partes activas permite conocer
aun mas los recursos naturales con que se cuenta y asi darles un mejor
aprovechamiento; proporcionandoles un mayor valor agregado al comercializarlas

como productos puros o extractos (Gonzales, 2014).

A nivel de Manabi existe una amplia variedad de plantas silvestres entre ellas las
plantas en estudio como son el orégano francés, la zorrilla y el llantén, las cuales
se busca que dichas especies sean significativas por su valor econémico, cultural
o natural, teniendo el potencial de convertirse en especies simbdlicas. Esto
permitirda favorecer que los pobladores locales tengan mas interés en la

conservacion de las especies y, por lo tanto, de su entorno (Rosete et al., 2018).

Vega (2021) cita que los extractos vegetales pueden aumentar la dosis de un
compuesto activo ya presente en un alimento para que sea realmente efectivo en
el organismo del consumidor y pueda proporcionarle un beneficio saludable,
ademas puede incorporar un compuesto activo a un alimento para aumentar su
vida util, de igual manera ayuda a brindar sabor y color, a enriquecer al alimento
con activos naturales de plantas gracias a su poder antioxidante y por ultimo se le

puede agregar valor a los productos.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de dos métodos de extraccion (percolacién y maceracion) para
la obtencion de compuestos bioactivos a partir de tallos y hojas de tres plantas
silvestres (Petiveria alliacea, Plectranthus amboinicus y Plantago major) por dos
tipos de cromatografia

3.2. OBJETIVO ESPECIFICO

e Cuantificar los rendimientos de extractos obtenidos a partir de tallos y hojas
de tres plantas silvestres por dos métodos de extraccion (percolacién y
maceracion)

e Determinar el mayor contenido de compuestos bioactivos de los extractos
vegetales obtenidos a partir de dos métodos de extraccion (percolacion y

maceracion) mediante andlisis de cromatografia de capa fina.

o Identificar los compuestos bioactivos de los extractos de tallos y hojas de
tres plantas silvestres obtenidos a partir de dos métodos de extraccion
(percolacion y maceracion) mediante andlisis de cromatografia liquida de

alta eficiencia

4. HIPOTESIS

Al menos un método de extraccién (percolacion y maceracion) tendra mejor
eficiencia en la obtencién de compuestos bioactivos en tallos y hojas de tres plantas

silvestres.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. EXTRACTOS VEGETALES

Son compuestos producidos de la obtencidén de sustancias biol6gicamente activas
presentes en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla
de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado. De una
misma planta, dependiendo de la parte de ella utilizada, del solvente y de la técnica
de extraccion, podremos obtener una diferente gama de sustancias. Los principios
activos pueden ser diferentes compuestos, con estructuras quimicas casi idénticas,
por lo que un extracto puede tener una actividad mayor que el principio activo
aislado y purificado. Ademas, el extracto, como compuesto, suele presentar mayor
estabilidad, actividad y tolerancia, careciendo, en la mayoria de los casos de
efectos adversos o de generacion de residuos (Santamaria et al., 2015).

Revista Eria, 2020 indica que los extractos vegetales son productos extraidos
directamente de los frutos, hojas, semillas o raices de una planta, los cuales
contienen componentes que pueden realizar una funcion beneficiosa en el
organismo cuando se ingieren a través de un alimento, un complemento alimenticio,
o cuando los aplicamos en la piel mediante un cosmético. Ademas, actian como

conservantes y antioxidantes de dichos alimentos y cosméticos.

2.1.1. CARACTERISTICA DE LOS EXTRACTOS VEGETALES
Espinoza (2021) comenta que un extracto contiene los componentes activos mas
importantes del vegetal, de manera muy concentrada. De hecho, en un extracto, la
cantidad del compuesto puede ser miles de veces superior a la que se encuentra

originariamente en el vegetal.
Estas caracteristicas permiten muchas posibilidades de uso como es:

e Aumentar la dosis de un compuesto activo ya presente en un alimento para
gue sea realmente efectivo en el organismo del consumidor y pueda
proporcionarle un beneficio saludable.

e Incorporar un compuesto activo a un alimento para aumentar su vida Gtil. Los
extractos pueden minimizar los ataques microbianos, retrasar el
enranciamiento de un alimento y ralentizar la pérdida de color. Por ejemplo,

el romero es un excelente agente antioxidante y antimicrobiano para
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alimentos procesados como los embutidos. Antiguamente se utilizaban sus
hojas en la elaboracion artesanal de estos productos, pero hoy gracias a los
extractos se puede potenciar las propiedades de esta planta a nivel
industrial, sustituyendo los ingredientes sintéticos.

e Aportar al organismo mediante la ingesta de un suplemento una dosis de un
compuesto activo que minimice la aparicion de determinadas enfermedades.
De no ser asi, el organismo deberia consumir grandes cantidades de ciertos

alimentos para alcanzar ese mismo beneficio (Espinoza, 2021).

2.1.2. GRUPOS QUIMICOS PRESENTE EN LOS EXTRACTOS
VEGETALES

La inhibicién del crecimiento micelial exhibida por los extractos vegetales se debe
a la presencia de algunos metabolitos secundarios como; alcaloides, taninos,
flavonoides, quinonas y lactonas, los cuales son un grupo de compuestos de amplio
rango de actividad biolégica, que incluye la actividad antimicrobiana, antiviral,
repelente y antioxidante, la enorme diversidad de metabolitos secundarios y
propiedades biolégicas presentes en los vegetales, todavia son materia de estudio

sumamente amplia (Ocafa, 2013).

El mismo autor indica que el conocimiento limitado que se tiene actualmente al
respecto da lugar a comenzar ensayos con plantas de casi cualquier tipo. Para la
produccion de principios activos, existen factores que determinan variabilidad
cualitativa y cuantitativa de los metabolitos. Una planta puede tener diferente
concentracion de un quimico en sus diferentes partes; raiz, hojas, flores y frutos e
inclusive puede estar ausente en una o en varias partes, por lo que al colectar es
conveniente tomar muestras integrales; asi también, conociendo el contenido
guimico de los vegetales, se les puede dar un amplio uso, ya sea como insecticida,

fungicida, entre otros.
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2.1.3. EN QUE ALIMENTOS Y EN QUE AREAS SE PUEDEN
APLICAR LOS EXTRACTOS

Se pueden aplicar en alimentos sdlidos (preparados carnicos), liquidos (zumos,

leche, bebidas funcionales), cremosos (yogures, salsas), grasos (aceites), acuosos

(sopas), etc. Un ejemplo concreto: la incorporaciéon del extracto de olivo en la

mayonesa permite potenciar su sabor y realizar un aporte de vitaminas y

polifenoles, entre otros (Nutexa, 2017).

El mismo autor cita en su investigacion que existen otras areas en que se pueden
aplicar estos extractos como es; en la alimentacibn animal para
elaborar piensos con beneficios saludables para el organismo de los animales.
Estos beneficios repercuten ademas en la salud de las personas que consumen su
carne o sus huevos, por otra parte, en la industria farmacéutica, con el uso cada
vez mas extendido de productos naturales, es otra area para la que estan indicados.
Los extractos forman parte de la formulacién de los suplementos alimenticios,
también llamados nutracéuticos y, por ultimo, una gran parte de la actividad de los
productos cosméticos recae en los extractos naturales. Las cremas, sérums,
lociones y jabones se aprovechan de los beneficios de las plantas gracias a la

accion directa de los extractos naturales.

2.1.4. DIFERENCIA ENTRE UN EXTRACTO Y UN ACEITE
Los extractos son productos que proceden de una parte de un vegetal. Estos
productos han sido purificados y son ricos en un componente estandarizado en una
concentracion determinada, mientras que los aceites, por su parte, se caracterizan
por el predominio de acidos grasos entre sus componentes, pudiendo incluir otros
en menor cantidad como polifenoles o vitaminas. Se obtienen directamente a través
del prensado de los frutos y semillas, un proceso que libera y separa fisicamente

los aceites del resto de componentes que forman parte del fruto (Nutexa, 2017).
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2.2. PLANTAS SILVESTRES

La fauna silvestre en particular constituye un recurso fundamental para la
subsistencia de las comunidades indigenas y campesinas de América Latina, suele
ser en muchos casos su principal fuente de proteina. Aunque no existe informacion
para la Amazonia ecuatoriana, se puede considerar que al igual que para otros
grupos humanos la importancia de la caceria varia segin su modo de
abastecimiento, creencias magico-religiosas, grado de culturizacion vy
transculturizaciéon, y segun la regiéon o ecosistema en que se practica (Velasco,
2021).

En la actualidad se ha dado un resurgimiento del interés en las plantas silvestres
por su posible valor en la dieta, como consecuencia de algunos estudios
epidemiolégicos que han demostrado efectividad contra importantes
enfermedades. En general, los alimentos de origen vegetal contienen muchos
compuestos bioactivos, proteinas, energia, vitaminas y minerales especificos;
ademas, las especies silvestres populares proporcionan fibras, acidos grasos
esenciales y aditivos para mejorar el sabor y color de los alimentos (Florence et al.,
2010).

2.2.1. OREGANO FRANCES (Plectranthus amboinicus)

El Oregandn Plectranthus amboinicus, es una planta herbacea perenne, como
planta medicinal goza de alta estimacion, pues es reconocida por su utilidad en
casos de tos cronica, bronquitis, asma y otras afecciones respiratorias; protege el
higado y rifiones, es antiinflamatoria y sedante (ayuda a tranquilizar los nervios y

favorece el suefo) (Chiriboga et al., 2015).

Sobre la composicion quimica del orégano, y sus aceites esenciales se han
identificado flavonoides como la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes
alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano, también se han
encontrado acidos coumeérico, ferulico, caféico, r-hidroxibenzoéicoy vainillinico. La
subespecie Oreganum vulgare ssp. Hirtum es la mas estudiada, especialmente en
relacién con la composicion y calidad de su aceite esencial, ya que este Uultimo tiene
un importante valor comercial. En esta subespecie el rendimiento del aceite

esencial en la hoja seca varia entre 2% y 6% (Acevedo et al., 2013).
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2.2.2. ZORRILLA (Petiveria alliacea)

El anamu (Petiveria alliacea L.), es una planta de la familia Phytolaccaceae, entre
los usos etnomédicos actuales, se encuentran: antiinflamatorio, antimicrobiano,
antiherpético, analgésico, inmunomodulador, anticancerigeno, hipoglucemiante,

para las infecciones cutaneas micaéticas y psoriasicas (Ochoa, et al., 2013).

Para Sarduy (2016) indica que las diferentes familias de metabolitos secundarios
han sido identificadas en P. alliacea, se destacan flavonoides, alcaloides, taninos,
lactonas, cumarinas, triperpenos y esteroides. Mientras que para Sariego, et al.
(2013) se conoce que los precursores de los compuestos con actividad

antimicrobiana de Petiveria alliacea son algunos aminoacidos que contienen azufre.

De acuerdo con Martinez et al. (2003) la hoja fresca contiene alcaloides, lactonas,
triterpenos y/o esteroides, lipidos y/o aceites esenciales, carbohidratos reductores,
aminoéacidos, saponinas, taninos, flavonoides, glicosidos cardiotonicos y no
presenta quinonas y mucilagos. A través de estos resultados se comprueba que
dicho 6rgano presenta la misma composicion quimica que la Petiveria alliacaea Lin
como planta entera por lo que es el érgano vegetativo mas rico en metabolitos

responsables de las diferentes actividades farmacoldgicas que presenta el anama.

2.2.3. LLANTEN (Plantago major)

Es una hierba vivaz perteneciente a la familia de las plantaginaceas), por sus
propiedades antisépticas, antibidticas y antiinflamatorias, el llantén se utiliza para
tratar Glceras. Asimismo, se usa para tratar inflamaciones en los o0jos y manchas

gue salen en la piel (Cajal, 2019).

Ademas, se conoce de la presencia de otros compuestos, principalmente en
organos aéreos, como es el caso de alcaloides como la plantagonina, flavonoides
como luteolinas, hispidulinas, baicaleina, plantaginina y homoplantaginina, algunos
de los cuales tienen propiedades antioxidantes; los glicésidos iridoides como la
aucubina, se consideran responsables tanto de la capacidad antiinflamatoria como

de la accion antiespasmolitica (Jiménez y Monge, 2017).
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De acuerdo con Pinto y Bustamante (2008) las hojas de Plantago major contienen
taninos, sales potasio, cumarinas, enzimas, mucilago, flavonoides, apigenina,
glucosidos, acidos benzoicos, cinamico, fumarico, clorogénico, gentisico, penta
ciclico y salicilico, tirosol, plantagonina, planteosa y alcaloides. Posee principios
activos antiulcerogénicos como los flavonoides y los taninos que protegen contra el
dafio mucosal gastrico. EI mismo autor nos dice que han reportado que este
mecanismo de proteccion se debe a la presencia en la hoja de llantén de un 0.5 a
4% de taninos y a la presencia de flavonoides como apigenina, luteolina y

escutellarina.

2.3. TIPOS DE METODOS DE EXTRACCION DE EXTRACTOS
VEGETALES

Vigandé y Martinez (2015), indica que la separacion de sustancias a partir de
matrices vegetales se clasifica como extraccion solido-liquido y puede llevarse a
cabo a través de métodos convencionales o no convencionales, mientras que
Nufiez (2008) menciona que la extraccion es una de las operaciones basicas del
laboratorio. Para ello indica que estas extracciones se definen como la accion de
separar con un liquido una fraccién especifica de una muestra, dejando el resto lo

mas integro posible.

Para obtener principios activos o metabolitos secundarios, aquellos constituyentes
gue forman parte en la composicion quimica de diversas plantas, se deben realizar
métodos de extraccion. Estos métodos se realizan con diferentes tipos de
disolventes, dependiendo de la solubilidad y estabilidad que tengan estas
sustancias caracteristicas de la planta a tratar, los métodos principales para realizar
extractos naturales son la maceracion, percolacion, digestion, decoccion y la

infusion (Romero, 2018).

Para Vigano y Martinez (2015) en la busqueda de nuevas técnicas de extraccion,
gue sean mas amigables con el medio ambiente y que no representen riesgos para
la salud, mientras facilitan la extraccibn de compuestos de alta calidad, se han

estudiado diferentes tecnologias como las que se presentaran a continuacion:
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2.3.1. EXTRACCION POR PERCOLACION

La percolacion consiste en hacer pasar el disolvente a través de la especie vegetal,
hasta su extraccion completa, renovando siempre el disolvente, lo que vendria a
ser una desventaja por el alto consumo de este. En pequeiia escala, se lleva a cabo
en percoladores de cuerpo cilindrico o coénico, provistos de un grifo en la parte

inferior, para limitar el flujo del disolvente (Sempértegui, 2019).

2.3.2. EXTRACCION POR MACERACION
El principio de la maceracion consiste en la obtencion de extractos, gracias al
duradero tiempo de contacto que el solvente debe tener con el material vegetal,
gue debe estar pulverizado o molido para lograr una mayor superficie de contacto
con el solvente, este proceso es realizado a temperatura ambiente. Es conveniente
realizar agitaciones frecuentes para la homogenizacién del procedimiento y asi
tratar de influenciar el rendimiento de la extraccion, el poder de extraccion del
solvente va disminuyendo a medida que pasa el tiempo de contacto con el material
vegetal; para la realizacion de este tipo de extractos es conveniente la proteccion
del recipiente de extraccion de la luz solar, ya que esta puede llegar a descomponer
sustancias foto labiles. Después de la realizacion del extracto por medio de un
filtrado es necesario lavar el material vegetal restante con mas solvente para la

obtencion del extracto total (Cargua, 2018).

La tabla 1 nos muestran algunas ventajas y desventajas entre los procedimientos
de extraccién (percolaciéon y maceracion) mas utilizados dentro de la Fitoquimica
(Carrién y Garcia, 2010):

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la Maceracion y la Percolacion.

Maceracion Percolacion

Sirve para drogas rigidas (tallos, raices) Extraccion completa de principios
activos y es posible conocer la
concentracion exacta de principios
activos.

Reduccion de costos de solventes No se produce saturacion del solvente
y se requiere menor tiempo para la
extracciéon  comparado con la
maceracion.

Ventajas

Lentitud del proceso Alto consumo de solvente

Desventajas | Extraccion incompleta de la droga

Saturacion del solvente
Fuente: (Carrién y Garcia, 2010)
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2.4. CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica que permite separar los componentes de una
mezcla, mediante un sistema bifasico, el que consiste en una fase estacionaria que
retiene los compuestos a separar y una fase mévil que desplaza de manera

diferencial los compuestos a través de la fase estacionara (Zamora, 2017).

Entre los métodos cromatograficos mas utilizados se encuentran la cromatografia
de capa fina, la cromatografia liquida de alto rendimiento, la cromatografia de
gases, entre otras. Todas estas técnicas buscan conseguir la separacion de los
compuestos en base a su diferente afinidad por la fase maovil y la fase estacionaria
(Mendoza, 2019).

2.4.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC)

La cromatografia de capa fina (CCF) es una técnica analitica y tiene como objetivo
el analisis de una mezcla de componentes. El proceso es similar a la cromatografia
de papel con la ventaja de que se desarrolla mas rapidamente, proporciona mejores
separaciones y se puede elegir entre diferentes adsorbentes. La CCF es una
técnica estandar en el laboratorio de quimica organica. Debido a su simplicidad y
velocidad, la CCF se utiliza a menudo para monitorizar las reacciones quimicas y
también para el analisis cualitativo de los productos de una reaccion, puesto que
permite conocer de manera rapida y sencilla cuantos componentes hay en una

mezcla (Perez, 2016).
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2.4.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(HPLC)

De acuerdo con Ruiz (2020) la cromatografia liquida de alto rendimiento o de
resolucion HPLC por sus nombres en inglés high-performance liquid
chromatography permite la separacion de compuestos de una mezcla mediante las
interacciones especificas con la fase estacionaria permitiendo el paso,
identificacién y analisis de los componentes de las sustancias en estudio. Este tipo
de cromatografia es indicada para el analisis de compuestos poco volatiles, ibnicos
y termolabiles. El HPLC se caracteriza por la utilizacion de presion, ya que ayuda a
incrementar la velocidad de los compuestos dentro de la columna y en
consecuencia de esto, este equipo tiende a ser sofisticado y caro en comparacion

con una cromatografia liquida convencional en columna.

El mismo autor indica que dentro de las principales caracteristicas del HPLC se
encuentra su versatilidad ya que este tipo de cromatografia separa
macromoléculas, grupos polifuncionales y especies idnicas; también es selectiva 'y
de alto costo, pero efectiva: y dentro de sus aplicaciones se encuentran: el estudio
de farmacos (analgésicos, antibioticos, esteroides), estudio de biomoléculas como
las proteinas (aminoacidos), carbohidratos, ésteres, estudio de la composicion de
los productos de alimentacion como aditivos, edulcorantes, antioxidantes, estudio
de contaminantes como los plaguicidas, estudios de quimica forense y en la

medicina clinica.



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION

La obtencién de extractos de plantas silvestre se realizaron en los laboratorios de
bromatologia de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel
Félix Lopez” ubicada en el Campus Politécnico, sitio ElI Limén, cantén Bolivar,
provincia de Manabi en las Coordenadas 0°49'37.96” latitud sur, 80°11'14.24”
longitud oeste y una altitud de 19 msnm (Google Earth, 2021), mientras que la
cromatografia de capa fina y la cromatografia liquida de alta resistencia se la
realizaron en la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) ubicada en la
ciudadela San Cayetano Alto y Calle Paris, en las coordenadas 3°59'18 S, 79°11'53
W, de la ciudad de Loja, a una elevacion: 2,855 m Google Earth, 2021).

Figura 1. Ubicacion del Campus politécnico Figura 2. Ubicacion de la UTPL

3.2. DURACION DEL TRABAJO

Esta investigacion se llevé a cabo en un tiempo aproximado de 68 semanas las
cuales comprendieron desde el mes de abril del 2021 hasta el mes de agosto del
2022.

3.3. METODOS
3.3.1. EXPERIMENTAL

Esta investigacion constd de tres factores de estudio que se manipularon con la
finalidad de alcanzar mayores rendimientos de compuestos vegetales a partir de

las plantas Petiveria alliacea, Plectranthus amboinicus, Plantago major.
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3.3.2. BIBLIOGRAFICO.

Se recopilé la informacién de fuentes de Repositorios digitales de Tesis y
Doctorados de diferentes Universidades, Articulos en Portal de revistas cientificas
como Scielo, Redalyc debido a que sus publicaciones poseen un factor de alto
impacto y con la finalidad de realizar un posterior andlisis y uso de esta informacién

adecuadamente.

3.3.3. EXTRACCION POR PERCOLACION

Se utilizé un sujetador con un percolador de 1000 ml y dentro de este se coloco
doble papel filtro y se adjunta los 10 gramos de la materia prima con 90 ml de agua
caliente para lo cual se lo dejo con la llave abierta por un goteo de 1 gota por cada
10 segundo y cada uno de estos tratamientos se colocaron dentro de una estufa
grande a una temperatura de 35°c para que este no entrara en una contaminacion

ya que esto lo dejaba por 24 horas.

3.3.4. EXTRACCION POR MACERACION

Se utilizé un matraz, limpio y esterilizado, y que cierre bien, colocamos la cantidad
de agua necesaria (90 ml), pesamos 10gr de la planta y la incorporamos, luego se
remueve bien y lo dejamos durante 24 horas en una estufa grande a una
temperatura de 35°C para que este no entre en contaminacion, pasadas las 24
horas lo filtramos con doble papel filtro, es importante que esté muy bien filtrado
para evitar la proliferacion de microorganismos. Si no lo vamos a utilizar en el
momento, se lo almacenara en la nevera, en un frasco esterilizado y le pondremos

conservante.

3.4. TECNICAS ANALITICAS

Rendimiento: Para esta técnica se utiliz la férmula [1] utilizada en la investigacion
de (Maldonado, 2017)

Extracto

= 100 |1
Muestrax [1]

Y= rendimiento de extraccion en %
Extracto= cantidad de extracto obtenido en mg

Muestra= cantidad de muestra inicial en mg
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Cromatografia de capa fina: Estos analisis se los realiz6 en la Universidad

Técnica Particular de Loja utilizando la técnica de Paltin (2016), la cual consiste en:

Para las cromatografias de capa fina (CCF) se utilizaron placas pre-
recubiertas (20x20cm) en silice Gel Merck60, con indicador de fluorescencia
a 254nm. Las detecciones de los compuestos sobre las placas se realizaron
por fluorescencia con luz ultravioleta a 254 y 360mm y como revelador
Haso,-Vainillinal%.

Posteriormente, se calcula el Rf (factor de retencion) utilizando la férmula [2],
el RF es la medida de migracion de una sustancia determinada en un
solvente dado. Este valor del R puede presentar variaciones dependiendo
de la temperatura del medio ambiente, el grado de pureza de los disolventes
utilizados y las diferencias en la homogeneidad de las placas de capa fina
(Sotomayor, 2015)

distancia desde el origen hasta el compuesto
" distancia desde el origen frente al solvente

[2]

Cromatografia liquida de alta eficiencia: Este estudio se ejecutd en la

Universidad técnica particular de Loja utilizando la siguiente técnica:

Para la identificacion de los compuestos del aceite esencial se utilizo
Cromatografo de Gases Agilent serie 6890N acoplada a en Espectrémetro
de masas Agilent serie 5973 inert, dotado con un sistema de datos MSD-
Chemstation D.01.00 SP1 con un inyector automatico Split/splitless serie
7683.

Para las corridas cromatogréficas se prepard una disolucion de 990 ml de
diclorometano grado HPLC y 10 ml de aceite esencial, teniendo un total de
una concentracion de 1 ml.

De igual forma se prepararon los hidrocarburos de C10 a C25 (TPH-6RPM
de CHEM SERVICE) que fueron inyectados en las columnas DB-5MS y HP-
INNOWAX en GC-MS, ya que los tiempos de retencién de los hidrocarburos
nos sirven de base en la determinacion de indices de kovats de cada

compuesto.
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e Se coloca un detector al final de la columna que responde a la concentracion
del soluto y se registra una sefial en funcion del tiempo, se obtiene una serie

de picos que representan un grafico denominado cromatograma.

3.5. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores que se estudiaron en la evaluacion de los dos métodos de extraccion
a partir de tres plantas silvestres (petiveria alliacea, plectranthus amboinicus,
plantago major) por cromatografia de capa fina fueron los siguientes:

Factor A: Métodos de extraccion

Factor B: Tipos de plantas

Factor C: Partes de las plantas

3.6. NIVELES

El factor A el cual corresponde a los métodos de extracciébn encontramos 2 niveles
los cuales son:

a1 Percolacion

a>: Maceracion
El factor B el cual pertenece a los tipos de plantas tiene 3 niveles que son:

bi: Zorrilla (petiveria alliacea)

b2: Llantén (Plantago major)

bs: Orégano franceés (plectranthus amboinicus)
En el factor C se encontro 2 niveles, los mismos que son correspondiente a las
partes de las plantas las cuales son:

c1: Tallo

c2: hojas
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3.7. TRATAMIENTOS

En la presente investigacion se manipularon doce tratamientos que resultaron de

los factores de estudios propuestos (AxBxC), tal como se demuestra en la tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos

CODIGO  NOMENCLATURA DESCRIPCION

T albict Extraccion por percolacion del tallo de la zorrilla.

T2 alb1c2 Extraccién por percolacién de las hojas de la zorrilla.

T3 a1b2c1 Extraccién por percolacion del tallo del llantén.

T4 alb2c2 Extraccion por percolacion de las hojas del llantén.

T5 a1b3c1 Extraccién por percolacion del tallo del orégano francés.

T6 a1b3c2 Extraccién por percolacion de las hojas del orégano francés.
T7 a2bict Extraccién por maceracion del tallo de la zorrilla.

T8 a2b1c2 Extraccién por maceracion de las hojas en la zorrilla.

T9 a2b2c1 Extraccion por maceracion del tallo del llantén.

T10 a2b2c2 Extraccién por maceracion de las hojas del llantén.

T a2b3c1 Extraccién por maceracion del tallo del orégano francés.
T12 a2b3c2 Extraccién por maceracion de las hojas del orégano francés.

Fuente. Las autoras.

3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL

Para la unidad experimental por cada tratamiento se necesité 10 g de planta seca,
mientras que para los tratamientos juntos con las réplicas se requirié un total de

240 g de planta seca.

3.9. VARIABLES POR MEDIR

Las variables por medir en esta investigacion fueron las siguientes:

e Porcentaje de Rendimiento (%)

e Tipos de compuestos bioactivos
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3.10. DISENO EXPERIMENTAL

En la tabla 3 podemos observar el ANOVA para los factores en DCA y en la tabla
4 se evidencia el ANOVA de un factor para los tratamientos, en esta
investigacion se utilizo un arreglo factorial de AxBxC el cual permite investigar los
efectos: A, B, C, AB, AC, BC y ABC en un disefio completamente al azar; dando

como resultado 12 tratamientos y 2 repeticiones por cada uno de ellos.

Tabla 3. ANOVA para los factores en DCA

ANOVA
Fuente de variacion Gl
Total 23
Factor A 1
Factor B 2
Factor C 1
A'B 2
A*C 1
B*C 2
A*B*C 2
Error experimental 12

Fuente. Las autoras.

Tabla 4. ANOVA de un factor para tratamientos

ANOVA
Fuente de variacion Gl
Total 23
Tratamiento 11
Error experimental 12

Fuente. Las autoras.
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3.11. MODELO MATEMATICO

La Universidad Tecnologica de Panama (2017) menciona que el modelo
matematico con el cual se puede expresar un arreglo factorial AXBxC en DCA se

detalla en la siguiente formula [3].
Y = u+a;+ B +vi + (@B + (@) + (BY) ji + (@By)ijk + €ijia 3]
Donde
u= es la media general.
o;= es el efecto del nivel i-ésimo del factor A

B;= es el efecto del nivel j del factor B

yx= es el efecto del nivel k en el factor C

(apB)ij, (ay)ic ¥ (BY) jx= representan efectos de interaccion dobles en los niveles ij,

ik, jk, respectivamente.
(aBy)iji= es el efecto de interaccion triple en la combinacion o punto ijk

&= representa el error aleatorio en la combinacion ijkl, donde | es el nimero de

repeticiones o réplicas del experimento.

3.12. MANEJO DEL EXPERIMENTO

Se inici6 con la recoleccion de las plantas silvestres, las cuales se encontraron en
las zonas rurales de la provincia de Manabi, luego de esto se llevaron a los
laboratorios de bromatologia de la ESPAM MFL, se procedio a lavar la materia
prima con agua destilada para eliminar impurezas y a separar las partes de las

plantas para luego secarlas, molerlas y tamizarlas.

Una vez terminado este proceso se procedié a usar 10 g de cada tratamiento en la
extraccién por maceraciéon y percolacién, obteniendo asi los extractos vegetales

acCcuosos.
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Luego se procedi6 a la cuantificacién de rendimientos de los compuestos obtenidos
utilizando la formula [1] detallada en las técnicas analiticas, y asi identificar cual de

los tratamientos proporciond mejor rendimiento de los extractos.

Posteriormente se realizaron los analisis de cromatografia de capa fina y
cromatografia liquida de alta eficiencia en los laboratorios de la Universidad Técnica
Particular de Loja, para asi finalmente poder identificar que tratamiento contiene
mayor cantidad de compuestos bioactivos y cuales son los principales compuestos
gue encontramos en los extractos y asi poder establecer el mejor método utilizado

en la investigacion.
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3.13. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA EXTRACCION DE EXTRACTOS
VEGETALES POR EL METODO DE PERCOLACION Y

MACERACION

Tallos y hojas ﬁ

Recepcion e inspeccion de
la materia prima

Agua Lavado

Impurezas

Estufa — 5 ° Secado

Humedad

Molido

Tamizado

Balanza —.. Pesado

Extraccion por 1 2 Extraccion por
percolacion maceracion
Recipiente de

Envasaso

Almacenamiento

vidrio ambar °

Figura 3. Diagrama de Flujo de Extraccion



39

3.13.1. DESCRIPCION DEL PROCESO

e RECEPCION DE LA MATERIA PRIMA:
Al realizar la recoleccion de las materias primas (hojas y tallos) se tomé en cuenta
de que estas se encuentren en un estado idéneo como la hoja o el tallo de color
verde, que no estén en otros colores como café o amarillo, caso contrario deberan

ser rechazados.
e LAVADO

Las hojas y tallos fueron lavadas con agua destilada para eliminar impurezas como

tierra que se encuentren en las mismas
e SECADO

Se secaron en la estufa de marca memmert a una temperatura de 60°C por un

tiempo determinado de 4 horas.
e MOLIDO

Se utilizé un molino para obtener particulas pequefias las cuales puedan pasar por

un tamiz.
e TAMIZADO

Se utilizé un tamiz nimero 20 con un tamafo de particula de 850 UM, se lo realiz6

con la finalidad de que no haya particulas grandes que puedan dafar el papel filtro.
e PESADO

Se peso en la balanza analitica 10 g de materia prima para luego utilizarlas en cada

método.

° EXTRACCION POR PERCOLACION:

Se utilizé un sujetador con un percolador de 1000 ml y dentro de este se coloco
doble papel filtro y se adjunta los 10 gramos de la materia prima con 90 ml de agua
caliente para lo cual se lo dejo con la llave abierta por un goteo de 1 gota por cada
10 segundo y cada uno de estos tratamientos se colocaron dentro de una estufa
grande a una temperatura de 35°c para que este no entrara en una contaminacion

ya que esto lo dejaba por 24 horas.
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e EXTRACCION POR MACERACION:

Para 100 ml de extracto se pesara 10 g de la planta a utilizar y la pondremos en 90
ml de agua caliente (tiene que ser agua destilada o agua mineral de mineralizacion
débil). Logicamente la cantidad resultante no seran 100 ml, ya que la planta, al ser
seca, absorbera buena parte del agua. Hay que tener esto en cuenta para calcular
las cantidades en funcion de la férmula a la que vayamos a incorporar el extracto
(Sanchez, 2015).

Para su preparacion se deben seguir los siguientes pasos

v Enun matraz, limpia y esterilizada, y que cierre bien, colocamos la cantidad

de agua necesaria (90 ml), pesamos 10gr de la planta y la incorporamos.

v Se remueve bien y lo dejamos durante 24 horas en una estufa grande a una

temperatura de 35°C para que este no entre en contaminacion.
v Pasadas las 24 horas lo filtramos con doble papel filtro.

v Es importante que esté muy bien filtrado para evitar la proliferacion de

microorganismos.

v Sino lo vamos a utilizar en el momento, se lo almacenara en la nevera, en

un frasco esterilizado y le pondremos conservante.

e ENVASADO
Se utilizaron envases ambar de 100 ml.
e ALMACENADO

Se almacen6 en un lugar oscuro y fresco a una temperatura entre 5 a 35 °C.
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3.14. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé el test de Shapiro-Wilk (ver anexo 10) para la variable en estudio de
rendimiento y compuestos bioactivos donde se pudo evidenciar que la variable de
rendimiento no cumple con el supuesto de ANOVA ya que el P_valor (<0,05),
mientras que para la variable de compuestos bioactivos si cumple con el supuesto
de anova debido que el P_valor (>0,05), por lo tanto, se procede a realizar la prueba
de homogeneidad de Levene para verificar si hay diferencias en las variables en

estudio.

En la prueba de homogeneidad de Levene (ver anexo 11) se pudo evidenciar que
si hay significancia para las variables de rendimiento y compuestos bioactivos
debido que el P_valor (<0,05), es por lo que se procede hacer una prueba no

parameétrica.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RENDIMIENTO

En la tabla 5 se puede evidenciar la prueba de hipétesis de Kruskal-Wallis para la
variable porcentaje de rendimiento donde el factor a (métodos de extraccion), el
factor ¢ (partes de plantas) y los tratamientos no presentaron diferencias
significativa ya que el P_valor (>0,05) por lo tanto se retiene la hipétesis nula,
mientras que el factor b tipos de plantas presenté diferencia significativa
expresando que el P_valor (<0,05), esto significa que al menos un tipo de planta

influye en el rendimiento de extractos por lo cual se rechaza la hipotesis nula.

Tabla 5. Prueba de hipétesis de Kruskal-Wallis para la variable porcentaje de rendimiento para los métodos de
extraccidn, tipos de plantas, partes de plantas.

Hipdtesis nula Prueba Sig. Asintdticas | Decision

La d!Stl’lbUCIOﬂ de rend|m|e|:1to S | Prugba U de Mann-Whitney Retener la hipdtesis
la misma entre las categorias de . . 347 1NS

factor a (métodos de extraccién) para muestras independientes nula

La d!Stl’lbUCIOﬂ de rend|mlepto es Prueba de Kruskal — Wallis Rechazar la hipétesis
la misma entre las categorias de ) . ,027 |

factor b (tipos de plantas) para muestra independientes nula

La dI.StI'IbUCIOH de rend|m|er]to es Prueba U de Mann-Whitney Retener la hipdtesis
la misma entre la categoria de . . ,1991NS

factor ¢ (partes de plantas). para muestras independientes nula

La distribucion de rend|m|eqto ® | Prueba de Kruskal — Wallis Retener la hipotesis
la misma entre la categoria de . . ,057 NS

tratamientos. para muestra independientes nula

En la tabla 6 se puede apreciar el rechazo de la hipotesis nula (HO) mediante la

significancia asintética. Donde en el estadistico de contraste la media es 7,256.

Tabla 6. Estadistico de contraste del factor b

Factor b
N total 24
Estadistico de contraste 7,256
Grados de libertad 2
Sig. Asintdtica (prueba bilateral) ,027

Las estadisticas de prueba se ajustan para empates
En la figura 4 se puede evidenciar que el factor b (tipos de plantas) influyé en el
rendimiento de los extractos obteniendo asi en el nivel b2 (llantén) el porcentaje
mas bajo, mientras que el nivel bl(zorrilla) y b3 (orégano francés) alcanzaron los
porcentajes mas altos de rendimiento de extractos vegetales acuosos. Cabe

recalcar que no se encontro informacion suficiente que verifiqgue que son los tipos
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de planta las que influye en el rendimiento, es por ello que Jaray Gémez (2010) en
su investigacion asegura que el rendimiento varia en funcion de las partes de la
planta utilizada, pues algunas tales como hojas y flores al tener mayor
esponjamiento por su estructura distinta a la de tallos y raices, plantas de estructura
rigida, retienen mayor cantidad de solvente a pesar de la presion que se ejerza,
mientras que Camacho Romero (2018) indica que la diferencia podria estar
marcada en el método de extraccion utilizado para la elaboracion de cada extracto,
debido que los ensayos efectuados con percolacion muestran mejores resultados

gue aquellos realizados por maceracion, en cuanto al porcentaje de rendimiento.

5,50

4 & T

4,50

rendimiento

4,00 *

] b2 b3
factor_b

Figura 4. Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

4.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS
La cromatografia se realiz6 aplicando 1 ml de concentracion de la muestra y usando
fase movil una mezcla de Metanol: Agua (9:1). Se reveld a 366 nm y los resultados

se muestran en la Figura 5.

Figura 5. Perfiles de huellas dactilares de los extractos acuosos en placas de HPTLC de silica de gel 60 F 254 (Merck)
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En la tabla 7 se puede evidenciar la prueba de hipétesis de Kruskal-Wallis para la
variable compuestos bioactivos donde los factores métodos de extraccion, partes
de plantas y tipos de plantas no presentaron diferencias significativa ya que el
P_valor (>0,05) por lo tanto se retiene la hip6tesis nula, mientras que el factor
tratamiento presentd diferencia significativa expresando que el P_valor (<0,05),
esto significa que al menos un tratamiento es diferente por lo cual se rechaza la

hipotesis nula.

Tabla 7. Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision

La distribucion de compuestos bioactivos es | Prueba U de Mann Whitney para | ,551* | Retener la
la misma entre las categorias del factor a. muestras independiente hipétesis nula.
La distribucién de compuestos bioactivos es | Prueba de kruskal wallis para | ,548 Retener la
la misma entre las categorias del factor b. muestras independientes hipétesis nula.
La distribucion de compuestos bioactivos es | Prueba U de Mann Whitney para | ,319' | Retener la
la misma entre las categorias del factor c. muestras independiente hipétesis nula.
La distribucion de compuestos bioactivos no | Prueba de kruskal wallis para | ,024 Rechazar la
es la misma entre las categorias del | muestras independientes hipotesis nula.
tratamiento

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de 0,5. Se muestra la significacion exacta para estas
pruebas.

En la tabla 8 se puede evidenciar el rechazo de la hipétesis nula (HO) mediante la

significancia asintética. Donde en el estadistico de contraste la media es 22,034,

Tabla 8. Estadistico de contraste del factor tratamientos

Tratamientos

N total 24
Estadistico de contraste 22,034
Grados de libertad 11
Sig. Asintédtica (prueba bilateral) ,024

Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.
En la figura 6 se puede apreciar que el tratamiento 7 con un Rf 0,50 en la extracciéon
por maceracion del tallo de la zorrilla obtuvo mayor cantidad de compuestos
bioactivos, mientras que el tratamiento 1 la extraccion por percolacion del tallo de
la zorrilla obtuvo menor cantidad de compuesto con un Rf 0,04, es por lo que
podemos evidenciar que la extraccion por maceracion es mas factible debido que
da mejores resultados y mayor cantidad de compuestos bioactivos. Camacho
(2014) afirma en su investigacion que el método mas utilizado es maceracion

debido a que los extractos obtenidos por maceracion a temperatura ambiente
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muestran potencial antimicrobiano, debido, que muestra inhibicién sobre varias
bacterias y hongos; ademas los estudios realizados en diferente lugar y tiempo
coinciden con los resultados obtenidos, donde la Petiveria alliacea, presenta en su
composicion quimica compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y glicosidos en
hojas. Por otra parte (Pérez, 2016) citado por (Rodriguez Barriga, 2020) menciona
gue el maximo valor de Rf puede ser 1 y no debe rebasar este valor debido a que
la muestra inyectada no puede recorrer mas distancia que la mezcla de solventes
y no debe ser cero debido a que el compuesto debié haber recorrido un espacio
determinado; lo recomendable es un Rf de 0,5a 0,7.

cromatografia_de_capa_fina
[]
T
T

0,00 T T T T T T T T T T T T
t1 12 13 t4 t5 t6 t7 13 1o t10 111 112

tratamiento

Figura 6. Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

4.3. FLAVONOIDES

Se realiz6 la cromatografia liquida de alta resistencia a los tratamientos 6 y 7 debido
a que estos obtuvieron mayor cantidad de compuestos bioactivos en la
cromatografia de capa fina, identificando algunos de estos compuestos a

continuacion

El analisis en el espectrofotometro ultravioleta del tratamiento 6 (extraccion por
percolacion de las hojas del orégano francés) se realizd en el equipo HeAios 3,
utilizando la técnica de barrido las longitudes de onda de 200 a 400 nm. Utilizando

reactivos de desplazamiento se obtuvieron siguientes espectros:
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Figura 7. anélisis de espectrofotometro del tratamiento 6

Como se puede observar en figura 7 los picos de absorcion mas altos contienen
una masa molar en un rango entre 276.32 — 206.22 — 260.32 lo cual nos lleva a
apreciar la presencia de algunos flavonoides como es el caso de la galangina el
cual contiene una masa molar de 276.24, flavonas 205.23, apigenina 260.52. Es
por lo que Arcila, et al. (2004) indica en su investigacion que existen diversos
estudios sobre la composicion quimica del orégano, usando extractos acuosos y
sus aceites esenciales, se han identificado flavonoides como la apigenina y la
luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del
fenilpropano. Por otra parte, Menéndez y Pavén (2007) aseguran que el aceite
esencial de Plecthranthus amboinicus presenta un alto indice de compuestos
aromaticos y oxigenados, el componente mayoritario es el carvacrol. Ademas, se
ha detectado que las hojas contienen aceite esencial, azucares reductores, acidos
triterpénicos, flavonoides y los tallos: aceite esencial, aminas, azucares reductores,

acidos triterpénicos.

El andlisis en el espectrofotdmetro ultravioleta del tratamiento 7 (extraccién por

maceracion del tallo de la zorrilla) se obtuvieron siguientes espectros:
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Figura 8. anélisis de espectrofotometro del tratamiento 7

Como se puede observar en figura 8 los picos de absorcién mas altos contienen
una masa molar en un rango entre 456.96 — 311.92 lo cual nos lleva a verificar la
presencia de algunos flavonoides como es el caso de la capensinidina con una
masa molar de 455.42, petunidina con una masa molar de 311.92. Debido a esto
Ochoa, et al. (2012) muestra en su trabajo que la concentracién de fenoles totales
en la zorrilla es baja; no obstante, indican la posible presencia de compuestos
guimicos con agrupamientos fendlicos, como flavonoides, taninos, fenoles
propiamente dichos (con resultados positivos en el tamizaje); a los cuales se les
han reportado accion antimicrobiana. Sin embargo, Hernandez (2021) ha dado a
conocer que los constituyentes mayoritarios de las partes de esta especie son
flavonoides, derivados lipidicos, triterpenos y esteroides, mientras que las
cumarinas y derivados de sulfuros principalmente se les encuentra en raices y
tallos, sin embargo, a todos estos grupos de metabolitos se les ha atribuido las

propiedades medicinales de la planta en diferentes estudios.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

e En los resultados obtenidos del rendimiento de extractos vegetales acuosos
se pudo evidenciar que el factor tipos de plantas hubo diferencia significativa,
lo que simboliza que el tipo de plantas influyen en los rendimientos,
obteniendo asi mejores rendimientos en los niveles bl (zorrilla) y b3
(orégano francés).

e Para la cromatografia de capa fina se pudo evidenciar que el tratamiento 7
con un Rf 0,50 en la extraccion por maceracion del tallo de la zorrilla obtuvo
mayor cantidad de compuestos bioactivos, mientras que el tratamiento 1 la
extraccién por percolacién del tallo de la zorrilla obtuvo menor cantidad de
compuesto con un Rf 0,04, por lo que concluimos que el método de
extraccion por maceracion es el mejor para extraer mayor cantidad de
compuestos bioactivos.

e Mediante el analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia se pudo
constatar que en el tratamiento 6 y 7 predomina de compuestos bioactivos
como es el caso de flavonoides como capensinidina, petunidina, flavonas,

apigenina.

5.2. RECOMENDACIONES

e Por lo estudiado en esta investigacion es recomendable utilizar el método de
extraccibn por maceracion, debido a que rindi6 mayor cantidad de
compuestos bioactivos en la cromatografia de capa fina.

e Por lo estudiado en el HPLC es recomendable utilizar el orégano francés y
la zorrilla en futuras investigaciones debido a su alto contenido de
flavonoides.

e Se recomienda realizar mas investigaciones acerca de los extractos

vegetales acuosos, debido a que existe escasa informacion acerca de esta.
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Anexo 5: Tamizado
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Anexo 9: Realizacion de TLC y HPLC en la Universidad técnica particular

de Loja



Anexo 10: Supuestos de ANOVA de normalidad

: Shapiro-Wilk
Variables Estadistico Gl Sig. |
Rendimiento ,889 24 ,013
Compuestos bioactivos ,946 24 ,216

Anexo 11: Supuestos del ANOVA de Homogeneidad

Estadistico git Gl2 | Sig.

Variables de levente
Rendimiento Se basa en la media 2,568E +29 11 12 ,000
Se basa en la media 2,244E +30 11 12 ,000

Compuestos bioactivos
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