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RESUMEN

El objetivo principal de la presente investigacion fue determinar la funcién biolégica
y la toxicidad del extracto de tres plantas silvestres (Petiveria alliacea, Plectranthuns
amboinicus y Plantago major) y comprobar la presencia de compuestos bioactivos
gue son usados en la elaboracion de alimentos funcionales. Se aplicé un disefio
completamente al azar (DCA) en arreglo bifactorial AxB, se estudiaron seis
tratamientos con cuatro réplicas cada uno. En la determinacion de alcaloides se
empled la prueba de Dragendorff y en el caso de los taninos el método de cloruro
férrico, ademas, se utilizé la metodologia del DPPH en la actividad antioxidante a
concentraciones de 200 ppm en los extractos de Plectranthus amboinicus y
Plantago major, y 400 ppm para Petiveria alliacea. Se obtuvo ausencia de
alcaloides (-) en los tres extractos, mientras que, el extracto de Plectranthus
amboinicus present6 el mayor contenido de taninos (+++) seguido del extracto de
Plantago major (++) y ausencia del extracto de Petiveria alliacea (-). En lo que
respecta a la actividad antioxidante, presentdé una media de 114.845 pmol
Equivalente a Trolox /g de muestra seca para el Plectranthus amboinicus, 23.249
en Plantago major, y 14.936 en Petiveria alliacea. El extracto que evidencio las
mejores cualidades fue el Plectranthus amboinicus tanto en porcentaje de taninos
y actividad antioxidante. Todos los extractos presentaron un valor de toxicidad bajo,
debido a que requieren altas concentraciones para tener una inhibicion del 50%.

PALABRAS CLAVE:

Extractos, compuestos bioactivos, tamizaje fitoquimico, funcion bioldgica, toxicidad.
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ABSTRACT

The main objective of this research was to determine the biological function and
toxicity of the extract of three wild plants (Petiveria alliacea, Plectranthuns
amboinicus and Plantago major) and to verify the presence of bioactive compounds
that are used in the elaboration of functional foods. A completely randomized design
(DCA) was applied in a bifactorial arrangement AxB, six treatments with four
replicates each were studied. In the determination of alkaloids, the Dragendorff test
was used and in the case of tannins, the ferric chloride test, in addition, the DPPH
methodology was used in the antioxidant activity at concentrations of 200 ppm in
the extracts of Plectranthus amboinicus and Plantago major, and 400 ppm for
Petiveria alliacea. The absence of alkaloids (-) was obtained in the three extracts,
while the Plectranthus amboinicus extract had the highest tannin content (+++)
followed by the Plantago major extract (++) and the absence of the Petiveria alliacea
extract (-). Regarding antioxidant activity, it presented an average of 114,845 umol
Equivalent to Trolox /g of dry sample for Plectranthus amboinicus, 23,249 in
Plantago major, and 14,936 in Petiveria alliacea. The extract that showed the best
qualities was Plectranthus amboinicus both in percentage of tannins and antioxidant
activity. All the extracts presented a low toxicity value, because they require high
concentrations to have a 50% inhibition.

KEYWORD

Extracts, bioactive compounds, phytochemical screening, biological function,
toxicity.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Desde la antigiiedad, el uso de las plantas silvestres ha sido de gran relevancia
para la poblacion humana, puesto que se las ha empleado para diferentes fines,
particularmente en la alimentacion y medicina (Cordero et al., 2017). Gasaly et al.
(2020) mencionan que los antepasados cazadores-recolectores del paleolitico
consumian entre 200 a 400 especies diferentes de plantas con elevado aporte de
fibras, mientras que, hoy en dia se consume una cantidad menor de vegetales que

oscilan entre 20 a 40 especies distintas.

Myers et al (2000) citado por Oleas et al. (2021) consideran al Ecuador como uno
de los paises megadiversos del mundo, debido a sus climas y a la gran riqueza
natural de flora y fauna que posee. Indacochea et al. (2018) indica que en el pais
existe una gran variedad de plantas, las cuales se pueden utilizar para fines
terapéuticos, aromaticos y medicinales debido a sus bondades curativas y
alimenticias. El empleo de las plantas esta regulado por el conocimiento tradicional,
habitos, costumbres y formas de vida propias de cada region del pais; los cuales

responden a la estrecha relacién complementaria hombre-naturaleza.

Garcia (2015) citado por Vera y Zambrano (2019) mencionan que en la provincia
de Manabi se encuentran lugares con una belleza natural;, especialmente en las
zonas rurales de la provincia, los cuales son habitat de una diversidad de flora y
fauna, siendo de gran interés para productores debido a que son lugares turisticos
y de produccion, y para los investigadores para realizar sus estudios. Gallegos-
Zurita. (2016) citado por Jiménez et al. (2021) sefialan que para las comunidades
rurales la primera opcion para tratar enfermedades es el uso de plantas
medicinales, siendo una tradicibn que ha venido adoptado por todas las
generaciones que han pasado. Sin embargo, actualmente el uso de las plantas
silvestres es limitado a causa del desconocimiento, de todas las especies vegetales
presentes en el planeta, solo un 10% ha sido estudiada cientificamente con fines

medicinales o terapéuticos, quedando un aproximado de 15000 plantas



medicinales en peligro de extincion (Organizacién Panamericana de la Salud [OPS],
2019)

Las plantas silvestres estan constituidas por un sinnimero de compuestos que
puede ser beneficioso su uso, tal es el caso de los compuestos fitoquimicos o
bioactivos que para el punto de vista de Gasaly et al. (2020), contienen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas, antihipertensivas, antitumorales,
etc; existen miles de fitoquimicos diversos en la naturaleza, aun por estudiarse la
mayoria. Del mismo modo Morales et al. (2015) se refieren a los compuestos
fitoguimicos como beneficiosos para la salud humana por su contenido de vitaminas
C, E, K, vitaminas del grupo B, el acido félico; minerales, como el hierro, zinc, calcio,
selenio; carotenoides, compuestos fendlicos (flavonoides, cinamatos y taninos),

glucosinolatos vy fitoesteroles.

A pesar de los beneficios que tienen las plantas en estudio, no se debe descuidar
el grado de toxicidad que estas podrian tener, es por ello que Martin (2017)
recomienda que se debe identificar el riesgo que ocasiona el uso de los extractos
de estas plantas, asi mismo, establecer los limites de seguridad. Por otro lado,
Echeverria (2020) acota que se han realizado estudios toxicologicos en donde se
ha determinado que los compuestos sintéticos usados en la industria alimentaria
tienen la posibilidad de presentar efectos toéxicos y pueden ser los promotores de

algunos tipos de cancer.

De acuerdo con el punto de vista de Ruiz y Moreira (2017) en Ecuador existen muy
pocas investigaciones publicadas sobre estudios fitoquimicos, dando como
resultado el desconocimiento de los principios activos de las plantas y sus efectos
biolégicos y toxicoldgicos para el hombre. De igual forma Tumino et al. (2002),
citado por Morales (2011), menciona que existen diversos estudios donde se han
evaluado la composicidén nutritiva de especies silvestres. Sin embargo, los autores
han demostrado que existen carencias en los conocimientos cientificos de muchas
especies silvestres, debido a que en muchos casos el niumero de muestras es
limitado y en otros casos los resultados son parciales (Barros et al., 2009, citado
por Morales, 2011).



Mellado (2017) sefala que la informaciéon en cuanto a la actividad biologica y
toxicologica sobre el factor de seguridad y determinacion de relacion dosis
respuesta en estudios in vitro son fundamentales para establecer el uso de los
componentes y sus posibles consecuencias, aunque en la actualidad no son
suficientes los estudios realizados. En la zona 4 existen una diversidad de plantas
silvestres, mismas que pueden ser nativas, introducidas o modificadas de las cuales
la informacion relacionada hacia los compuestos activos, actividad biolégica y
toxicologica es escasa y no es suficiente para el desarrollo agroindustrial de estas
en la produccién de alimentos funcionales y otro tipo de industria. En base a lo

expuesto anteriormente se formula la siguiente interrogante:

¢,De qué manera contribuye la determinacion de la actividad bioldgica y toxicologica
de extractos a partir de plantas silvestres (Petiveria alliacea, Plectranthus
amboinicus y Plantago major) para su utilizacion en el desarrollo de alimentos

funcionales?
1.2. JUSTIFICACION

Lock. (2016) citado por Castafieda. (2019) menciona que hoy en dia existe un
creciente interés el estudio de las plantas silvestres, gracias a los sinniUmeros de
beneficios que estas aportan a los seres humanos, en la actualidad se usan cientos
de plantas en la medicina, siendo la ciencia moderna la encargada de analizar y
estudiar los efectos terapéuticos que las plantas tienen logrando comparar y
clasificar sus propiedades.

La zorrilla (Petiveria alliacea) es una hierba perenne a la cual se ha investigado
determinando su contenido de propiedades antitumorales, antiinflamatorias,
inmunomoduladores, antimicoticas y analgésicas, ademas, presenta diferentes
principios activos como alcaloides, esteroides, triterpenos, derivados sulfurados y
flavonoides (Correa et al., 2017). El orégano orejon (Plectranthus amboinicus) es
una planta medicinal con propiedades anticonvulsivas, antiepilépticas,
antiasmaticas, antiespasmédicas, sedante, broncodilatador y antimicrobiana
(Acosta et al., 2021). El llantén (Plantago major) es una herbacea perenne que

contiene propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, astringentes y anti-


https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvKolsR86OWJxLQbvToIOOkoXkI5XA:1635136310143&q=plectranthus+amboinicus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiHiLO33eTzAhWpSDABHSfFASEQkeECKAB6BAgBEDU
https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvKolsR86OWJxLQbvToIOOkoXkI5XA:1635136310143&q=plectranthus+amboinicus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiHiLO33eTzAhWpSDABHSfFASEQkeECKAB6BAgBEDU

sangrantes, ademas, se la puede emplear como agente cicatrizante interno y

externo de heridas (Blanco et al., 2008 citado por Matos, 2022).

La determinacion de la funcidon biolégica se realizara mediante un tamizaje
fitoquimico a los diferentes extractos para determinar qué compuestos bioactivos
estdn presentes, ademas de conocer si posee efectos antioxidantes vy
antimicrobianos las cuales permitiran potenciar su consumo tradicional y llegar a
valorarlos como una fuente de ingredientes nutricionales y se estableceran
de manera in vitro, por ende se determinara el grado de toxicidad que podrian tener
los diferentes extractos para medir en relacion al factor de seguridad.

Para la seleccion de especies en estudio se parti6é de la disponibilidad en el medio,
ademas, de ser parte de un plan de muestreo del proyecto institucional. Es por ello
gue se pretende obtener a través de esta investigacion la caracterizacion de los
principios activos presentes en las plantas para el surgimiento de nuevos

ingredientes en la produccién de alimentos funcionales.

La presente investigacién esta enmarcada en un proyecto institucional sobre la
“Aplicacion de principios activos de plantas silvestres para una bebida funcional en
el mejoramiento de la calidad de la cadena de valor de productores de pequefa
escala” el cual tiene como propdsito caracterizar estos compuestos activos
(alcaloides y taninos) para que puedan ser utilizados en proximas investigaciones
en determinados productos. De acuerdo con Noles (2018) los taninos sirven como
defensas naturales privando al microorganismo de un medio apropiado para que
pueda desarrollarse. Aproximadamente se han identificado de un 25 a 50% de
farmacos derivados de plantas permitiendo la sintesis de compuestos quimicos,
evidenciandose una gran cantidad de metabolitos secundarios como taninos,
terpenoides y alcaloides que poseen una actividad antimicrobiana in vitro (Torres,
2014 citado por Noles, 2018).



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la funcién bioldgica y toxicidad del extracto de tres plantas silvestres
(Petiveria alliacea, Plectranthuns amboinicus y Plantago major) que cumplan con

los requerimientos minimos en el desarrollo de alimentos funcionales.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la presencia de metabolitos secundarios mediante tamizaje
fitoquimico de los diferentes extractos por su importancia en las funciones

bioldgicas.

e Determinar la relacion dosis respuesta in vitro para conocer su actividad

biolégica (antioxidante y antimicrobiana).

e Estimar la seguridad de los extractos mediante ensayos de toxicidad en

estudios in vitro.
1.4. HIPOTESIS

Al menos uno de los tres tipos de extractos (orégano orejon, llantén y zorrilla)

poseen actividad biolégica y una capacidad toxicoldgica segura.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PLANTAS SILVESTRES

Son especies nativas que crecen de forma espontdnea, aunque su gestién sea
intensa, como las especies domésticas introducidas que han terminado por
naturalizarse (Menéndez, 2015). De acuerdo con Buitron (1998) citado por Sanchéz
y Zambrano (2005) estas plantas se utilizan como materia prima, en forma de
extractos, semi purificada 0 como sustancias quimicas puras o semisintéticas.

Las plantas silvestres siempre han formado parte de la cultura alimenticia de los
pueblos, especialmente de las sociedades indigenas. Andlisis nutricionales
realizados a plantas silvestres comestibles demuestran que estas presentan niveles
superiores de nutrientes y elevados componentes energéticos. Ademas de niveles
considerables de proteinas, esto en comparacion a las plantas de cultivos
tradicionales (Charpentier, 1991 citado por Castillo y Caceres, 2009). Estas plantas
presentan sustancias bioactivas, responsables de diversas actividades bioldgicas,
las cuales varian en su proporcion, pureza y concentracion dependiendo de la
especie, de la época del afio en que se cultivd y recolecté la planta y de su parte
utilizada (Lépez et al., 2013).

En el pais existen especies de plantas silvestres Unicas y exoticas propias del
entorno, las sustancias contenidas en ellas se pueden emplear para propésitos
terapéuticos o cuyos principios activos puedan servir de precursores para la

elaboracion de productos en la industria farmacéutica y alimentaria.
2.1.1. ZORRILLA

La zorrilla (Petiveria alliacea L.) es una planta perteneciente a la familia
Phytolaccaceae, generalmente utilizada en la medicina tradicional y segun estudios
cientificos es una planta promisora por la presencia de metabolitos secundarios
(Hernandez, 2021). Esta planta se encuentra en patios y jardines, Lépez y Prado
(2018) sefialan que esta planta contiene metabolitos secundarios como taninos,
alcaloides, flavonoides, triperpenos, lactonas, cumarinas y esteroide, ademas,

existen reportes de saponinas, cianogenéticos, glicésidos cardiotonicos, etc



Sariego et al. (2015) mencionan que la zorrilla posee una composicion quimica
peculiar de compuestos sulfurados, los cuales presentan propiedades
antimicrobianas que le confieren la posibilidad de actuar en la fitorremediacion,
ademas, contienen flavonoides y polifenoles que funcionan como fitoalexinas en
respuesta al ataque microbiano, sin embargo, no se han estudiado la efectividad in
vitro de estos compuestos, ni su posible efecto sinérgico en la actividad
antimicrobiana atribuida a la planta. Mientras que Guedes et al. (2009) citado por
Flota et al. (2021) indican que el extracto de Petiveria alliacea ha demostrado
poseer propiedades antimicrobianas y antifingicas contra microorganismos como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y diversas

especies de Candida spp.
2.1.2. OREGANO

Es una planta perenne perteneciente a la familia Lamiaceae, sus hojas son de color
verde claro, textura peciolada y ovalada. Entre sus primordiales propiedades se
encuentra la de conservador de alimentos, anticancerigeno, plaguicida y
antimicrobiano (Morales et al., 2021). Mientras que Acosta et al. (2021) acota
diciendo que esta planta se cultiva en abundancia a escala doméstica en
poblaciones rurales y urbanas.

Para Valencia y Quintero (2022), el carvacrol y el timol son los compuestos que se
encuentran en mayor cantidad en el Plectranthus amboinicus, a las cuales se les
atribuye propiedades antisépticas, bactericidas y antioxidantes, ademas, contienen
flavonoides y terpenos que son inhibidores de bacterias Gram positivas y negativas.
Ademas, Ayala (2001) citado por Caice (2019) argumenta que el extracto tiene una
actividad bactericida en bacterias patdgenas, alterando la permeabilidad de la
membrana celular.

Esta planta es muy apetecible por sus diversos usos tanto medicinales como
alimentarios. Desde la perspectiva de Garcia (2019) esta planta se la usa en la
medicina popular para combatir enfermedades tales como el frio, asma,
estrefiimiento, cefalea, tos, fiebre y enfermedades de la piel; asi mismo, en sus
hojas se reporta la presencia de monoterpenoides, diterpenoides, triterpenoides,

sesquiterpenoides, fenoles, flavonoides y ésteres.



2.1.3. LLANTEN

Es una herbacea perenne, de tallos subterraneos no ramificados, ademas, es una
planta facil de obtener y es comercializable gracias a sus propiedades
antiinflamatoria, antibacteriana, astringente y antihemorragica; también se lo
emplea como cicatrizante de heridas, tanto interno como externo. Esta planta
reporta la presencia de mucilagos, pectinas, flavonoides, taninos, un glucosido
denominado aucubdsido (aucubina) y otro llamado catalpol (Machado, 2017). Asi
mismo, Blanco et al. (2008) citado por Matos (2022) atribuye que adicionalmente
contiene alcaloides vegetales e indoxantina, vitamina C que se encuentra en las

hojas, pocas sales minerales, ademas, abundancia de potasio.

Por otro lado, Cipra (2018) menciona que el Plantago major tiene principios activos
como mucilagos, pectinas, flavonoides, taninos, un glucésido denominado
aucubosido (aucubina) y otro llamado catalpol, también su principal metabolito es

la aucubina quién es responsable de la actividad antibacteriana.
2.2. PRINCIPIOS ACTIVOS

Son sustancias que se encuentran en diferentes partes de las plantas y funcionan
como droga o medicamento para mitigar enfermedades, ademas; desempefian
acciones farmacoldgicas sean estas beneficiosas o perjudiciales para un organismo
vivo (Hidalgo, 2019). De la misma manera Gomez (2016) indica que estos principios
pueden cambiar a lo largo de una misma especie y en una misma planta debido a
causas como época del afio y caracteristicas del suelo, asi mismo, los estimulos
guimicos a que es sometida la planta en los niveles de ciertos componentes.

Los principios activos son moléculas del fruto del metabolismo en los organismos
vegetales, los cuales brindan una actividad farmacolégica. Entre los principales
principios activos destacan los terpenos, compuestos fendlicos, flavonoides,
taninos, aceites esenciales, alcaloides y lactonas (Herrera, 2020).

Para la determinacion de los compuestos bioactivos se realiza un tamizaje
fitoquimico en donde existe un ensayo diferente para identificar la presencia de
cada uno de los compuestos.



2.2.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Tenorio (2020) describe al tamizaje fitoquimico como el inicio de la investigacion
fitoquimica, permitiendo determinar cualitativamente los principales componentes
guimicos de una planta, siendo estudios rapidos y sencillos con reacciones
sensibles, reproducibles y de bajo costo. Del mismo modo Pujol et al. (2020) indican
gue el tamizaje fitoquimico se basa en la determinacién de los metabolitos
secundarios mediante reacciones y analisis quimicos en los extractos naturales de

las plantas.
ALCALOIDES

Kennedy (2019) menciona que los alcaloides son un conjunto de compuestos con
un peso molecular bajo, con uno 0 mas atomos de nitrdgeno, exclusivamente como
parte de un grupo amino. En las plantas se desempefian como defensivos y toxicos
contra insectos herbivoros e invertebrados. Los alcaloides en las personas tienen
una interaccion con neurotransmisores ejerciendo respuestas psicologicas y
fisioldgicas, son tOxicos al usarse en altas dosis adhiriéndose al higado, por lo
contrario, al usar dosis bajas y controladas funcionan como relajantes,

tranquilizantes, analgésicos y sedantes (Ruiz, 2019).
TANINOS

Ochoa y Sarmiento (2018) definen a los taninos como compuestos fendlicos que
forman parte de las plantas, su estructura es compleja proveniente de la union de
fenoles y azucares. En las plantas se desempefian como mecanismo de defensa
ante los insectos herbivoros e invertebrados, mientras que, en los humanos
funcionan de una manera beneficiosa como los taninos en el vino, los cuales
impiden la creacion de endotelina-1, que es una molécula que provoca
vasoconstriccion.

Por otro lado, Martinez et al. (2017) indican que, al usar niveles adecuados de
taninos en la dieta, respalda parte del nitrégeno y favorecen su utilizacion en el
tracto posterior, modificando las rutas de excrecién del nitrogeno, disminuyendo la
cantidad eliminada en la orina e incrementandose la excrecion en las heces, lo que

implica tener efectos importantes en el suelo.
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Los taninos son importantes en la funcién antioxidante porque son capaces de
captar radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica, ademas inhiben la
autooxidacion del acido ascorbico (Vitamina C). Al mismo tiempo, se pueden
emplear los taninos en la funciébn antibacteriana puesto que priva a los
microorganismos del medio adecuado para que puedan proliferar (Cardenas,
2017).

2.3. FUNCION BIOLOGICA
2.3.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Neha et al. (2019) citado por Abril (2021) describe a los antioxidantes como
sustancias que retardan o evitan la oxidacion significativa de las biomoléculas
organicas e inorgénicas, los antioxidantes provienen de sustancias naturales y son
fundamentales en la formulacion de medicamentos en el campo de la medicina
como antiinflamatorios, antidiabéticos, en la defensa contra enfermedades
cardiovasculares o de neuro y hepatoprotectores; ademas, se utiliza en la industria
farmaceéutica, nutraceutica y cosmeética. Ademas, Heés et al. (2019) citado por Abril
(2021) mencionan que la principal fuente de antioxidantes son las plantas, por su
contenido de compuestos bioactivos como flavonoides, terpenos, acidos grasos,
polisacéaridos, esteroles, carotenoides y enzimas.

Los antioxidantes protegen a los sistemas biolégicos de la oxidacion, inhibiendo la
produccion de radicales libres y capturandolos para evitar la cadena de reaccién o
restaurando el deterioro causado por los mismos. En los seres humanos contribuye
al fortalecimiento de la inmunidad innata del cuerpo humano frente a enfermedades
cronicas o relacionadas con la edad, impidiendo los efectos nocivos de los radicales
libres y reduciendo con esto el impacto del fotoenvejecimiento de las células
cutaneas (Khan y Ahmad, 2020 citado por Abril 2021).

Por otro lado, Tubay, (2018) manifiesta que, la determinacién de la actividad
antioxidante es imprescindible debido a que hay muchos agentes antioxidantes
naturales como el acido ascérbico (vitamina C), glutation (GCH), a- tocoferol
(vitamina E), carotenoides y flavonoides, para su aplicacion en la industria
alimentaria en donde ya se han obtenido resultados favorables.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH

Para determinar la actividad antioxidante se la utiliza el método DPPH el cual fue
propuesto por Blois en 1958, en donde demostro por primera vez la capacidad del
radical libre DPPH para aceptar un atomo de hidrogeno (H) proveniente de una
molécula de cisteina. El procedimiento original para el ensayo DPPH ha sido
adoptado por muchos laboratorios en donde se han realizado modificaciones a
conveniencia (Tovar, 2013).

El ensayo DPPH, permite evaluar la actividad de compuestos especificos o
extractos usando el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en una
solucion metandlica. La reduccion del DPPH se monitorea por la disminucion en la
absorbancia a una longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el
DPPH absorbe a 515 nm y cuando sufre reduccién por un antioxidante, esta
absorcion desaparece. En consecuencia, la desaparicion del DPPH proporciona un
indice para estimar la capacidad del compuesto para atrapar radicales (Gallego,
2016).

2.3.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Es la capacidad de impedir la proliferacion de bacterias que pueden provocar
infecciones graves o incluso la muerte de los seres humanos. Alrededor del 60 %
de la poblacion mundial utiliza plantas naturales y productos derivados de ellas para
tratar diversas enfermedades y entre el 60 y 80 % de farmacos antibacterianos y
de anticancerigenos son derivados de productos naturales (Garcia, 2015).

Las plantas son ricas en una amplia variedad de metabolitos secundarios, tales
como taninos, alcaloides, terpenoides, y flavonoides, que presentan propiedades
antimicrobianas in vitro (Cardenas, 2017). Por lo consiguiente, Sariego et al. (2013)
reportan estudios de extractos de las hojas de Petiveria alliacea mostrando una
actividad antimicrobiana frente a bacterias gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus faecalis). En el caso del
Plectranthus amboinicus también se reportan actividades antimicrobianas (Acosta
et al., 2021) y el Plantago major el principio activo con actividad antimicrobiana es
la aucubigenina (Acosta et al., 2019).
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La prueba de difusion en disco (Kirby-Bauer), es la capacidad de muchos agentes
antimicrobianos de difundir en el agar creando un gradiente continuo de
concentracion. Si el disco que contiene el antimicrobiano se deposita sobre una
placa recién inoculada, se producira la inhibicion del crecimiento del
microorganismo analizado en un punto del gradiente y dard como resultado un area
concéntrica al disco de inhibicion del crecimiento (Morales, 2015 citado por
Sabando, 2020).

Para la determinacién de la actividad antimicrobiana se llevo a cabo con bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

2.4. TOXICIDAD

Desde la perspectiva de Soler et al. (2009) las plantas tienen el potencial curativo
de ciertas dolencias y enfermedades, también poseen el potencial de producir dafio,
toxicidad y muerte. Por lo tanto, es de vital importancia desarrollar estudios que
permitan determinar los efectos téxicos y dosis correspondientes. Por su parte
Robles et al. (2015) mencionan que las plantas poseen metabolitos secundarios
gue contienen funciones ecoldgicas que intervienen en defensa de ellas, actuando
como atrayentes y repelentes de animales, generando sabores amargos
haciéndolas indigestas o venenosas ante diferentes organismos. Para poder
consumir o aplicar los metabolitos secundarios, se necesita determinar dosis

adecuadas que eviten efectos toxicos a los seres humanos.



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La extraccion etandlica se efectu6 en el laboratorio de Bromatologia de la carrera
de Agroindustria en la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi
“‘Manuel Félix Lopez”, en el Sitio El Limén a 2 Km de la ciudad de Calceta, entre las
coordenadas 0°49°23"" de latitud sur y 80°11°1" de longitud oeste a una altitud de
22 msnm. Por otra parte, la determinacion de cada uno de los andlisis propuestos
en los objetivos: tamizaje fitoquimico (alcaloides y taninos), actividad antioxidante,
actividad antimicrobiana y la presencia de toxicidad, se desarrollo en los
laboratorios de la Universidad Técnica de Manabi extension Chone, Facultad de
Ciencias Zootécnicas, ubicada en la provincia de Manabi, Cantén Chone, en el sitio
Anima Km. 2 ¥ Via Boyaca Mz 30-36. Geogréaficamente esta a 0 grado 41 minutos
y 17 segundos de latitud Sur y a 80 grados 7 minutos y 25.60 segundos de longitud

oeste.
3.2. DURACION

El desarrollo de la presente investigacion tuvo una duracién de 24 semanas, a partir
de agosto del 2022.

3.3. METODOS
3.3.1. DESCRIPTIVO

Para Espada (2021) este método permite recopilar datos cuantificables los cuales
se pueden estudiar con fines estadisticos en una poblacion objeto. Este método es
muy util en cualquier estudio, sea cual sea su naturaleza, simplemente se debe

recopilar la informacién adecuadamente.
3.3.2. ANALITICO

Permitid analizar la actividad antimicrobiana y antioxidante, y la toxicidad de los
diferentes extractos de las tres plantas silvestres. De acuerdo con Rodriguez (2019)
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el método analitico principalmente se utiliza para encontrar evidencia que apoye a
las investigaciones para hacerlas mas veraz o crear nuevas ideas acerca de una

materia concreta.
3.3.3. METODO BIBLIOGRAFICO

Permitié recopilar conceptos con el objetivo de adquirir un conocimiento
sistematizado (Salas, 2019). Se obtuvo informacion de fuentes de repositorios de

tesis de diferentes Universidades y de revistas cientificas.
3.3.4. METODO EXPERIMENTAL

Es una técnica estadistica sistematica cuyo objetivo es realizar una serie de pruebas
en las que se inducen cambios deliberados para averiguar si determinados factores
influyen en la variable de interés o de estudio (Gonzalez, 2014). Este disefio
experimental se utilizé para medir la funcidén biolégica (actividad antimicrobiana y

actividad antioxidante) y la toxicidad.
3.4. TECNICAS
3.4.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Para la determinacion del tamizaje fitoquimico (alcaloides y taninos) los analisis se
desarrollaron en los laboratorios de la Universidad Técnica de Manabi aplicando la
prueba de Wagner para alcaloides y el ensayo de cloruro férrico para taninos. Las
pruebas fitoquimicas se ejecutaron a los extractos de las plantas en estudio con la

metodologia descrita por Ramos y Sol6rzano (2016) con algunas modificaciones.
DETERMINACION DE ALCALOIDES. PRUEBA DE DRAGENDORFF

Se agreg6 1 mL del extracto a un tubo de ensayo para posteriormente acidificar el
medio con tres gotas de acido clorhidrico concentrado. Luego se coloco6 3 gotas de
reactivo de Wagner, para proceder a observar los cambios de color, en el cual se
considerara positivo en los siguientes rangos: presencia de opalescencia (+),

presencia de turbidez definida (++) y presencia de precipitado (+++).
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DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y/O TANINOS. ENSAYO DE
CLORURO FERRICO.

Se utilizé 1 mL del extracto en un tubo de ensayo y se le adicion6 100 uL de solucién
de cloruro férrico al 5 % en una solucién salina fisiologica. La prueba se considera

positiva (+++) cuando la solucion es de color: rojo vino, verde intenso o azul.
3.4.2. FUNCION BIOLOGICA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH

Para la determinacién de la actividad antioxidante se utilizé el método del DPPH

descrito por Mimica-Duki¢ (2003) citado por Vera et al. (2021) con modificaciones.

Como primer punto se preparo una solucion de 2 mM de DPPH (Sigma Aldrich) en
metanol y se dej6 incubar por 24 horas en la oscuridad. Después, a partir de una
solucion stock de los diferentes extractos con una concentracion de 10000 ppm en
metanol, se realizaron diluciones de 200 ppm para llantén y orégano y 400 ppm
para zorrilla. Para la medicion de la actividad antioxidante, se afiadio 1 mL de
solucién del DPPH a 1 mL de las diferentes muestras preparadas y se dejo reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Posteriormente, se
medira la absorbancia en un espectrofotometro UV-vis (modelo Genesys 180,
marca ThermoFisher) a una longitud de onda de 517 nm utilizando una curva de
calibracion Trolox (1,25; 2,50; 5; 10; 15; 20 y 25 ym). La concentracion inhibitoria
media, se obtendra graficamente con los valores del porcentaje de inhibicion
determinado por la ecuacién 1 y las concentraciones de las soluciones preparadas.

Para esto se utilizé el software Origen Lab2019.

Ecuacién 1. Determinacion Antioxidante.

Abs. control — Abs. muestra
%Inh = * 100 [1]
Abs. control

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE DIFUSION EN DISCO
(KIRBY-BAUER)

Se realizo la inoculacion y siembra sobre la superficie de los agares Mueller Hinton

para las bacterias: Escherichia coli y Staphylococcus aureus, cada una de ellas por
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separado; cepas pertenecientes al laboratorio de Microbiologia de la carrera de
Pecuaria de la ESPAM MFL.

Primero se procedié a preparar las concentraciones de 50 % y 100 % de los
extractos, para esto se utilizé6 agua destilada. Para la concentracion de 50 % se
utilizé 1 mL de extracto con 1 mL de agua destilada, mientras que, para la
concentracion de 100 % simplemente se utilizd 2 mL de extracto. Luego se
impregnan 50 L de las diferentes concentraciones de los extractos, en cada uno
de los discos de papel filtro y se colocé sobre la superficie de la placa de agar
inoculada. Luego se incubaron invertidas a 352 °C por 8 horas, posteriormente se
midié los halos de inhibicidn incluyendo el didmetro de los discos; esto se lo efectud
basandose en el estudio de Sanchez et al. (2016) citado por Sabando, (2020) con

algunas modificaciones.

3.4.3. DETERMINACION DE TOXICIDAD POR EL METODO DE
REDUCCION DE RESAZURINA

Para la determinacion de la toxicidad de los extractos de llantén, orégano y zorrilla,
se utilizo el método de reduccion de resazurina desarrollado por Liu (1986) citado

por Vera et al. (2021) con algunas modificaciones.

Para este ensayo se prepar6 un cultivo bacteriano en el que se transfirié una colonia
del microorganismo seleccionado (E. coli) a 100 mL de caldo nutriente (Mueller
Hinton Broth), se cubri6 y se colocé en una incubadora durante 18 horas a 37°C.
Una vez transcurrido el tiempo, se debe transferir 15 mL del caldo en condiciones
asépticas a tubos de ensayo y llevarlos a centrifugar a 4000 rpm por 5 minutos, el
sobrenadante de los tubos se descarta y el precipitado se suspende en una solucién
salina fisiologica para volver a centrifugar, repitiendo este proceso hasta que el
sobrenadante este transparente. A continuacion, se mide la absorbancia de la
suspension de microorganismos a 600 nm y se realizan diluciones seriadas a las
que se miden las absorbancias y en paralelo se siembran en agar estandar (Sigma-
Aldrich) con el fin de construir una grafica de UFC/mL vs absorbancia, con esto se
calculo el factor de dilucidn necesario para obtener una suspensién con una

concentracion de 106 UFC/mL.
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Se preparan las diluciones de los extractos y el DMSO (dimetil sulfoxido) al 10 %
v/v (2000, 3000, 4000, 5000, 6000 y 7000 mg/mL). Para el andlisis de las muestras,
en un tubo de ensayo se colocaron 300 pL de caldo nutriente, 250 pL de extracto,
500 pL de solucion salina, 100 pL de suspensién bacteriana de 106 UFC/mL y 100
pL de resazurina. Los tubos se deben homogeneizar e incubar a 37°C durante 5
horas. Pasado el tiempo establecido, se leen las absorbancias a una longitud de
onda de 600 nm, y para determinar la concentracion letal media (DL50) se
determind segun el cambio de resazurina (azul) a resazurina (rosa) expresada
como porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano. El calculo del valor de
DL50 se realiz6 a través de la ecuacion 2, obtenida por ajustando los datos

obtenidos en un modelo dosis-efecto realizado con el software Origen Lab2019.

Ecuacién 2. Determinacion de Toxicidad.

(Absctrl react.” Absctrl m.o.) - (Absctrl react.” Abssample )

% de Inh =
(Absctrl react.” Absctrl m.o.)

*100 [2]

3.5. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores en estudio dentro de esta investigacion fueron los siguientes:
e Factor A: Extractos de plantas silvestres
e Factor B: Porcentaje de concentracion de los extractos aplicados

3.6. TRATAMIENTOS

Tabla 1. Detalle de los tratamientos

Tratamientos (TipoFggt:;tﬁacto) (% de E:r(:::z;ﬁ'acién) =
T1 Llantén 50
T2 Llantén 100
T3 Orégano orejon 50
T4 Orégano orejon 100
T5 Zorrilla 50

T6 Zorrilla 100
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3.7. DISENO EXPERIMENTAL

Se aplico un Disefio Completamente al Azar (DCA) en arreglo bifactorial AxB,

dispuesto en tres tipos de extractos; constituyéndose el tipo de extracto o funcion

principal, por tres tipos de plantas silvestres (llantén, Orégano orejon, Zorrilla).

Tabla 2. Esquema del ADEVA bifactorial AxB

FUENTE DE VARIABILIDAD GL.
TOTAL 23
EXTRACTO DE PLANTAS SILVESTRES (A) 2
PORCENTAJE DE CONCENTRACION DE LOS 1
EXTRACTOS (B)
INTERACCION AxB 2
ERROR 18

Fuente: Los autores.

3.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

Para dar cumplimiento con los objetivos establecidos en esta investigacion se
procedié de la siguiente manera:

Se procedié como primer punto la obtencién de los diferentes extractos etandlicos,
el desarrollo de esta actividad se realizo siguiendo la metodologia de Espinoza y

Pincay (2022) con algunas modificaciones.

Recepcidn y clasificacion de las materias primas: Las hojas de las plantas en
estudio fueron recolectadas de diferentes lugares de la ciudad de Calceta, estas
fueron recolectadas en la mafiana para que estuvieran frescas y luego llevadas
hasta el laboratorio de Bromatologia de la Carrera de Agroindustria. Se
seleccionaron las hojas que presentaron las mejores apariencias para continuar

con el proceso.

Una vez escogida la materia prima de mejor apariencia se procedi6 a lavar las hojas
en un recipiente con agua para eliminar las impurezas presentes en ellas,
posteriormente se colocaron en papel absorbente con la finalidad de succionar el

agua presente en la superficie de las hojas
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Desecacion: Las hojas fueron llevadas a la estufa a una temperatura de 60 °C por
45 minutos, en el caso del orégano este tuvo un tiempo de 3 horas puesto que esta
planta contiene mas humedad, transcurrido este tiempo y comprobando que las

hojas estuvieran bien secas.

Molido del material vegetal: Por cada material vegetal se disminuye el tamafio de
particula hasta obtener un polvo. Esto se realiz6 con una licuadora tomando en
cuenta la ley de Fick, la cual indica que, mientras mayor es el grado de division de
la muestra, mayor sera la superficie entre las fases de extraccion y por tanto, mayor
sera la difusion a través de la membrana porosa; es decir que, durante la destilacion
en el proceso de extraccion, el etanol entrara en intimo contacto con el tejido de las

hojas.

Pesado: Una vez obtenido el material vegetal en pequefas particulas se procedio
a pesar 5g en una balanza analitica y agreg6 en cartuchos elaborados a partir de

papel filtro y sellados con grapas. En total se realizaron 3 cartuchos por cada planta.

Maceracion y extracciéon por método soxhlet: Se utilizé el método de maceracion
con la intencion de extraer los principios activos sin someter los extractos a altas
temperaturas por tiempos prolongados, considerando la existencia de principios
activos termolabiles. Se efectuaron dos tipos de maceracién (alcohdlica y acuosa),
la alcohdlica se realiz6 con los cartuchos elaborados con 5 g de muestra y 200 mL
de alcohol potable al 96 % de pureza, método que se llevo a cabo en una estufa
durante 36 horas a 50 °C; mientras que, en la acuosa se agregaron 25 g de muestra
y 200 mL de agua esterilizada, de igual forma se llevd a cabo en la estufa en un
tiempo de 48 horas a 50 °C. Cabe mencionar que estas muestras fueron selladas

con papel aluminio.

Una vez realizada la maceracion se continud con la extraccion en el equipo Soxhlet,

el cual se llevo a efecto a temperaturas no mayores a 150 °C durante 5 corridas.

Evaporacién del alcohol: Una vez realizada las corridas en el equipo Soxhlet, se
procede a llevar las diferentes muestras al equipo rotaevaporador con el objetivo

de evaporar el alcohol que aun contenia y asi obtener el extracto final.
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Envasado: Finalmente, los extractos de cada planta se envasaron en frascos
oscuros de 50 mL y se almacenaron a una temperatura de entre 4 y 7 °C para asi

no perder sus propiedades.

Para el cumplimiento de cada uno de los objetivos los extractos fueron llevados
hasta los laboratorios de la Universidad Técnica de Manabi extension Chone,
Facultad de Ciencias Zootécnicas, alli se procedi6é a realizar cada uno de los

analisis a los diferentes extractos.
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3.7.2. DIAGRAMA DE PROCESO EN LA OBTENCION DE EXTRACTOS

Material vegetal Orégano
orejon, llantén y zorrilla

()
A

Recepcion y clasificacion

Lavado

Agua
C
Estufa
2
N/
Licuadora

Balanza analitica +
cartuchos de papel
filtro

0

Etanol al 96 %

©

Rota evaporador

Muestras

Envases de vidrio

oscuros

©

Agua con impurezas E1>

Desecacion
65 °C - 45 min

Molido

Pesado

Maceracion
48 h - 50 °C, extraccion por Soxhlet

Evaporacion

©
v/

Alcohol E2>

Envasado

Almacenado
(4-7 °C)

Figura 1. Diagrama de proceso en la obtencion de extractos
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3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL

Se realizaron cuatro réplicas por cada tratamiento, obteniendo un total de 24

unidades experimentales. A continuacion, el detalle se evidencia en la siguiente

tabla.
Tabla 3:Unidad experimental
Materias primas
Denominacion Nombre cientifico Cantidad Unidad Réplicas Total
TANINOS Y ALCALOIDES
Llantén 1 mL
Orégano Orejon 1 mL
Zorrilla 1 mL
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Llantén 1 mL
Orégano Orejon 1 mL
Zorrilla 1 mL
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Llantén 2 mL
Orégano Orejon 2 mL
Zorrillo 2 mL
TOXICIDAD

Llantén 2 mL
Orégano Orejon 2 mL
Zorrilla 2 mL

Fuente: Los autores

3.9. VARABLES A MEDIR

e Tamizaje Fitoquimico
e Actividad antioxidante y actividad antimicrobiana

e Toxicidad
3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de las variables en estudio se utiliz6 el programa
Statgraphics y se realizaron las siguientes pruebas:
e Supuestos del ADEVA: lo que permiti6 determinar la normalidad

(ShapiroWilk) y homogeneidad (Levene) de los datos.
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Analisis de varianza (ADEVA): permitio estudiar si el factor influy6é sobre la
variable respuesta.
Prueba de Tukey nivel de significancia (p<0,05) se realizé para establecer la

diferencia significativa entre tratamientos.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO

En la tabla 4 se muestran los resultados de los analisis de alcaloides y taninos,
realizados a los tres extractos de plantas silvestres (llantén, orégano orejon y
zorrilla) obtenidos en el laboratorio de bromatologia de la ESPAM MFL. Los analisis
de alcaloides dieron negativo para todos los tres extractos, reflejando la ausencia
de estos compuestos; mientras que para los analisis de taninos los extractos de
orégano orejon y llantén dieron positivo (reportando presencia) a excepcion del

extracto etanolico de Zorrilla que reporto ausencia o resultado negativo.

Tabla 4. Presencia o ausencia de metabolitos secundarios

Analisis  Extracto etandlico de Orégano orejon Extracto etanélico de Extracto etandlico de
(Plectranthus amboinicus) Llantén (Plantago major) Zorrilla (Petiveria alliacea)
Alcaloides - - -
Taninos +++ ++ -

Leyenda: (-): Ausencia de metabolito secundario; (+): Bajo contenido del metabolito secundario; (++): Contenido leve
del metabolito secundario; (+++): Abundante contenido del metabolito secundario.
Fuente: Los autores.

Arogbodo et al. (2022) obtuvo resultados similares del extracto etandlico de
Petiveria alliacea en lo que respecta a alcaloides y en taninos obtuvo variabilidad
debido a que present6 contenido leve, mientras que Trevisan et al. (2022) mostro
contenido leve en taninos y abundancia de alcaloides en extractos hidroalcohdlicos.
En cuanto a los resultados de Plectranthus amboinicus Maldonado et al. (2020) e
Ismayil y Nimila (2019) tuvieron ausencia de alcaloides y taninos, siendo diferentes
los resultados de taninos en comparacion a nuestra investigacion. Por ultimo, Caro
(2018) reporto resultados de ausencia en alcaloides y abundancia de taninos en

extractos acuosos de Plantago major.

Los resultados negativos o de ausencia de alcaloides en los tres extractos de
plantas silvestres guardan relacion con lo citado en la investigacion por Inga y
Maldonado (2022), quienes manifestaron que la presencia de alcaloides esta

asociado generalmente a la presencia de un compuesto llamado galantamina
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destacando que ciertas plantas silvestres como el llantén y la zorrilla no contienen
galantamina, pero sin embargo pueden ser utilizadas para tratar enfermedades

endémicas en el Ecuador (Mosquera, 2022).

Los taninos y los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en las plantas y juegan un papel destacado en las estrategias generales
de defensa de las plantas, ademas de contribuir a la calidad de los alimentos, bajo
lo citado anteriormente se argumenta que en la presente investigacion se obtuvo
resultados positivos para taninos en los extractos de orégano orejon y llantén
(Quetin et al. 2017).

En lo que respecta a la planta silvestre zorrilla, la misma presenté ausencia de
taninos. Segun Quevedo y Leodn (2022), el dibencilico trisulfuro es uno de los
principales compuestos activos que se encuentran en el anamu o zorrilla, aunque
también posee otros compuestos como triterpenos, polifenoles, compuestos de
azufre y esteroides, sin embargo, no se les ha comprobado efectividad al ser

purificados en este caso con el etanol.

4.2. RESPUESTA IN VITRO PARA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

4.2.1. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Los datos obtenidos para la capacidad antioxidante no cumplieron con el supuesto
de normalidad (tabla 5), por lo que los resultados para esta variable fueron

analizados mediante via no paramétrica.

Tabla 5. Supuesto de normalidad para la variable de capacidad antioxidante

Normality Test (Shapiro-Wilk)

ACT. ANTIOXIDANTE 0.816 0.014

En la tabla 6 se muestra el promedio de los resultados obtenidos de la evaluacion
de la capacidad antioxidante de los extractos de llantén, orégano orejon y zorrilla.
El extracto de orégano orejon presento el valor mas alto con un promedio de 114,85

(umol equivalente a Tx/ g MS), en comparacion de los extractos de llantén y zorrilla
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que presentaron valores de 23,25 (umol equivalente a Trolox/ g de muestra seca)
y 14,94 respectivamente (umol equivalente a Tx/ g MS). La actividad antioxidante
se atribuye principalmente a los metabolitos secundarios analizados en el tamizaje
fitoquimico, ademas es importante mencionar que la diferencia de promedios de
capacidad antioxidante en los diferentes tipos de extractos, se debe principalmente
a la solubilidad que presentan cada una de las plantas silvestres evaluadas (Tufinio
et al., 2021).

Tabla 6. Contenido promedio de la capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos de llantén, orégano orején y zorrilla.

Promadio Desviacion  Coeficiente
TIPOS DE EXTRACTOS Recuento (umol Tx/g , S
MS) Estandar de Variacion
Llantén 4 23,25 4,15 17,86%
Orégano orején 4 114,85 0,76 0,66%
Zorrilla 4 14,94 0,71 4,73%
TOTAL 12 51,01 47,33 92,79%

La prueba de Kruskal-Wallis aplicada sobre la relacion dosis-respuesta in vitro de
la actividad antioxidante se observa en la tabla 7. Los resultados obtenidos
muestran un nivel de significancia de 0,007 (p_valor<0,05); por lo tanto, existe
diferencia estadistica entre los valores de umol Tx/g MS (capacidad antioxidante)

en los tres tipos de extractos.

Tabla 7. Prueba de Kruskal-Wallis para los tres tipos de extractos

TAMANO
TIPOS DE EXTRACTOS DE RANGO PROMEDIO

MUESTRA

Llantén 4 6,5

Orégano orején 4 10,5

Zorrilla 4 25

Estadistico 9,84615
Valor-P 0,00727671

En la investigacion de Afroditi et al. (2023), se obtuvieron valores de capacidad
antioxidante bajo el método DPPH) en diferentes variedades de orégano (entre
ellos el orégano cubano o Coleus amboinicus), con valores de 108,5 y 108,6 en
pumol equivalente a Trolox /g de muestra seca (MS), estos resultados concuerdan
con los obtenidos en la presente investigacion, evidenciando asi en el extracto de
orégano orejon una capacidad antioxidante promedio de 114,85 umol equivalente

a Trolox/ g de muestra seca (grafico 1). Es importante destacar que Plectranthus
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amboinicus (Orégano orejon), posee aceites esenciales como carvacrol, timol y
eugenol; mismos que presentan un potencial de estabilizacion de radicales libres,

siendo incluso similares ciertos antioxidantes sintéticos como BHA Y BHT.

En lo que respecta al extracto de llantén (Plantago major), investigaciones como la
de Rodriguez et al. (2022), han demostrado la presencia de mucilagos, pectinas,
flavonoides, taninos, entre otros que le confieren capacidad antioxidante, lo que
concuerda con Babak (2022), quienes en su investigacion citan que el extracto
metandlico de llantén muestra actividad eliminadora de radicales DPPH bastante
fuerte, es decir mayor poder de reduccion de radicales libres.

Grafico Caja y Bigotes

120

100

80

60

40

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

20

Llantén Orégano O. Zorrilla
EXTRACTOS

Grafico 1. Diagrama de cajas y bigotes para la capacidad antioxidante de los extractos de llantén, orégano orejon y
zorrilla

Asi mismo Babak (2022), obtuvieron en su investigacion sobre las propiedades
antioxidantes de las especies de Plantago (entre ellas P. major,), un valor promedio
de capacidad antioxidante de 24+1 umol equivalente a Trolox /g de muestra seca
(MS). Este resultado reportado, se encontr6 muy similar al establecido en la
presente investigacion para el extracto de llantén, cuyo valor promedio de
capacidad antioxidante fue de 23,25 umol equivalente a Trolox/ g de muestra seca,
tal y como se observa en el grafico 1. Estos resultados estan sustentados en
estudios similares que muestran el multimecanismo que poseen los agentes

antioxidantes naturales en el llantén.
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La capacidad antioxidante obtenida en la presente investigacion para el extracto de
zorrilla fue en un promedio de 14,94 umol equivalente a Trolox/ g de muestra seca,
valor que se encuentra relacionado con el mencionado por Babak (2022), quien en
Su investigacion obtuvo una capacidad antioxidante de 13,4 para el extracto de
Petiveria alliacea L, a una concentracion de 100 %, este resultado se basan en que
en el extracto de zorrilla hay actividad atrapada de radicales libres porque no

cumplen con las caracteristicas estructurales deseadas.

4.2.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En la tabla 8 se muestran los resultados de susceptibilidad antimicrobiana para E.
coli y S. aureus, con los extractos de llantén, orégano orejon y zorrilla a
concentraciones de 50 y 100 %.

El mejor extracto frente a E. coli fue el orégano a una concentracion de 100% con
un halo de inhibicion de 11 mm de diametro. Para S. aureus se observd que asi
mismo el extracto de orégano fue el que presentd mayor efectividad en la

concentracion de 100 % con una inhibicion de 13 mm.

Tabla 8. Actividad antimicrobiana de los extractos de llantén, orégano orején y zorrilla en cepas de E. coliy S. aureus

Concentracion Actividad antimicrobiana (mm)
Muestra Bacteria de extractos Réplicas
(%) 1 2 3 4
Escherichia coli %0 0 0 0 0
. 100 5 5 5 5
Llantén
Staphylococcus 50 0 0 0 0
aureus 100 6 6 5 6
Escherichia coli 50 5 5 5 5
ichia coli
Orégano 100 11 11 10 10
orejon Staphylococcus 50 7 6 7 8
aureus 100 12 13 14 13
o 50 0 0 0 0
Escherichia coli
100
Zorrilla
Staphylococcus 50
aureus 100 1 10 11 11

En el caso del extracto de zorrilla fue efectivo para E. coli a una concentracion del
100 % con un halo de inhibicion de 5 mm, para S. aureus la efectividad se demostré

con el 100 % de concentracidon en un halo de 11 mm.
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El extracto de llantén presentd la menor inhibicion bacteriana en comparacion a los
otros extractos. Para E. Coli a una concentracion de 100 % inhibié con 5 mm de

diametro y para S. aureus al 100 % de concentracion con 6 mm de inhibicion.

La resistencia bacteriana obtenida en la presente investigacion demuestra que los
extractos de plantas silvestres poseen metabolitos secundarios y compuestos
antioxidantes, mismos que guardan efecto sobre la inhibicion de microorganismos
patdgenos. Para este caso en particular el Orégano orejon (P. amboinicus), tuvo el
mayor halo de inhibicion, lo que radica principalmente en el potencial antimicrobiano
y antiinflamatorio que posee esta planta (Sanchez y Tello, 2021). Las hojas de P.
amboinicus secretan componentes como aceites esenciales (carvacrol con un
50,07 % de actividad antimicrobiana), flavonoides y terpenos, que exhiben una
buena actividad antimicrobiana por su capacidad de desnaturalizar las superficies
proteicas de ciertos microorganismos como los gram-positivos (S. aureus) (Acosta
et al., 2021).

Se evidencia que el efecto antibacteriano de los diferentes extractos es
directamente proporcional a la concentracion de la dilucion. Lo que explica que a
mayor concentracién mayor efecto antibacteriano (Schovelin y Mufioz, 2018).

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA SOBRE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Segun la tabla 9, los resultados del ADEVA determinaron diferencias significativas
en cada uno de los factores, puesto que el p-valor es menor que 0,05; lo que indica
gue los tres tipos de extractos aplicados en las dos concentraciones tienen un

efecto estadisticamente significativo sobre Staphylococcus Aureus.
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Tabla 9. Adeva para inhibicién de la cepa bacteriana Staphylococcus Aureus frente a los tres tipos de extractos y dos

porcentajes de concentracion

Fuente de Variacion gl cﬁlalm':lg:s cunan;gzca Sig.
Total 23 420,958
Factor A: Extractos 216,083 108,042 311,16 0,0000
Factor B: % de concentracién 198,375 198,375 517,32 0,0000
Factor A*B: Tipo de extracto*% de concentracion 0,25 0,125 0,36  0,7026
Error 18 6,25 0,347222

El analisis de medias evidencia la inhibicién bacteriana de cada una de las especies

en los dos porcentajes de concentracion evaluadas y combinacién de ambos; en

presencia de S. aureus (Tabla 10).

Tabla 10. Medias por Minimos Cuadrados para Staphylococcus aureus con intervalos de confianza del 95,0%

Nivel Casos Media Error Limite Limite
Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 24 6,95833
FACTOR A: Tipo de extracto
Llantén 2,875 0,208333 243731 3,31269
Orégano orejon 10 0,208333 9,56231 10,4377
Zorrilla 8 0,208333 7,56231 8,43769
FACTOR B: % de concentracion
50 12 4,08333 0,170103 3,72596 4,44071

100 12 9,83333 0,170103 9,47593 10,1907
FACTOR A por FACTOR B
Llantén,50 4 0 0,294628  -0,618991 0,618991
Llantén,100 4 575 0,294628 5,13101 6,36899
Orégano orején,50 4 7 0,294628 6,38101 7,61899
Orégano orejon,100 4 13 0,294628 12,381 13,619
Zorrilla,50 4 5,25 0,294628 4,63101 5,86899
Zorrilla,100 4 10,75 0,294628 10,131 11,369

La prueba de Tukey (tabla 11), identifico tres grupos homogéneos para el factor A

(tipo de extracto) y dos para el factor B (% de concentracion), al mismo tiempo la

significancia indica que los subconjuntos muestran diferencias estadisticamente

significativas (p_valor <0,05) con un nivel del 95,0 % de confianza.
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Tabla 11. Tukey para inhibicién de la cepa bacteriana Staphylococcus Aureus frente a los tres tipos de extractos y dos
porcentajes de aplicacion.

Factor A Casos Media Ls Sigma Ls Grupos Homogéneos
Llantén 8 2,875 0,20833 X
Zorrilla 8 8 0,20833 X
Orégano orejon 8 10 0,20833 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Llantén-Orégano orejon * -7,125 0,618991
Llantén-Zorrilla * -5,125 0,618991
Orégano orejon-Zorrilla * 2,0 0,618991

*indica una diferencia significativa

Factor B Casos Media Ls SigmalLs  Grupos Homogéneos
50 12 4,08333 0,170103 X
100 12 9,83333 0,170103 X
Contraste Sig. Diferencia Limites
50 - 100 * -5,75 0,505404

*indica una diferencia significativa
En la investigacion de Pérez et al. (2021), se muestra que el extracto de orégano

causa la mayor actividad antimicrobiana, alcanzando porcentaje y halos de
inhibicion de 16.65 mm frente a S. aureus. Estos resultados se encuentran con
cierta diferencia al presente estudio, donde la media para el halo de inhibicién fue
de 10 mm (gréfico 2), sin embargo, en ambas investigaciones se especifica la
efectividad del extracto de orégano frente a S. aureus.

La media para el halo de inhibicion del llantén para la cepa de S. aureus fue de 2.87
mm (grafico 2), este valor se encuentra diferente al obtenido en la investigacion de
Acosta et al. (2019), quienes obtuvieron un halo de inhibiciéon de 14,64 mm a una
concentracion de 800 mg/ml.

Segun lainvestigacion de Navarrete et al. (2020), el extracto etandlico de P. alliacea
(zorrilla) presento6 una actividad antibacteriana sobre S. aureus de 11 mm, este halo
de inhibicion se diferencia a los 8 mm que se obtuvieron en el presente trabajo de
investigacion, sin embargo, el extracto si presenta actividad antimicrobiana.

La variacion en los halos de inhibicion se atribuye principalmente a los protocolos y
solventes utilizados para la extraccion, asi como también a la cantidad de extracto
adicionado y el amplio rango de concentraciones (Navarrete et al., 2020).
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Grafico 2. Valores de inhibicién para S.aureus expresados de forma comparativa por cada tipo de extracto evaluado

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA SOBRE ESCHERICHIA COLI.

Los resultados del ADEVA determinaron diferencias significativas para Factor Ay
Factor B, puesto que el p-valor es menor que 0,05 (tabla 12); indicando que los tres
tipos de extractos aplicados en las dos concentraciones tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre Escherichia coli. La combinacién de ambos
factores no mostro¢ diferencia significativa.

Tabla 12. ADEVA para inhibicién de la cepa bacteriana Escherichia coli frente a los fres tipos de extractos y dos
porcentajes de aplicacién

N Suma de Media .

Fuente de Variacion gl cuadrados  cuadratica F Sig.
Total 23 308,5
Factor A: Tipo de extracto 2 147,000 73,500 1323,00 0,0000
Factor B: % de concentracién 1 160,167 160,167 2883,00 0,0000
Factor A*B: Tipo de extracto*%
de concentracion 2 0,333 0,166667 3,00 0,0751
Error 18 1,000 0,055556

La tabla 13 muestra las medias para la inhibicién bacteriana de cada una de las
especies y dosis evaluadas en presencia de E. coli (Tabla 13). La media mas alta

la posee el extracto de orégano.



Tabla 13. Medias por Minimos Cuadrados para Escherichia coli con intervalos de confianza del 95,0%
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Nivel Casos Media Error Limite Limite
Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 24 4,25
FACTOR A: Tipo de extracto
Llantén 25 0,0833333 2,32492 2,67508
Orégano orejon 7,75 0,0833333 7,57492 7,92508
Zorrilla 25 0,0833333 2,32492 2,67508
FACTOR B: % de
concentracion
50 12 1,66667 0,0680414 1,52372 1,80962
100 12 6,83333 0,0680414 6,69038 6,97628
FACTOR A por FACTOR B
Llantén,50 4 0 0,117851 -0,247597 0,247597
Llantén,100 4 5 0,117851 4,7524 5,2476
Orégano orején,50 4 5 0,117851 4,7524 5,2476
Orégano orején,100 4 10,5 0,117851 10,2524 10,7476
Zorrilla,50 4 0 0,117851 -0,247597 0,247597
Zorrilla,100 4 0,117851 4,7524 5,2476

Para comprobar el tipo de extracto (Factor A) que mas influyd sobre la inhibicién de

la cepa bacteriana Escherichia coli, se realiz6 la prueba de Tukey (tabla 14). Se

comprobd que el llantén y la zorrilla comparten columna, por lo que se tienen dos

subconjuntos homogéneos. Las diferencias estadisticas significativas se muestran

para los pares llantén-orégano orejon y orégano orejon-zorrilla.

Tabla 14. Tukey para inhibicidn de la cepa bacteriana Escherichia coli frente a los tres tipos de extractos

Factor A Casos Media LS Sigma LS H Grup’os
omogéneos
Lantén 8 25 0,0833333 X
Zorrilla 8 25 0,0833333 X
Orégano orején 8 7,75 0,0833333 X
Contraste Sig. Diferencia +/-Limites
Llantén-Orégano orejon * -5,25 0,300917
Llantén-Zorilla 0 0,300917
Orégano orején-Zorrilla * 5,25 0,300917

*indica una diferencia significativa

En la prueba de Tukey para el factor B (tabla 15), se observa que los dos niveles

o0 dos porcentajes de concentracion tienen efecto inhibitorio para la cepa

bacteriana Escherichia coli.
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Tabla 15. Tukey para inhibicion de la cepa bacteriana Escherichia coli frente a los % de concentracion de los tres tipos
de extractos

Factor B Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
50 12 1,6667 0,0680414 X
100 12 6,8333 0,0680414 X
Contraste Sig Diferencia Limites
50-100 * -5,16667 0,202162

*indica una diferencia significativa
En grafico 3 se muestran los diametros de inhibicion de E. coli frente a los tres tipos

de extractos. El extracto que tuvo mayor efecto fue el de orégano con un halo de
inhibicion promedio de 7,8 mm, este resultado es menor al obtenido en la
investigacion de Salazar et al. (2018), quienes obtuvieron un valor de 14 mm para
orégano orejon seco.

En cuanto al extracto de llantén y zorrilla, los diametros de inhibicion de E. coli
fueron similares (2,5 mm), lo que se debe a que estas plantas silvestres poseen

menor inhibicion frente a bacterias gramnegativas (Sanchez y Tello, 2021).

Medias y 95,0% de Fisher LSD

8,3

7,3

6,3

53

E.COLI

4,3

3,3

2.3 e I

Llantén Orégano Zorrilla

Grafico 3. Valores de inhibicién para E. coli expresados de forma comparativa por cada tipo de extracto evaluado

4.3. TOXICIDAD

La tabla 15 muestra la significancia estadistica significativa (p_valor <0,05) de cada
uno de los factores y combinacién de ambos para la variable toxicidad, por ende, el
ensayo utilizado evidencié que los tres tipos de extractos utilizados (llantén,
orégano orejon y zorrilla) y las dosis, alcanzan un porcentaje de inhibicion del 50

%, es decir, disminuye la actividad de las cepas de E. coli. Las plantas silvestres en
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estudio (llantén, orégano orejon y zorrilla), poseen fitoquimicos activos secundarios

gue pueden contener efectos letales para cepas microbiolégicas a partir de dosis

especificas (Salazar et al., 2019).

Tabla 16. Adeva para actividad de los extractos de plantas silvestres sobre la letalidad de E. Coli.

Fuente de Variacion gl cﬁ:g‘;ggs cuIZI:rdélgca F Sig.
Total 71 94650,6
Factor A: Tipo de extracto 4502,74 2251,37 746,32 0,0000
Factor B: % de concentracion 85484,0 17096,8 5667,52 0,0000
Factor A*B: Tipo de extracto*% de
concentracion 10 4500,91 450,091 149,20 0,0000
Error 54 162,898 3,01663

En tabla 17 se observa la media de DL50 (dosis aguda) para los tres tipos de

extractos evaluados con sus respectivas dosis (factor B); y también los errores

estdndar de cada media, para ello se puso en consideracion la inhibicion de

resazurina, lo que indicé la reduccion o deterioro del metabolismo celular de E. coli.

Las medias registradas indican la dosis letal para cada extracto y dosis, expresados

en mg/L.
Tabla 17. Medias por Minimos Cuadrados para DL50 con intervalos de confianza del 95,0%
Nivel Media Error Limite Limite
Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 72 63,6992
FACTOR A
Llantén 24 54,5226 0,354532 53,8118 55,2333
Orégano orejon 24 62,7513 0,354532 62,0405 63,4621
Zorrilla 24 73,8237 0,354532 73,1129 74,5345
FACTOR B
2000 12 9,80664 0,501384 8,80142 10,8119
3000 12 24,1826 0,501384 23,1774 25,1878
4000 12 70,9155 0,501384 69,9102 71,9207
5000 12 83,326 0,501384 82,3208 84,3313
6000 12 95,4168 0,501384 94,4115 96,422
7000 12 98,5476 0,501384 97,5423 99,5528
FACTOR A por FACTOR B
Llantén,2000 4 1,70017 0,868422  -0,0409101 3,44126
Llantén,3000 4 5,07742 0,868422 3,33634 6,81851
Llantén,4000 4 55,4464 0,868422 53,7054 57,1875
Llantén,5000 4 68,0668 0,868422 66,3257 69,8079
Llantén,6000 4 97,2105 0,868422 95,4694 98,9516
Llantén,7000 4 99,634 0,868422 97,8929 101,375



Orégano orejon,2000
Orégano orejon,3000
Orégano orejon,4000
Orégano orejon,5000
Orégano orejon,6000
Orégano orejon,7000
Zorrilla,2000
Zorrilla,3000
Zorrilla,4000
Zorrilla,5000
Zorrilla,6000
Zorrilla,7000

I O O N NG SO SO O O O O Y

4

1,84953
36,2616
62,4886
85,9102

91,749
98,2489
25,8702
31,2088
94,8114
96,0011
97,2908
97,7598

0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422
0,868422

0,10844
34,5205
60,7475
84,1692
90,0079
96,5078
24,1291
29,4677
93,0703

94,26
95,5497
96,0187

3,59061
38,0027
64,2296
87,6513
93,4901

99,99
27,6113
32,9498
96,5524
97,7421
99,0319
99,5009
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*indica una diferencia significativa

El andlisis de Tukey (tabla 18) evidenci6 tres grupos homogéneos para tipo de

extracto (Factor A), indicando que la menor media para DL50 la posee el extracto

de zorrilla (54,5226 mg/L), seguido del extracto de orégano (62,7513 mg/L) y

finalmente el extracto de llantén (72.8275 mg/L). En todos los casos los valores

superan los 5000 mg. L, por ende, todos los extractos poseen toxicidad aguda.

Tabla 18. Pruebas de Tukey para DL50 por EXTRACTOS

Factor A Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Llantén 24 54,5226 0,354532 X
Orégano orejon 24 62,7513 0,354532
Zorrilla 24 73,8237 0,354532 X
Contraste Sig. Diferencia Limites

Llantén — Orégano orejon * -8,22874 1,00522
Llantén - Zorrilla * -19,3011 1,00522
Orégano orejon - Zorrilla * -11,0724 1,00522

La prueba de Tukey para el factor B (tabla 19), determiné que todas las dosis

utilizadas para la inhibicion de resazurina, indicaron la reduccion o deterioro del

metabolismo celular de E. coli

Tabla 19. Pruebas de Tukey para DL50 por dosis

FACTORB Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2000 12 9,80664 0501384 X
3000 12 24,1826 0,501384 X
4000 12 70,9155 0,501384 X
5000 12 83,326 0,501384 X



6000 12 95,4168 0,501384 X
7000 12 98,5476 0,501384 X

Contraste  Sig. Diferencia +/- Limites

2000-3000 ¢ -14,376 1,42159

2000-4000 * -61,1088 1,42159

2000-5000 ¢ -73,5194 1,42159

2000-6000  * -85,6101 1,42159

2000-7000 ¢ -88,7409 1,42159

3000-4000 * -46,7329 1,42159

3000-5000 ¢ -59,1435 1,42159

3000-6000  * -71,2342 1,42159

3000-7000 * -74,365 1,42159

4000- 5000  * -12,4106 1,42159

4000-6000 * -24,5013 1,42159

4000-7000 * -27,6321 1,42159

5000-6000 * -12,0907 1,42159

5000-7000 * -15,2215 1,42159

6000-7000 * -3,1308 1,42159
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Estos resultados indican que los tres extractos poseen un valor de toxicidad

relativamente bajo, debido a que requieren altas concentraciones para tener una
inhibicion del 50 % (Grafico 4).

DL50
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72

67

62

57

52

Medias y 95,0% de Fisher LSD

Il

1

1

Grafico 4. Inhibicion del 50% de los extractos de llantén, orégano orején y zorrilla.

Llantén

Orégano

Zorrilla

Existen muy pocos reportes que muestren la toxicidad de extractos mediante el

método de reduccidn de resazurina, sin embargo, es importante destacar que



38

estudios toxicoldgicos y clinicos de extractos fluidos de llantén, orégano orejon y
zorrilla no han mostrado efectos adversos considerables, sefialando que la DL50
en extractos fluidos de plantas silvestres (principalmente obtenido de las hojas) es
mayor a 2499 mg.L (Gémez, 2022)



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

El tamizaje fitoquimico que se realizé a los extractos demostré que el
orégano orejon tiene mayor cantidad de taninos (+++), seguido del llantén
(++), por ultimo la zorrilla quien presento ausencia (-) del metabolito, sin

embargo, todos los extractos reportaron ausencia de alcaloides

A concentraciones de 200 ppm se obtuvieron resultados promedios de
114,94y 23,25 umol Tx/g MS para orégano orejon y llantén respectivamente,
mientras que al extracto de zorrilla se realizd a concentraciones de 400 ppm
debido a que el equipo no pudo leer los datos, resultando con una
concentracion de 14,94 pumol Tx/g MS, mientras que en la actividad
antimicrobiana se demostré que el extracto puro tiene mayores efectos de
inhibicion, siendo el orégano orején quien presento los mayores halos de

inhibicion.

Todos los extractos presentaron una DL50 o toxicidad aguda baja, por lo que
son considerados extractos de aplicacion segura.

5.2. RECOMENDACIONES

Utilizar el extracto de orégano orején debido a que presento mejor potencial
de actividad antioxidante y antimicrobiana frente a los otros extractos
estudiados y su toxicidad fue baja por lo tanto su aplicacion no causaria
dafos.

Realizar analisis cualitativo de fitoquimicos por otros métodos a los extractos
estudiados puesto que no se han realizado muchas investigaciones.
Efectuar analisis cuantitativo al extracto que presento mayor presencia de
compuestos fitoquimicos.

Con extractos de orégano orejon, llantén y zorrilla, utilizar concentraciones
superiores a 50% debido a que logran mayor halo de inhibicion frente a
cepas de bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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Cantidad recibida

100 mL / muestra

Objetivo del andlisis

Realizar un analisis — funcional de | Ing. Mario Bonilla Loor, PRD
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Llantén - b+

Oregandin - ++
Zorrilla - -
Ensavo Dragendorft Cloruro férmoo

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

METODO DPPH

pmol Equivalente a Trolox / g de muestra seca
Muestra
1 2 i 4
Llantén 23,855 18,995 28,720 21425
Oregandn 115,960 114,335 114,590 114,276
Zorrilla 15,033 15,898 14,413 14,400
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S aureus 100 6 6 5 6
Oregandn Escherichia 50 5 5 5 5
coli 100 11 11 10 10
Staphylococcu 50 7 6 7 8
s aureus 100 12 13 14 13
Zorrilla Escherichia 50 0 0 0 0
coli 100 5 5 5 5
Staphylococcu 50 6 5 5 5
S aureus 100 11 10 11 11

Método: Antibiograma/ Difusion en disco
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Teléfono 0982628371

Muestra Extractos vegetales

Cantidad recibida 100 mL / muestra
Realizar un analisis — funcional de | Ing. Mario Bonilla Loor, PhD
extractos vegetales Jefe de los Laboratorios de ln

Objetive del andlisis 8¢ FCZ - LAB

Autorizado y revisado
OREGANON

Concentracion | % de Inhibicion del crecimiento
bacteriano
(mg. L) 1 2 3 4
2000 0,5389 1.4888 34711 1.8993
3000 35,7968 | 31.5136 38,1818 39,5541
4000 63,5874 | 64.6816 60,7438 60,9414
5000 86,4511 85.6907 85,6198 85,8794
6000 91,3780 | 90.4880 92,3967 92,7333
7000 98.6143 99.4210 96,8595 98,1007
DLz 3453,9273 | 3529.3973 | 3451,01094 | 3411,4353
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FCZ-LAB

Investigamos para cambiar ¢l sector Agropecuario

UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI

FACULTAD DE CIENCIAS ZOOTECNICAS
EXTENSION CHONE

Cliente “’ashington Fermnando Demera Lucas Fecha de recibido: 13102022

Maria Fernanda Intriago Alcivar Fevi de mmblini. |3/ LQ/2C2
Fecha de reporte: 25032023

Direccién Calceta
Teléfono 0982628371
Muestra Extractos vegetales
Cantidad recibida 100 mL / muestra
Realizar un analisis — funcional de | Ing. Mario Bonilla Loor. PhD
Objetivo del andlisis extractos vegetales delee '?(l;hl:':;"m s

Autorizado v revisado

ZORRILLA

Concentracion | % de Inhibicién del crecimiento
bacteriano
(mg. L) 1 2 3 4

2000 26,0769 | 27.1860 | 2696705 | 23.25088
3000 35,0000 | 33.8633 | 29,79153 | 26,18021
4000 953846 | 94.6741 | 9542703 93,8516
5000 96,0769 | 94,9921 [ 97,17552 95,7597
6000 98,2308 | 95,7870 | 98,18426 | 96,9611
7000 98,4615 | 96.8203 | 98,65501 97,1025
DLs 3233,5354 | 3244.2523 | 3378.9423 | 3408,52841
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