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RESUMEN

La busqueda de alternativas naturales en la industria alimentaria ha adquirido
gran relevancia, impulsada por la creciente demanda de los consumidores por
productos mas saludables y sostenibles. En este contexto, la presente
investigacion se enfoco en la cascara del achotillo (Nephelium lappaceum), un
subproducto de la industria conservera con potencial como fuente de
compuestos bioactivos. El presente proyecto evalud la extraccion de
compuestos fendlicos de la cascara de achotillo mediante maceracion, variando
la temperatura y la relacion soluto. Se evalud el efecto del solvente en seis
tratamientos, utilizando volimenes de 500, 750 y 1000 mL a dos temperaturas
diferentes (25 y 55 °C). El contenido de compuestos bioactivos se analiz6
mediante técnicas cualitativas (screening fitoquimico) y cuantitativas
(espectrofotometria). Posteriormente, se evalud la actividad antimicrobiana de
los extractos frente a Escherichia coli y su capacidad antioxidante. Los
resultados demostraron que la eficiencia de extraccion mejora
significativamente al aumentar la temperatura y la proporcion de solvente,
obteniéndose el mayor rendimiento de fenoles totales con una relacion 1:20 a
55 °C. Ademas, se identificaron diversos metabolitos secundarios en los
extractos, y se comprob6 que aquellos con mayor concentracion de fenoles
presentaron una mayor actividad antimicrobiana y antioxidante. En conclusion,
la cascara de achotillo representa una fuente valiosa de compuestos fendlicos,
con potencial para aplicaciones en la industria alimentaria como alternativa
natural con beneficios para la salud.

Palabras clave: Achotillo, antimicrobiana, antioxidante, compuestos

bioactivos, compuestos fendlicos.
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ABSTRACT

The search for natural alternatives in the food industry has gained

significant importance due to increasing consumer demand for healthy and
sustainable products. In this context, the present research focuses on the peel
of achotillo (Nephelium lappaceum), a byproduct of the canning industry with
potential as a source of bioactive compounds. This study evaluated the
extraction of phenolic compounds from achotillo peel by maceration, varying
both temperature and solvent-to-solid ratio through six different treatments
using 500, 750, and 1000 mL of solvent at two temperatures (25 and 55 °C).
The bioactive compounds were analyzed qualitatively through phytochemical
screening and quantitatively by spectrophotometry. Subsequently, the extracts
were assessed for their antimicrobial activity against Escherichia coli and their
antioxidant capacity. Results indicated that extraction efficiency increased
significantly with higher temperature and greater solvent volume, with the
highest total phenolic content achieved at a 1:20 solid-to-solvent ratio at 55 °C.
Additionally, various secondary metabolites were identified, and extracts with
higher phenolic content demonstrated stronger antimicrobial and antioxidant
activity. In conclusion, achotillo peel is a valuable source of phenolic
compounds with promising applications in the food industry, providing natural
additives with health-promoting properties.

Keywords: Achotillo, antimicrobial, antioxidant, bioactive compounds,
phenolic compounds.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes del problema

Ecuador, pais tropical de tierra fértil, con muchas potencialidades,
produce una gran variedad de especies frutales dentro de las que se destaca el
achotillo, drupa exética de sabor agradable y contextura superior al de otros
paises productores de la que se aprovecha mayormente la pulpa para consumo
interno pero que ademas tiene gran potencialidad para exportacion y con valor
agregado (Cui et al., 2024).

Se identifico a las provincias de Los Rios, Santo Domingo de los Tsachilas
y Pastaza como las principales provincias productoras de achotillo con un total
de 55 hectéareas y 400 arboles/ha., esta productividad esta en aumento debido a
las caracteristicas sensoriales de su fruto que presenta una piel rojiza cubierta
por espinas suaves; cada arbol puede llegar a producir 400 kilos de frutos por
afo (Chaidech et al., 2024).

La cascara o pericarpio del achotillo contiene compuestos fenélicos como
acido elagico, corilagina y geranina; flavonoides y antocianinas que son
pigmentos rojos, marrdn y violeta, solubles en agua y que le confieren
propiedades antioxidantes (Palomino y Salazar, 2020).

Estudios indicaron que las antocianinas pueden mejorar la vision
actuando como quimio-protector eliminando radicales libres, también se le
atribuye propiedades antidiabéticas y proteccion vascular (Garcia et al., 2021).

Segun Figueroa (2020) las antocianinas son pigmentos naturales que
imparten un color atractivo y tienen propiedades antioxidantes. La
microencapsulaciéon es un método eficaz para preservar la actividad antioxidante
de las antocianinas cuando se utilizan en productos alimenticios.

Para aprovechar estos beneficios se desarrollaron productos innovadores
gue contienen extractos de la cascara de achotillo, como el aditivo en polvo
Ramboost, que se puede agregar a bebidas y alimentos. Ademas, un startup
llamado Rambuhealth desarroll6 un producto con sabor a vino que tiene como

objetivo eliminar las tendencias de consumo de productos saludables.



1.2 Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

En Ecuador, el consumo de la pulpa de achotillo se realiza de forma
directa o0 en conservas, generando desechos que es aprovechado para elaborar
compost; sin embargo, esta practica supone una pérdida de potencial de fuentes
de biosustancias activas que se aprovechan en el uso alimenticio, farmaceéutico
y en cosmetologia (Rojas et al., 2019).

La demanda de productos saludables y sostenibles impulsa el crecimiento
del mercado de tintes naturales. Los consumidores buscan productos libres de
aditivos artificiales y les preocupa el impacto ambiental, por lo que prefieren el
uso de productos naturales (Garcia et al., 2021).

En algunos estudios, las antocianinas se extrajeron y microencapsulado
de otras fuentes vegetales, como la piel de berenjena y pitahaya roja, para
preservar su actividad antioxidante durante el consumo. Esto nos permitio
aprovechar los beneficios de las antocianinas, como sus propiedades
antioxidantes, para desarrollar alimentos funcionales y saludables (Garcia et al.,
2021).

La identificacion del método de extraccion mas eficiente permitié optimizar
el proceso de obtencion de colorantes naturales a partir del pericarpio del
achotillo, la evaluacién de la aplicacion de las antocianinas extraidas en
productos agroindustriales brindd informacién valiosa para el desarrollo de
alternativas naturales a los tintes artificiales. Los resultados de esta
investigacion, comunmente utilizados en la industria, tienen implicaciones
significativas para la industria alimentaria al ofrecer a los consumidores opciones

mas saludables y sostenibles (Vasquez et al., 2024).

1.2.2 Formulacion del problema

Los compuestos fendlicos totales presentes en la cascara del achotillo
(Nephelium lappaceum) y que son extraidos mediante maceracion en frio o en
calor ¢pueden diferir significativamente en su concentracion, actividad

antimicrobiana y antioxidante?



1.3 Justificacion de la investigacion

En Ecuador, el cultivo de achotillo (Nephelium lappaceum), también
conocido como achotillo, no ha alcanzado aun una escala significativa en
términos comerciales. Sin embargo, existen zonas con alto potencial productivo,
como la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, donde las condiciones
edafoclimaticas favorecen su desarrollo. A nivel agrondémico, un arbol maduro
puede producir hasta 400 kilogramos de fruta por afio, lo que evidencia su
capacidad de rendimiento. No obstante, la falta de datos oficiales sobre la
produccién nacional limita su visibilidad dentro del sector agroindustrial y reduce
el interés en su aprovechamiento integral. Este bajo nivel de aprovechamiento
se agrava al considerar que gran parte del fruto, especificamente el pericarpio,
es desechado durante el procesamiento, a pesar de constituir una porcion
considerable de la biomasa generada (Zou et al., 2025).

De acuerdo con Sosa y Garcia (2020) el pericarpio representa
aproximadamente el 10 % del peso total del fruto, con un contenido estimado de
10 a 30 gramos por cada 100 gramos de fruta fresca, segun la época de cosecha.
Al ser no comestible, este componente suele ser eliminado como residuo, sin
gue se considere su potencial valor afiadido. Sin embargo, diversos estudios han
evidenciado que este subproducto posee una elevada concentracion de
compuestos bioactivos, entre los que destacan los compuestos fendlicos,
conocidos por sus propiedades antioxidantes. En este contexto, la valorizacién
del pericarpio del achotillo representa una alternativa viable para el desarrollo de
estrategias sostenibles en la industria alimentaria y farmacolégica, permitiendo
transformar un desecho subutilizado en una fuente funcional de interés. Asi, la
revalorizacion de residuos agroindustriales, como los generados en la industria
conservera, se perfila como una herramienta clave para fomentar el
aprovechamiento integral de los cultivos emergentes en el pais.

El creciente interés por los compuestos fendélicos se debe a su capacidad
para actuar como agentes bioactivos con multiples beneficios sobre la salud
humana. Estos metabolitos secundarios, presentes en diversas matrices
vegetales, han sido ampliamente estudiados por sus propiedades antioxidantes,
pero también por su actividad antiinflamatoria, antimicrobiana e incluso

anticancerigena. Tales caracteristicas los convierten en candidatos



prometedores para el desarrollo de productos funcionales, nutracéuticos y
farmacoldgicos. En este sentido, la identificacion de compuestos fendlicos en
subproductos agroindustriales como el pericarpio del achotillo no solo representa
una alternativa de aprovechamiento de residuos, sino también una oportunidad
para generar valor agregado a partir de recursos locales. Esta estrategia resulta
particularmente relevante en contextos donde se busca reducir la dependencia
de compuestos sintéticos, promoviendo el uso de ingredientes naturales,
sostenibles y de bajo costo (Aronés et al., 2022).

Esta necesidad de alternativas naturales se justifica alin mas al considerar
el impacto que los radicales libres tienen sobre el organismo humano. Estos
compuestos inestables generan estrés oxidativo, un proceso que deteriora
estructuras celulares y esta directamente relacionado con el envejecimiento
prematuro y la aparicion de enfermedades crénicas como el cancer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Frente a este escenario,
los compuestos antioxidantes desempefian un papel clave al neutralizar dichos
radicales, restaurando el equilibrio redox celular y previniendo el dafio oxidativo.
Por ello, la investigacion cientifica ha puesto especial atencion en el andlisis de
alimentos y subproductos vegetales con alto contenido de antioxidantes, en
particular aquellos ricos en compuestos fendlicos. En este marco, el pericarpio
del achotillo se perfila como un material de gran interés, no solo por su
abundancia en la biomasa desechada, sino también por su riqueza en pigmentos
y polifenoles que podrian ejercer una funcién protectora frente al dafio celular
(Hernandez, 2015).

En consecuencia, la presente investigacion se orienta hacia la
caracterizacion cualitativa de los compuestos fendlicos presentes en el
pericarpio del achotillo, con el objetivo de evaluar su potencial como fuente
natural de antioxidantes. Para ello, se aplicé una metodologia que permite
identificar la presencia de estos compuestos y, al mismo tiempo, establecer el
volumen optimo de solvente requerido para su extraccion eficiente. Este enfoque
metodoldgico resulta clave para optimizar futuros procesos de aprovechamiento,
asegurando tanto la efectividad del rendimiento como la viabilidad econémica y

ambiental del procedimiento.



1.4 Delimitacién de la investigacion

e Espacio: El desarrollo de la investigacion se llevé a cabo en la provincia
del Guayas, en el canton Guayaquil, en la Universidad Agraria del
Ecuador Campus Dr. Jacobo Bucaram Ortiz.

e Tiempo: La presente investigacion se ejecutd durante el segundo ciclo
de periodo lectivo 2024 — 2025 en un tiempo aproximado de ocho meses.

e Poblacion: El proyecto fue dirigido a la comunidad de la Universidad
Agraria del Ecuador y a las industrias de alimentos.

1.5 Objetivo general

Determinar cualitativa y cuantitativamente los compuestos fendlicos de la
cascara del achotillo (Nephelium lappaceum) y su actividad antimicrobiana y

antioxidante in vitro.

1.6 Objetivos especificos

e Extraer los compuestos fendlicos del extracto crudo de la cascara del
achotillo mediante el método de maceracion evaluando (factores:
temperatura + ratio: soluto: solvente (75 % etanol)).

e Realizar screening fitoquimico cualitativo y cuantificacion de los
compuestos fendlicos del extracto crudo de la cascara del achotillo por
espectrofotometria.

e Determinar la actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos del
achotillo ante la capacidad de degradacién enzimatica de E. coli y

antioxidante como una forma de resistencia intermedia.

1.7 Hipotesis

Los compuestos fendlicos extraidos mediante procesos de maceracion de
la cascara del achatillo tienen actividad antibacteriana y antioxidante y el grado
de efectividad ante Escherichia coli y su capacidad antioxidante dependera de la

concentraciéon del extracto.



2. MARCO TEORICO
2.1 Estado del arte

El estudio de Estrada et al. (2022) evalud la extraccion de compuestos
fendlicos totales a partir de residuos de mango comun (Mangifera indica L.)
utilizando un proceso asistido por ultrasonido. Se probaron diferentes
proporciones residuo/solvente, tiempos de extraccion y concentraciones de
etanol. Los mejores resultados se obtuvieron con una relacion de 1 g de residuo
por 15 mL de solvente, 20 minutos de extraccion y una concentracion de etanol
del 60 %, alcanzando rendimientos del 30 al 56% y valores superiores a 0.8 mg
EAG/mg de residuo seco. El estudio concluy6 que la relacion residuo/solvente,
el tiempo y la concentracion de etanol influyeron significativamente en el
contenido de fenoles, siendo la técnica de ultrasonido una alternativa eficiente
para su extraccion.

Rochin et al. (2021) evaluaron la extraccibn de compuestos fendlicos
totales en nueve variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas en
Zacatecas, utilizando una relacion soluto: solvente de 1:20 con metanol al 80 %
para los compuestos libres, y una hidrélisis alcalina seguida de extraccion con
acetato de etilo para los compuestos ligados. Los compuestos fendlicos totales
variaron de 67.90 a 204.37 mg EAG/g ms, siendo la variedad Flor de Junio la
que presentd el mayor contenido en ambas fracciones. Se observé que entre el
64 % y el 93 % de los compuestos fendlicos estaban en la fraccion ligada,
indicando que esta fraccion representa la mayor proporcion del contenido
fendlico total en las variedades estudiadas.

Hurtado y Ortiz (2018) identificaron compuestos fendlicos en cascaras de
diez frutas (limén, mandarina, mango, manzana, naranja, palta, papaya, platano,
sandia y uva): cualitativamente, todas las muestras mostraron presencia de
fenoles totales, flavonoides y flavanoles, mientras que las antocianinas solo se
detectaron en las cdscaras de manzana y uva; cuantitativamente, los fenoles
totales oscilaron entre 24,42 mg EAG/100 g en platano y 9088,63 mg EAG/100
g en palta; los flavonoides variaron de 16,83 mg CE/100 g en platano a 6290,27
mg CE/100 g en palta; los flavanoles estuvieron entre 0,07 mg CE/100 g en
naranjay 6,92 mg CE/100 g en manzana, y las antocianinas alcanzaron 7,10 mg
C3G/100 g en manzanay 9,48 mg C3G/100 g en uva.



Trujillo (2021) identific6 compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y
saponinas en extractos alcohodlicos de cascara de pifia (Ananas comosus);
cualitativamente, todas las muestras mostraron presencia de los compuestos
mencionados mediante pruebas fitoquimicas especificas. Cuantitativamente, la
capacidad antioxidante del extracto se determiné mediante el método DPPH, con
un valor de ICs, de 35,96 pl/mL y un porcentaje de inhibicién del 46,85 %. Basado
en estos resultados y en estimaciones comparativas con estudios similares, se
estima que el contenido de fenoles totales del extracto corresponde a
aproximadamente 3,75 a 6,75 mg EAG/g de materia seca, lo cual respalda su
potencial como fuente de antioxidantes naturales para aplicaciones cosmeéticas
o alimentarias.

Aguilar et al. (2020) evalué la actividad antioxidante y antimicrobiana de
extractos acuoetanolicos obtenidos por ultrasonido de céscaras de aguacate,
cacao, coco y tuna: cualitativamente, todos los extractos presentaron actividad
antioxidante, mientras que la actividad antimicrobiana solo se detect6é en
cascaras de aguacate, coco y, en menor grado, tuna; el extracto de cacao mostro
actividad unicamente frente a Candida albicans. Cuantitativamente, el extracto
de céscara de aguacate present6 el mayor contenido de fenoles totales (36,5 mg
EAG/g ms), la mayor capacidad antioxidante (141,23 mM Trolox/g ms) y el menor
valor de ECs, (59,03 ppm). En cuanto a la actividad antimicrobiana, los halos de
inhibicion oscilaron entre 10,6 mm frente a Escherichia coli y 15,3 mm frente a
C. albicans en el extracto de aguacate; el extracto de coco mostré halos de hasta
13,2 mm frente a E. coli, mientras que el extracto de tuna presentd una inhibicién
mas moderada de 8,0 mm.

El estudio de Rico et al. (2021) describié la actividad antimicrobiana de
compuestos polifendlicos extraidos de frutos del género Vaccinium (arandano
rojo, azul y mortifio): cualitativamente, todas las especies mostraron presencia
de proantocianidinas tipo A (PAC-A), flavonoides y taninos, responsables de su
efecto antioxidante y antimicrobiano; cuantitativamente, los extractos evaluados
presentaron halos de inhibicién frente a Escherichia coli que oscilaron entre 12,0
mm en Vaccinium macrocarpon y 15,2 mm en Vaccinium corymbosum, mientras
que frente a Staphylococcus aureus los halos variaron de 10,1 mm a 13,7 mm,
respectivamente. Estos resultados se relacionaron positivamente con la

concentracion de polifenoles, con contenidos de hasta 120 mg PAC-A/100 g en



arandano rojo. Ademas, la alta capacidad antioxidante reportada en estas
especies (mas de 200 pumol Trolox/g ms en algunos extractos) se correlaciono
directamente con su eficacia antimicrobiana, destacando el rol de los
compuestos fendlicos en la inhibicién del crecimiento bacteriano y la prevencién

de infecciones.

2.2 Bases cientificas y tedricas de la tematica
2.2.1 El achotillo (Nephelium lappaceum)

El achotillo, también conocido como achotillo, es una fruta tropical
originaria del sudeste asiatico. Sin embargo, ahora se cultiva en varias regiones
tropicales del mundo, es conocido por su apariencia distintiva y sabor dulce
(Anexo 1). Su arbol es perenne y alcanza una altura considerable con hojas
compuestas y flores pequefias recogidas en inflorescencias (Hazmi et al., 2025).

La fruta en si es valorada por su pulpa rica y carnosa; se consume fresca,
agregada a ensaladas, como postre 0 jugo. Su cultivo requiere condiciones
tropicales especificas, incluyendo suelos bien drenados y un clima calido,
convirtiéndola en una fruta que no sélo proporciona placer sensorial, sino que
también despierta interés por su contenido nutricional y su papel en diversas

tradiciones (Trivifio, 2024).

2.2.2 Generalidades del achotillo

Segun Arias et. al. (2016) el Achatillo o también conocido como Mamén
Chino, es un fruto ovalado y muy dulce, su pulpa tiene cierto parecido al de la
uva, su sabor es fresco y un poco acido; su pericarpio es particular debido a las
puas que tiene integradas las cuales ayudan a que los insectos no se acerquen
y dafien su fruto.

La cascara del achotillo tiene un antioxidante 10 veces mas potente que
la vitamina C y E, también protege las células del dafio causado por los radicales
libres, mejorando el flujo sanguineo y la elasticidad de la piel, aportando

beneficios antienvejecimientos (Le et. al. 2022).

2.2.2.1. Variedades del achotillo.

Segun Arias y Calvo (2014), las distintas variedades que existen en

distintos paises son:



» Indonesia: Lebakbooloos, Seematjan y Seematjan ketjil.

» Filipinas: Queen Zaida, Baby Eulie, Princess Caroline, Roxas, Zamora y
Quirino.

» Malasia: Chooi Ang, Peng Thing Bee y Ya Tow'.

» Costa Rica: R134, R162, R167, Jeetle y Rongriem.

2.2.3 Origen del achotillo

El achotillo (Nephelium lappaceum) tiene sus raices en las regiones del
sudeste asiatico, de donde es originario. Este arbol frutal tropical crece en climas
calidos y humedos y se ha extendido a paises como Malasia, Indonesia,
Tailandia y Filipinas. Debido a su popularidad y aprecio por su sabor unico, la
produccion de esta planta se expandi6 a otras regiones tropicales del mundo. Su
adaptabilidad a diversas condiciones climaticas ha propiciado que se introduzcan
en paises de América Latina, Africa y otras zonas tropicales y se encontraron

tierras aptas para su crecimiento (Trivifio, 2024).

2.2.4 Taxonomia del achotillo

El achotillo también conocido como Achotillo es un arbol frutal que

pertenece a la familia Sapindaceae, del género Nephelium L. (Tabla 1).

Tabla 1.
Taxonomia del Achotillo
Categoria Nombre
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Subfamilia Sapindoideae
Género Nephelium
Especie Nephelium lappaceum

Fuente: Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2014). Elaborado por: La
Autora, 2025

El achotillo es apreciado por sus frutos, que se desarrollan en racimos
colgantes y estan rodeados por una capa exterior peluda y rojiza (Anexo 2). La

taxonomia proporciona un marco sistematico para comprender la clasificacién
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bioldgica del achotillo, ubicandolo dentro y destacando el amplio contexto de la

diversidad vegetal.

2.2.5 Propiedades del achotillo

El achotillo es conocido por sus diversas propiedades, convirtiéndolo en
un fruto apreciado, gastronémico y medicinal. Esta fruta tropical es rica en
nutrientes, entre ellos vitaminas y minerales que benefician la salud. Contiene
vitamina C, que actla como antioxidante, fortaleciendo el sistema inmunolégico
y contribuyendo al bienestar general, también aporta importantes minerales
como fosforo, calcio y hierro. Desde el punto de vista medicinal, tiene dominios
antioxidantes y reductores de la inflamacién que combaten el estrés oxidativo,
mejorando la salud digestiva. El achotillo aporta beneficios nutricionales y
propiedades medicinales, haciéndolo valioso en dietas y medicina tradicional
(Valencia et al., 2021).

La céscara del achotillo es rica en compuestos fendlicos como geranina,
corilagina y acido elagico con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti

hiperglucémicas y anticancerigenas (Palomino y Salazar, 2020).

2.2.6 Método de maceracion

El método de maceracién consiste en poner en contacto materiales como
flores, hojas e incluso cortezas con un disolvente adecuado, como agua o etanol,
y se deja reposar la mezcla durante varios dias, revolviendo frecuentemente a
temperatura ambiente (Carrién y Garcia, 2010).

Segun Carrién y Garcia (2010) es un proceso de extraccion solido-liquido,
gue cuenta con una serie de compuestos disueltos en el fluido de extraccion del
que se extrae. Este proceso produce dos productos que se utilizaran segun la
necesidad, un solido esencialmente inexistente o el extracto mismo. Existen dos

meétodos de maceracion segun temperaturas frias y calientes.

2.2.6.1. Maceracién en frio.

El método consiste en remojar el producto a macerar en un recipiente con
suficiente disolvente para cubrir toda la parte a macerar, durante un tiempo muy
largo dependiendo del material a macerar. Sus ventajas son usar equipos

sencillos que requieren una minima energia y la capacidad de extraer casi todas
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las propiedades de la maceracién (dependiendo del disolvente), casi sin
alterarlas por la temperatura, aunque esto es necesario para lograr una

extraccion adecuada.

2.2.6.2. Maceracién con calor.

Consiste en el contacto entre las etapas del producto a macerar y el
disolvente, por las variaciones de temperatura, el tiempo necesario para la
maceracion en frio varia ya que el uso de calor acelera el proceso. Lo malo de
la maceracién térmica es que no se puede extraer la esencia del producto de
forma pura, ya que destruye algunas propiedades, muchas veces los
compuestos termolébiles afectados por la temperatura, sin embargo, el periodo

de tiempo se acorta en comparacion al frio.

2.2.7 Solventes

El etanol se utiliza en la extraccidon de colorantes naturales debido a sus
propiedades solventes y su capacidad para disolver y extraer compuestos
organicos como carotenoides y antocianinas, debido a que es un solvente polar,
es decir, que en cuyas moléculas la distribucion de la nube electronica es
asimétrica, se evapora facilmente permitiendo la extraccion el colorante ya sea
en polvo o liquido (Carpio, 2021).

Segun Chaidech et al. (2024) para la extraccion de antocianinas se
aplican solventes &cidos, por ejemplo:

= Acido clorhidrico (HCI) en Metanol: Extrae y purifica compuestos
naturales, reduce la actividad enzimatica que pueden degradar los
compuestos naturales.

= Etanol al 90 %: Solvente seguro y no tdéxico adecuado para colorantes
naturales de grado alimenticio, la temperatura de extraccion es de 60 °C
optimizando la solubilidad y extraccion del colorante.

» Cloroformo con acetona: Disuelve compuestos lipdfilos y ayuda a
estabilizar las moléculas mejorando su solubilidad, debido a que el
cloroformo es un solvente toxico y cancerigeno se pueden usar
alternativas como hexano y acetona.

» Etanol con acido acético: Extrae compuestos naturales como los

flavonoides, taninos y otros polifenoles, también se suele utilizar en una
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mezcla de 80-90 % etanol y 10-20 % &cido acético, siendo menos téxica
y corrosiva.

= Metanol con acido acético: Extraccion y purificacion de compuestos
especialmente los sensibles al agua y otros solventes polares, el metanol
es toxico en grandes cantidades por ese motivo es comunmente
recomendado utilizarlo en una proporcion de 80-90 % metanol y 10-20
% acido acético.

= Etanol con &cido citrico: Estabiliza las moléculas y mejora la solubilidad,
tiene propiedades antioxidantes ayudando a proteger los compuestos

naturales de la oxidacion durante el proceso de extraccion y purificacion.
2.2.8 Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran cantidad de metabolitos primarios y
secundarios los primeros intervienen en los diversos procesos vitales, pero los
metabolitos secundarios no ejercen la funcion definida, estos dltimos no se
encuentran distribuidos uniformemente en todas las plantas y se sintetizan en
pequefias cantidades; dentro del grupo de metabolitos secundarios encontramos
los terpenos, los alcaloides, los glucésidos y los compuestos fendlicos (Martin,
2018).

Los metabolitos secundarios intervienen en funciones como asimilacion
de nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica, defensa, fotosintesis,
formaciones estructurales, resalta la gran capacidad antioxidante de muchos de
estos compuestos fendlicos (Palomino y Salazar, 2020).

Los metabolitos secundarios presentan un grupo fenol, (anillo aromatico
con un grupo hidroxilo) y recibe el nombre de compuestos fendlicos, formando
un grupo muy diverso de moléculas sencillas y complejas que a pesar de no
considerase nutrientes estan presentes en la dieta humana (Palomino y Salazar,
2020).

Los pigmentos flavonoides con alrededor de 3000 compuestos fendlicos
que interactian en la relacion planta — consumidor; dentro de este grupo
encontramos a las chalconas utiliza catalizadores carbonatados de caracter
acido que poseen propiedades antibacterianas, antifUngicas, antitumorales y

antiinflamatorias. Otro compuesto flavonoide de gran importancia son las
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cumarinas empleadas como veneno y acelera la fermentacién de levaduras
(Martin, 2018).

Los taninos como el acido elagico poseen propiedades antioxidantes
actuando en contra de los radicales libres responsables del proceso de
envejecimiento; la geranina, posee propiedades antioxidantes, antimicrobianas,

antiinflamatoria y anticancerigenas (Palomino y Salazar, 2020).
2.2.9 Actividad antioxidante (DPPH)

Segun Grande et al. (2020) indican que el método DPPH demostré que el
hidrometanol 80:20 % (v/v) tuvo la capacidad antioxidante més alta (40,53 pmol
equivalente de trolox, TE), mientras que el extracto liofilizado tuvo capacidad
antioxidante mas alta por el método del acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-

6-sulfénico), ABTS proporciona 60,31 umol trolox, equivalente (TE).
2.2.10 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana es la capacidad que presentan ciertas
sustancias que, a bajas concentraciones pueden eliminar o inhibir
microorganismos como las bacterias.

Existen diversos métodos para determinar la capacidad antimicrobiana.
Entre los métodos de evaluacion se citan los métodos de difusion en disco que
estan indicados para microorganismos no exigentes y de rapido crecimiento; asi
también el método de difusién del pozo en agar, ambos métodos permiten la
determinacion cualitativa del efecto antimicrobiano de los extractos vegetales.

El método de difusiébn se emplea cuando un microorganismo presenta
resistencia a los antimicrobianos de uso frecuente y para estudiar nuevas

alternativas de tratamiento (Sanchez et al. 2016).

2.2.10.1. Medicion de la actividad antimicrobiana: Halos de
inhibicion.

La medicion de la actividad antimicrobiana mediante halos de inhibicion
es una técnica comunmente empleada para evaluar la eficacia de compuestos
frente a microorganismos, basada en el método de difusion en agar. En este
procedimiento, se siembra una suspension microbiana sobre una placa con
medio de cultivo, y luego se aplican discos o pocillos impregnados con el agente

antimicrobiano. Tras incubacioén, si el compuesto es eficaz, inhibe el crecimiento
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bacteriano alrededor del punto de aplicacion, generando un halo claro cuya
dimensién se mide en milimetros. El tamafio del halo es proporcional a la
potencia del antimicrobiano, y su interpretacion se realiza comparandolo con
estandares establecidos por organismos como el CLSIl. Este método es
ampliamente usado en investigaciones microbiologicas y en laboratorios clinicos
por su simplicidad, bajo costo y capacidad de evaluar mdultiples agentes
simultdneamente, aunque presenta limitaciones como la baja precision
cuantitativa y la influencia del tipo de medio y difusién del compuesto (Rico et al.,
2021).

2.3 Marco legal

El articulo 397 numeral 3 de la Constitucion de la Republica del Ecuador
establece que: "[...] Estado regulara la produccion, importacién, distribucion, uso
y disposicion final de materiales téxicos y peligrosos para las personas o el
ambiente [...]";

El articulo 12 de la Ley Organica de Sanidad Agropecuaria, publicada en
el Registro Oficial Suplemento 27 de 3 de julio de 2017, establece: "Crease la
Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario, entidad técnica de derecho
publico, [...] A esta Agencia corresponde la regulacion y control de la sanidad y
bienestar animal, sanidad vegetal y la inocuidad de los alimentos en la
produccién primaria, con la finalidad de mantener y mejorar el estatus fito y
zoosanitario de la produccién agropecuaria (...).

La agencia de Regulacion y Control Fitosanitaria ecuatoriana mediante
resolucién 0105 del 2 de junio del 2022 aprob6 el Manual de procedimiento para
el registro y control de agentes de control biolégico, extractos vegetales,
preparados minerales y semioquimicos.

En el mencionado manual se establecen los requisitos sanitarios que se
deben cumplir para el Registro Nacional.

Segun Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008 (2009), establece
los requisitos sanitarios que deben cumplir los colorantes organicos naturales,
asi como métodos de prueba para verificar su cumplimiento (Anexo 3). Algunos
requisitos que se deben cumplir:

- Sea seguro para su salud

- Ser extraido de fuentes naturales
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- No tener un sabor desagradable
- Ser compatible con otros ingredientes alimentarios
- No dafiar el medio ambiente

La Norma Mexicana regula el uso de colorantes naturales, incluidos los
de origen vegetal, en alimentos procesados para garantizar su inocuidad y
calidad.

Segun el Codex Alimentarius 192-1995 (2024), (Anexo 4) las antocianinas
son pigmentos comunes en la mayoria de las frutas rojas como las fresas,
frambuesas, moras, arandanos, uvas y granadas. Las antocianinas se identifican
con el numero SIN 163 en el Sistema Internacional de Numeraciéon de Aditivos
del Codex. Segun el E163, varios tipos de antocianinas estan aprobados como
colorantes alimentarios, incluidos extractos de pieles de uva, grosellas negras,
maiz morado, repollo, lombarda, zanahorias negras, batatas, rabanos, bayas de

sauco, hibiscos, campanillas, etc.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Enfoque de la investigacion
3.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion adoptdé un enfoque bibliografico y experimental para
aprovechar materias primas no tradicionales, como la cascara del achotillo, para
elaborar una extraccion de compuestos fendlicos.

» |nvestigacion aplicada: Implico la utilizacion del conocimiento existente
para resolver problemas practicos. La investigacion se centrd en aplicar
el método de maceracion que permite extraer los compuestos fendlicos
presentes en el pericarpio.

» |nvestigacion documental: Se analizé una revision de la literatura, los
documentos y las fuentes existentes relacionados con el tema. La
investigacion implico revisar trabajos, articulos e informes cientificos
sobre compuestos fendlicos, propiedades del achotillo y método de
maceracion recopilando informacion relevante para el proceso de
obtencion.

* |nvestigacion de campo y laboratorio: Se recolectd la cascara del
achotillo, y se evalué la disponibilidad de la materia prima, la
investigacion se centrd en el analisis fisicoquimico de la cascara y los
factores (temperatura + ratio: soluto: solvente (75% etanol)).

» Investigacion experimental: Se realiz6 experimentos controlados para
probar la hipétesis y recopilar datos. Para obtener los compuestos
fendlicos a partir de cascaras de achotillo, se emple6é el método de
maceracion identificando el factor que proporcion6 el mejor resultado de

concentracion.

3.1.2 Disefio de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental donde se evalué la presencia de
compuestos fenolicos; asi como, el mejor método de extraccion por maceracion

segun la concentracion obtenida.
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3.2 Metodologia
3.2.1 Variables
3.2.1.1. Variable independiente.

Las variables independientes analizadas fueron:
Métodos de extraccion:
- Temperatura

- Ratio extraccion

3.2.1.2. Variable dependiente.

Las variables dependientes analizadas fueron:
- Tipos y concentracion de compuestos fendlicos
- Actividad antimicrobiana frente a E. coli

- Actividad antioxidante

3.2.2 Matriz de operacionalizacion

Esta herramienta sirve para organizar y sistematizar la recopilacion y
analisis de datos, ayudando a clasificar los conceptos y variables establecidos
(Tabla 2).

Tabla 2.

Matriz de operacionalizacidon de variables

Variables _

: _ Nivel de o

Variable Tipo _ Descripcion
medida

Independiente
Métodos de

extraccion con o ]
_ Se utilizo el método de
diferente y y
extraccion por maceracion a
temperatura y _ ] _
) o _ partir de la cascara de achaotillo,
ratio de Cuantitativa  Nominal o
- se midio a traves de
extraccion o
observacion directa y pruebas

de laboratorio.
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Variable . Nivel de L
. Tipo . Descripcion
Dependiente medida
Los resultados fueron
Tipos y expresados mediante
concentracion L . coloracién, cambios de
d { Cuantitativa Continua
€ compuestos coloracién, formacion de
fendlicos

espuma, formacion de

precipitados, turbidez.

Los resultados se expresaron

Actividad midiendo el diametro de los
antimicrobiana Cuantitativa Continua

) halos de inhibicién producido
frente a E. coli

por el extracto.

Los resultados de la inhibicién
de la oxidacion de la sonda
Actividad media por el Trolox (analogo de
o Cuantitativa  Continua o
antioxidante la vitamina E), los cuales fueron
expresados en uymol TE/L

(Trolox equivalente).

Elaborado por: La Autora, 2025
3.2.3 Tratamientos

Para esta investigacion se realizé tres tratamientos de maceracion a
temperatura ambiente (25 °C) y caliente (55 °C) de las cascaras de achotillo para
tres concentraciones diferentes de soluto y solvente 1:10, 1:15, 1:20 (Tabla 3).
Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un andlisis de
espectrofotometria que permitid6 conocer la concentracion de compuestos

fendlicos en términos de pg/mL (Avila et al., 2023).

Tabla 3.
Tratamiento de extraccion
Ingredientes L T2 T3
1:10 1:15 1:20
Ratio 50 g /500 ml 50 g /75 Oml 50 /1000 ml
Soluto:Solvente 9 m g m g m
Temperatura 25°C  55°C 25°C 55°C 25°C 55°C

Elaborado por: La Autora, 2025
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3.2.4 Disefio experimental

El experimento se llevé a cabo mediante un disefio completamente al azar
conformado por tres tratamientos y tres repeticiones.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se partidé del extracto
alcohdlico el cual se obtuvo por maceracion de cascaras de achotillo utilizando
etanol al 75 % como solvente.

De este extracto se tom6 100 pL y se adiciond 500 L de Folin-Ciocalteau
y 400 pL de carbonato de sodio al 7,5 % dejando reaccionar durante media hora
luego se realizé la cuantificacion con el espectrofotometro en 765 nm.

El extracto alcohdlico, también fue empleado para realizar el screening
fitoquimico al que se le hizo reaccionar con diferentes reactivos para determinar
la presencia de diversos metabolitos lo que brind6 la oportunidad de identificar
las moléculas con potencial farmacoldgico.

Se empled un analisis de actividad antimicrobiana con la bacteria E. coli
durante 72 horas para comprobar si el extracto tenia alguna resistencia contra él
y se lo compard con otros extractos ya existentes para verificar si es 0 no mas
resistente que otros extractos, de igual modo se le aplic6 una actividad
antioxidante DPPH al extracto el cual cambi6 a un color violeta por
espectrofotometria a 517 nm, se construyo una curva de calibracién con Trolox

y se expres6 como Equivalente de Trolox/100g de extracto.

3.2.5 Recoleccion de datos
3.2.5.1. Materia prima.

La materia prima es la cascara del achotillo (Variedad R-14, madurez
especifica color rojo brillante y en la zona de Guayaquil donde los distribuyen),
sin embargo, se compro el fruto y se separé la pulpa de la cascara,
manteniéndolo a una temperatura de almacenamiento de 10 °C. La madurez del
fruto presenta tonalidades desde verde, amarillo hasta el rojo o morado, debido
a que el achotillo es un fruto no climatérico es necesario recolectar el fruto en su
tonalidad rojiza para asi obtener un mejor resultado en la extraccion de
compuestos fendlicos, ya que la concentracion de antocianinas varia

dependiendo del nivel de madurez (Arias et. al., 2016).
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Los materiales que se utilizaron para el trabajo de investigacion

experimental se describen a continuacion:

3.2.5.2.1. Método de maceracion.

Materia prima

Cascara de achotillo

Escherichia coli

Materiales

Mortero

Recipiente de vidrio con tapa (500 mL)
Tubos de ensayo de 15 mL
Micropipeta automatica

Pera de succion

Pipetas de 2 mL.

Papel filtro

Vaso de precipitacion tipo pyrex
Termdmetro digital tipo alimentario (-50 a 300 °C)
Pinza para tubo

Sorbona

Molino

Gradilla

Caja petri

Mechero

Asa plastica

Campana de Durham

Espétula drigalski

Equipos de proteccion personal (EPP)

Mandil
Cofia plisada
Cubrebocas (KN95)

Guantes de latex
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Ingrediente
e Etanol (75 %)
Equipos
e Horno tostador
e \ortex
e Rotavapor
e Espectrofotbmetro
e Hornilla eléctrica
e Camara de Neubauer
Reactivos
e Folin-Ciocalteau
e Carbonato de sodio al 7,5 %
e Eter etilico
e Sudan (aceites y grasas)
e Liebermann-Burchard (triterpenos y esteroides)
e Baljet (lactonas y cumarinas)
e Cloruro férrico al 1 %(taninos)
e Espuma (saponinas)
e Dragendorff (alcaloides)
e Meyer (alcaloides)
e \Wagner (alcaloides)
e Agar verde brillante

e 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
3.2.5.3. Métodos y técnicas.
El diagrama de flujo se realizé por medio de la plataforma Lucidchart.
3.2.5.3.1. Proceso de elaboracion de los diferentes tratamientos de

extractos de achotillo a diferentes temperaturas.

El proceso de elaboracion de los extractos se describe a continuacion en

la figura 1.
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Figura 1.
Flujograma del proceso de maceracion de los extractos a diferentes

temperaturas

S
Obtencion de
materia prima

Seleccion y
limpieza
| —
¥

PR

Y

Proceso de
despulpado

Humedad visible
c

Textura incorrecta

o deshidratacion
para reproceso

70 -75°C
6-10 horas

R

Pesaje

_

Y

—_—

Cascara de achotillo Reduccién de
deshidratada tamaiio
|

—y
Polvillo de achatillo

Etanol 75 % Maceracion
Dos procesos a 25y 55 °C | J

Y

—_—

Filtracién

| S —

Y

—_—

Concentracion Extractos concentrados

80 - 120 rpm/ 50°C

Elaborado por: La Autora, 2025
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3.2.5.1.2. Descripcion del diagrama de flujo del proceso de maceracion de

los extractos a diferentes temperaturas.

Obtencion de materia prima: Se compré 2000 g de achotillo (madurez
especifica color rojo brillante), ya que la cascara del achotillo representa
un 10 % del fruto total.

Seleccién y limpieza: Se selecciond por medio de apariencia fisica. Se
lavé la cascara o pericarpio para eliminar cualquier residuo o suciedad.
Proceso de despulpado: Se realiz6 la separacion manual de la cascara
y la pulpa de achotillo, donde se utilizd Unicamente la cascara para el
proceso de deshidratacion.

Deshidratacion: Se sec6 a 70-75 °C en horno para que no queden
residuos de agua, durante 6 — 10 horas (tiempo recomendado para
cascara). Se considera PCC porque este paso del proceso trata de reducir
la actividad de agua (av), lo que inhibe el crecimiento microbiano. Si no se
alcanza la temperatura adecuada (70-75 °C), el producto podria quedar
con humedad residual peligrosa.

Pesaje: La materia prima se peso para saber qué cantidad de cascara se
obtuvo.

Reduccién de tamafio: Se fragmento la cascara del achotillo hasta llegar
a un polvo para una mejor absorcion de los compuestos fendlicos, se
utilizé un tamiz de 3” (500 um).

Macerado: El proceso de maceracion se realiz6 siguiendo las relaciones
soluto: solvente establecidas en cada tratamiento (T1: 1:10; T2: 1:15; T3:
1:20), empleando 50 gramos de polvo de achotillo en 500, 750 y 1000 mL
de etanol al 75 %, respectivamente. Para los tratamientos efectuados a
25 °C, las mezclas se mantuvieron en reposo durante 48 horas con
agitacion manual dos veces al dia. En el caso de los tratamientos a 55 °C,
estos fueron realizados en un laboratorio especializado, utilizando un
bafio Maria durante 1-2 horas bajo campana extractora, con agitaciones
periodicas cada 10-15 minutos para favorecer la extraccion y evitar el
sobrecalentamiento del solvente.

Filtracion: Los diferentes tratamientos fueron filtrados para eliminar

cualquier particula con un filtro de papel de 11 um (Whatman N°1).
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e Concentracion: Una vez realizado el proceso de filtracion, los extractos

se concentraron mediante rotavapor a 50 °C a 80 — 120 rpm.

e Almacenado: Se conservo en frascos de vidrio en un lugar fresco, seco

Y OSCUro.

3.2.5.3.2. Evaluacién del contenido de fenoles totales de las

muestras

La determinacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 mediante el

reactivo de Folin—Ciocalteu, utilizando acido galico como estandar (Estrada et

al., 2022).

Se prepararon alicuotas del extracto a una concentracion
adecuada.

Se afiadieron 0.5 mL del reactivo de Folin—Ciocalteu (diluido 1:10)
y 1 mL de solucion de carbonato de sodio al 7.5 %.

Las mezclas se dejaron reaccionar en oscuridad a temperatura
ambiente (=25 °C) durante 30 minutos, evitando la exposicion a la
luz para prevenir interferencias en el desarrollo del color.

La absorbancia se midié a 765 nm en un espectrofotometro UV—
Vis.

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido

galico por gramo de muestra seca (mg EAG/g ms).

3.2.5.3.3. Screening fitoquimico

A cada extracto se le realizaron las pruebas fitoquimicas clasicas

descritas en literatura, utilizando reactivos selectivos para diferentes grupos

funcionales. Las reacciones fueron en un laboratorio certificado donde se

hicieron por triplicado para asegurar consistencia en la observacion (Yunitasari

et al., 2022).

Deteccién de aceites y grasas (Prueba con Sudan Ill)

En un tubo de ensayo se colocaron 0,5 mL del extracto.
Se afadieron 2—-3 gotas del reactivo Sudan lll.

Se mezclo suavemente y se dejo reposar 1 minuto.
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Interpretacion:
La aparicion de coloracidén rojiza o anaranjada intensa indica lipidos
neutros, ceras o triglicéridos. La reaccion se clasificd como (-), (+), (++), (+++).
Triterpenos y esteroles (Reactivo de Liebermann-Burchard)
e En un tubo seco se afiadieron 1 mL del extracto.
e Se incorporaron 2 mL de anhidrido acético.
e Luego se afiadieron 2-3 gotas de é&cido sulfdrico concentrado,
cuidadosamente por la pared del tubo para evitar mezclado brusco.
e Se dejb reaccionar 2 minutos sin agitacion.
Interpretacion:
Color verde, azul o purpura confirma presencia de triterpenos o esteroles
(B-sitosterol, lupeol, etc.). Escala: (-), (+), (++), (+++).
Alcaloides (Reactivos de Mayer, Wagner y Dragendorff)
Para cada extracto se prepararon tres tubos independientes:
e Se colocaron 1 mL del extracto en cada tubo.
e Se agregaron 2-3 gotas del reactivo correspondiente (Mayer,
Wagner o Dragendorff).
e Se dejo reposar 1-2 minutos para observar formacion de
precipitados.
Interpretacion:
Mayer: precipitado cremoso.
Wagner: precipitado rojizo/marréon.
Dragendorff: precipitado anaranjado.
La ausencia de precipitado se reporté como (-), indicando ausencia de
alcaloides detectables.
Lactonas y cumarinas (Prueba de Baljet)
e En un tubo se colocaron 0,5 mL del extracto.
e Se afiadieron 1 mL del reactivo de Baljet (picrato alcalino).
e Se dejo reaccionar 2 minutos a temperatura ambiente.
Interpretacion:
Coloraciones amarillas, naranja 0 rojizas indican lactonas

sesquiterpénicas o cumarinas (ej. escopoletina, umbeliferona).
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Taninos y compuestos fendlicos (Prueba con cloruro férrico al 1 %)
e Se mezclaron 0,5 mL del extracto con 2—-3 gotas de FeCl; al 1 %.
e Se observo inmediatamente el desarrollo del color.
Interpretacion:
Color azul oscuro, verde o negro confirma taninos hidrolizables, catecoles
o polifenoles. Clasificacion: (-), (+), (++), (+++).
Saponinas (Prueba de espuma)
e En un tubo graduado se afiadieron 5 mL del extracto.
e Se agit6é vigorosamente durante 30 segundos.
e Se dejo reposar 10 minutos.
Interpretacion:
La formacién de espuma estable = 1 cm indica presencia de saponinas
esteroidales o triterpénicas. Se registré la altura y estabilidad de la espuma: (-),

(+), (+4), (+++).
3.2.5.3.4 Identificacién y cuantificacion de compuestos fendlicos

Tras la identificacion cualitativa inicial, la cuantificacion de los compuestos
fitoquimicos presentes en los extractos se realiz6 mediante técnicas
cromatograficas (HPLC y GC) y espectrofotométricas. Todos los analisis se
efectuaron en triplicado, y los resultados fueron expresados en funcién de la
masa de extracto seco empleada.

Preparaciéon general de extractos para analisis cuantitativo

e Los extractos previamente obtenidos se concentraron a presion
reducida y se llevaron a sequedad. Para la cuantificacién analitica:

e Se pesaron porciones de extracto seco (entre 50 y 100 mg, segun
el compuesto).

e Se disolvieron en disolventes grado analitico (metanol, acetonitrilo
o mezcla hidroalcohdlica).

e Se realizaron procesos de sonicacién y centrifugacion para
garantizar la solubilidad total.

e Las muestras se filtraron a través de membranas de 0.22-0.45 pm

antes de su inyeccién en los equipos cromatograficos.
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Cromatografia de gases (GC-FID o GC-MS)

Los compuestos volatiles o susceptibles de derivatizacion, como los
acidos grasos, fueron cuantificados mediante cromatografia de gases equipada
con detector de ionizacion en llama (FID) o espectrometria de masas.

Preparaciéon general para GC

Las muestras se sometieron a derivatizacion para obtener derivados
volatiles (por ejemplo, esterificacion para formar FAMEs en el caso de acidos
grasos). Tras la reaccion quimica, los derivados se extrajeron con un solvente
organico volatil (hexano) y se filtraron.

Condiciones instrumentales

Equipo: Cromatografo de gases con FID o MS.

Columna: Capilar polar o semipolar de alta resolucién.

Modo de inyeccion: Split.

Programa de temperatura: Incrementos programados para separar
eficientemente compuestos de distintas volatilidades.

Cuantificacién

e Se utilizaron patrones externos o mezclas certificadas.

e Las concentraciones se calcularon mediante normalizacion de area
o curvas de calibracion.

e Los resultados se expresaron como porcentaje relativo (%) o mg/g,
dependiendo del analito y del estandar.

Analisis espectrofotométrico

Algunos grupos de metabolitos (fenoles totales, saponinas totales u otros
compuestos basados en reacciones colorimétricas) se cuantificaron mediante
espectrofotometria UV-Vis.

Procedimiento general

e Se mezclaron alicuotas del extracto con reactivos especificos (p.
ej., Folin—Ciocalteu, vanilina—H,SO,).

e Las mezclas reaccionaron por un tiempo determinado en oscuridad
0 en bafio maria segun el método.

e Las absorbancias se midieron en longitudes de onda

caracteristicas para cada ensayo.
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Cuantificacion
e Se generaron curvas de calibracién con estandares apropiados
(acido gélico, diosgenina, etc.).
e Los resultados se expresaron como mg equivalentes del estdndar

por g de extracto seco.
3.2.5.3.5. Ensayo de actividad antimicrobiana.

Para este ensayo se empled una cepa de Escherichia coli, y todos los
procedimientos fueron realizados integramente por un laboratorio especializado
en andlisis de alimentos. En el laboratorio, la suspensién bacteriana fue
preparada y sembrada sobre placas de agar MacConkey estéril utilizando un asa
estéril. A continuacién, se colocaron los discos impregnados con los extractos
fendlicos de achatillo, utilizando pinzas estériles. Los tratamientos incluyeron un
disco blanco (sin ningun tipo de impregnacion) y un disco correspondiente al
solvente utilizado en la obtencion de los extractos, etanol al 75 %. Finalmente,
las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas para proceder a la lectura

de los halos de inhibicion.
3.2.7 Andlisis estadistico

Segun el enfoque planteado del estudio, si se cumplen los supuestos de
la varianza (normalidad y homogeneidad de la varianza), los datos recopilados
de las variables se analizaron mediante un ANOVA el cual es un método
estadistico donde se prueban hipoétesis referidas a parametros de posicion de
dos o mas poblaciones en estudio (Tabla 4). La comparacion de medias se

efectué mediante Tukey.

Tabla 4.
ANOVA propuesto para evaluacion de variables
Fuentes de , Grados de
L, Férmula Desarrollo )
variacion libertad
Tratamiento T-1 3-1 2
Error N-T 9-3 6
Total N-1 9-1 8

Elaborado por: La Autora, 2025
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Hipotesis planteada:
HO: Ningun tratamiento presenta diferencia significativa entre los distintos
meétodos de extraccion por maceracion en la extraccion de compuestos fendlicos.
H1: Al menos un tratamiento presenta diferencia significativa entre los
distintos métodos de extraccion por maceracion en la extraccion de compuestos

fendlicos.
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4. RESULTADOS

4.1 Extraccion de los compuestos fendlicos del extracto crudo de la
cascara del achotillo mediante el método de maceracién evaluando

(factores: temperatura + ratio: soluto: solvente (75 % etanol))

Para el proceso de extraccion de compuestos fendlicos del extracto crudo
de la cascara de achotillo mediante el método de maceracion, se evaluaron dos
factores: la temperatura y la relacion soluto:solvente, utilizando etanol al 75 %.
El material fue macerado durante 48 horas para los tratamientos realizados a 25
°C, con agitacion manual dos veces al dia (ver Anexos 5-10).

En el caso de los tratamientos a 55 °C, el proceso fue llevado a cabo en
un laboratorio especializado, donde las mezclas se sometieron a un bafio Maria
durante 1-2 horas, bajo campana extractora y con agitaciones periddicas cada
10-15 minutos para favorecer la extraccion y prevenir el sobrecalentamiento del
solvente (ver Anexos 5-14).

En total se evaluaron seis condiciones experimentales combinando los
factores temperatura (25 °C y 55 °C) y relacién soluto:solvente (1:10, 1:15 y
1:20), empleando en todos los casos una cantidad constante de 50 g de cascara
de achotillo. Tanto el volumen inicial de solvente como el volumen final del
extracto recuperado fueron registrados para cada tratamiento, conforme se

presenta en la Tabla 5.
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Tabla 5.
Evaluacion del proceso de maceracion considerando temperatura y ratio

soluto: solvente

Tratamiento Relacién soluto: Temperatura Volumen inicial Volumen
solvente (mL) extracto (mL)

1:10

T1 (50 g/500 mL) 25 °C 500 mL 250 mL
1:10

T1 (50 g/500 mL) 55 °C 500 mL 350 mL
1:15

T2 (50 g/ 750 mL) 25 °C 750 mL 450 mL
1:15

T2 (50 g/ 750 mL) 55 °C 750 mL 640 mL
1:20

T3 (50 g/ 1000 mL) 25 °C 1000 mL 700 mL

T3 1:20 55°C 1000 mL 900 mL

(50 g/ 1000 mL)

Elaborado por: La Autora, 2025

La tabla 5, expone que el tratamiento T1 (1:10), con menor cantidad de
solvente, obtuvo el menor volumen de extracto, especialmente a 25 °C (250 mL).
Esto puede explicarse por la limitacion en la disolucion de los compuestos
fendlicos debido a la menor proporcion de solvente, que también puede haber
sido absorbido por el residuo vegetal o perdido durante la filtracion. Sin embargo,
al aumentar la temperatura a 55 °C en el mismo tratamiento, el volumen
recuperado mejord a 350 mL, lo que indica que la temperatura favorece la ruptura
de las estructuras celulares de la céscara, facilitando una mayor liberacion de
compuestos.

En el tratamiento T2 (1:15), se emple6 un volumen intermedio de solvente,
lo que resultdé en una recuperacién mayor a temperaturas mas altas, alcanzando
640 mL a 55 °C en comparacion con 450 mL a 25 °C. Este comportamiento
resalta que la temperatura facilita la solubilizacion de los compuestos fendlicos
en etanol, mejorando la eficiencia del proceso de extraccion.

Finalmente, en el tratamiento T3 (1:20), con la mayor proporcion de
solvente, se alcanzaron los mayores voliumenes de extracto, con 700 mL a 25 °C

y hasta 900 mL a 55 °C. La mayor cantidad de solvente permiti6 una mayor
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difusién de los compuestos desde la matriz vegetal hacia el medio liquido. El
hecho de que incluso a temperatura controlada de 25 °C se haya obtenido un
alto volumen sugiere que, en este tratamiento, el solvente no se saturd y que la
cascara tenia una buena liberacién de compuestos solubles.

Posterior a la obtencién de los extractos de cascara de achotillo, se evaluo
el contenido de fenoles totales por cada tratamiento donde se obtuvieron los
siguientes resultados, expuestos en la tabla 6 (ver anexo 15 — 16).

Tabla 6.
Evaluacion de contenido de compuestos fendlicos totales por los
diferentes tratamientos evaluados a diferente temperatura y relacion

soluto: solvente

Relacién Fenoles totales

Tratamiento soluto: solvente Temperatura (mg EAG/g ms)

T1 1:10 (50 g/500 mL) 25 °C 3.652
T1 1:10 (50 g/500 mL) 55 °C 4.48b
T2 1:15 (50 g/ 750 mL) 25 °C 9.89¢
T2 1:15 (50 g/ 750 mL) 55 °C 10.39¢
T3 1:20 (50 g/ 1000 mL) 25 °C 12.65¢
T3 1:20 (50 g/ 1000 mL) 55 °C 12.89

Elaborado por: La Autora, 2025

La tabla 6 detalla los valores obtenidos de compuestos fendlicos totales
(expresados en mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra seca, mg
EAG/g ms) en funcion de la relacion soluto: solvente y la temperatura de
extraccion. El tratamiento T1, con una relacién 1:10 (50 g/500 mL), mostré un
contenido de fenoles totales de 3.65 mg EAG/g ms a 25 °C, incrementandose a
4.48 mg EAG/g ms cuando la extraccién se realizé a 55 °C. En el tratamiento T2,
con una relacién 1:15 (50 g/750 mL), se obtuvo un valor de 9.89 mg EAG/g ms
a 25 °C, aumentando a 10.39 mg EAG/g ms al aplicar una temperatura de 55 °C.
Por su parte, el tratamiento T3, que utilizé una relacion 1:20 (50 g/1000 mL),
presento los valores mas elevados en ambos niveles de temperatura, registrando
12.65 mg EAG/g ms a 25 °C y alcanzando un maximo de 12.89 mg EAG/g ms a
55 °C (ver anexo 11-12).

En general, se observa una tendencia clara en la que tanto el aumento de

la proporcion de solvente como el incremento de la temperatura favorecen
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significativamente la extraccion de compuestos fendlicos totales. Esto puede
atribuirse a una mayor solubilizacién de los compuestos fendlicos en medios mas
diluidos y al efecto de la temperatura sobre la ruptura de estructuras celulares y

la difusiéon de los metabolitos.
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4.2 Realizaciéon de screening fitoquimico cualitativo y cuantificacion de los compuestos fendélicos del extracto crudo de la

cascara del achotillo por espectrofotometria

4.2.1 ldentificacion cualitativa de compuestos fitoquimicos en los extractos de cascara de achotillo

Los resultados del screening fitoquimico realizado a los tratamientos se muestra en la tabla 7 (ver anexo 17 - 22).

Tabla 7.
Screening fitoquimico realizado a los diferentes tratamientos evaluados mediante diferentes temperaturas y ratio (soluto:
solvente)
. o ) T1-55°C T2-25°C T2-55°C T3-25°C T3-55°C -
Reactivos por compuesto  T1-25°C (1:10) (1:10) (1:15) (1:15) (1:20) (1:20) Compuestos especificos
Aceites y grasas
Sudan - - - + + + Triglicéridos, ceras, lipidos neutros
Triterpenos/Esteroles
Reactivo Liebermann-Burchard + + ++ ++ ++ ++ Colesterol, B-sitosterol, acido
ursalico, lupeol
Alcaloides
Reactivo de Mayer - - - - - - Morfina, papaverina, atropina
Reactivo de Wagner - - - - - - Cafeina, nicotina, quinina
Dragendorff - - - - - - Alcaloides bésicos en general
Lactonas y cumarinas
Baljet ) + + + + — Escopoletlna,_u_m_bellferona,
artemisinina
Taninos/fenoles
Cloruro férrico + - -+ - — et Flavor_10|dt_es fendlicos, taninos
hidrolizables, catecol
Saponinas
Prueba Espuma + + + -+ ++ ++ Saponinas esteroidales o

triterpénicas

Elaborado por: La Autora, 2025
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La tabla 7 expone los resultados del screening fitoquimico (valoracion
cualitativa de la presencia de compuestos bioactivos en el extracto de achotillo),
donde se observo que la presencia e intensidad de los metabolitos secundarios
varid segun el tratamiento aplicado, influenciado principalmente por la relacion
soluto: solvente y la temperatura de extraccion. En cuanto a aceites y grasas, se
detectaron a partir del tratamiento T2 (1:15) a 55 °C, evidenciando mayor extraccion
de lipidos neutros y ceras en condiciones térmicas elevadas. Para triterpenos y
esteroles, el reactivo de Liebermann—Burchard confirmé su presencia en todos los
tratamientos, siendo mas intensa desde T2 y con incremento a mayor temperatura,
lo que sugiere una mayor solubilizaciéon de compuestos como el acido ursdélico,
lupeol y B-sitosterol.

Los alcaloides no fueron detectados en ninguno de los tratamientos,
reflejando una ausencia de reacciones en los tres reactivos empleados
(Dragendorff, Mayer y Wagner), lo que indica que no hubo presencia de alcaloides
tipicos como cafeina, nicotina o quinina en el extracto de achotillo.

Las lactonas y cumarinas fueron detectadas de forma débil desde T1 a
55 °C, aumentando su intensidad hasta T3 a 55°C, lo cual es indicativo de
compuestos como artemisinina o umbeliferona. En el caso de los taninos y
compuestos fendlicos, la prueba con cloruro férrico revel6 presencia desde T1 a
25 °C, aumentando significativamente hasta alcanzar una reaccion +++ en T3 a
55°C, en correlacion con el aumento de fenoles totales cuantificados
instrumentalmente.

Finalmente, las saponinas estuvieron presentes en todos los tratamientos,
pero su intensidad aumenté con la temperatura y dilucién, reflejando mayor
concentracion de saponinas esteroidales o triterpénicas en los tratamientos T2 y
T3, particularmente a 55 °C.
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4.2.2 Cuantificacion de compuestos fitoquimicos de los diferentes

tratamientos propuestos

Una vez evaluados estos compuestos en los diferentes tratamientos de
forma cualitativa, se realiz6 su andlisis de forma cuantitativa mediante
espectrofotometria, con tres repeticiones cada uno, estos resultados, se muestran

a continuacion en las tablas 8 — 11 (ver anexo 23 - 40).

Tabla 8.

Contenido de acidos grasos en los diferentes tratamientos propuestos

Acidos grasos

Tratamientos

Oleico (%) Palmitico (%)
T1 3.9934 2.2672
T1,1 4.62° 3.103°P
T2 13.877¢ 9.967¢
T2.1 16.2874 14.287¢
T3 17.947¢ 12.267¢
T3.1 27.957" 17.957
p - valor 0.0000 0.0000
E.E. 0.091 0.040

Tratamientos sometidos a diferentes temperaturas de maceracion: (T1, T2y
T3) 25 °Cy (T1.1, T2.1, T3.1) a 55 °C. Los valores con letras distintas en la
misma columna presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey (p<0.05). E.E.: Error estandar.

Elaborado por: La Autora, 2025.

La tabla 8 (ver anexo 41 - 50) muestra el contenido de acido oleico y acido
palmitico, expresado en porcentaje (%), en los diferentes tratamientos evaluados,
los cuales fueron sometidos a procesos de maceracion a dos temperaturas
distintas: 25°C (T1, T2, T3) y 55°C (T1.1, T2.1, T3.1). Los resultados evidencian
un incremento significativo en el contenido de ambos acidos grasos en los
tratamientos macerados a 55 °C en comparacion con aquellos tratados a 25 °C. Por
ejemplo, el acido oleico aumenté de 17.947 % en T3 a 27.957 % en T3.1, y el acido
palmitico de 12.267 % en T3 a 17.957 % en T3.1. Este patron se repite en los otros

tratamientos, 1o que sugiere que la temperatura de maceracion influye de manera
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positiva en la extraccibn o conservacion de estos compuestos. El analisis
estadistico muestra que las diferencias observadas son altamente significativas,
con valores de p < 0.0001 para ambos &cidos grasos.

Tabla 9.

Contenido de triterpenos/esteroles en los diferentes tratamientos propuestos

Triterpenos/Esteroles
B-sitosterol (mg/g) Lupeol (mg/qg)

Tratamientos

Tl 0.3832 0.2332
T1,1 0.4032° 0.2472
T2 0.507¢d 0.2372
T2.1 0.473bc 0.260%
T3 0.573¢ 0.290P
T3.1 0.870¢ 0.390¢
p - valor 0.0000 0.0000
E.E. 0.017 0.007

Tratamientos sometidos a diferentes temperaturas de maceracion: (T1, T2y
T3) 25 °Cy (T1.1, T2.1, T3.1) a 55 °C. Los valores con letras distintas en la
misma columna presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey (p<0.05). E.E.: Error estandar.

Elaborado por: La Autora, 2025.

La tabla 9 presenta el contenido de triterpenos/esteroles: [-sitosterol y
lupeol, de los seis tratamientos sometidos a procesos de maceraciéon a dos
temperaturas: 25°C (T1, T2, T3) y 55°C (T1.1, T2.1, T3.1). Los resultados
muestran un aumento progresivo en el contenido de ambos compuestos a medida
que se avanza en los tratamientos, siendo el tratamiento T3.1 (macerado a 55 °C)
el que registra los niveles mas altos, con 0.870 mg/g de B-sitosterol y 0.390 mg/g
de lupeol. En comparacion, el tratamiento T1 (macerado a 25 °C) mostro los valores
mas bajos para ambos compuestos (0.383 mg/g y 0.233 mg/g, respectivamente).
En general, los tratamientos a 55 °C tienden a favorecer una mayor concentraciéon
de triterpenos y esteroles en comparacion con los realizados a 25 °C, lo que sugiere
qgue la temperatura mas elevada potencia la extraccion o estabilidad de estos

compuestos bioactivos. El analisis estadistico refleja diferencias altamente



38

significativas entre los tratamientos (p < 0.0001) lo cual indica consistencia en los
resultados obtenidos.

Tabla 10.

Contenido de alcaloides, lactonas y cumarinas, y saponinas en los diferentes

tratamientos propuestos

Lactonas y Saponinas

Tratamientos Alcaloides Cumarinas (Fr)n 9)
Escopoletina (mg/g) g9/g

T1 ND 0.0832 1.103
T1,1 ND 0.0872 1.44
T2 ND 0.5272 2.177
T2.1 ND 0.0872 3.11
T3 ND 0.127° 2.673
T3.1 ND 0.137° 3.767

p - valor ND 0.0000 0.0000
E.E. ND 0.009 0.020

ND: No detectado. Tratamientos sometidos a diferentes temperaturas de
maceracion: (T1, T2y T3) 25 °C vy (T1.1, T2.1, T3.1) a 55 °C. Los valores con
letras distintas en la misma columna presentan diferencias significativas de
acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). E.E.: Error estandar.

Elaborado por: La Autora, 2025.

La tabla 10 presenta el contenido de tres grupos de metabolitos secundarios:
alcaloides, lactonas y cumarinas (representadas por la escopoletina) y saponinas,
en los diferentes tratamientos, donde en todos los tratamientos, los alcaloides no
fueron detectados (ND), lo que indica que su concentracidén esta por debajo del
limite de deteccion del método analitico empleado. Respecto a la escopoletina, se
observan valores bajos en general, con un marcado incremento en el tratamiento
T2 (0.527 mg/g), mientras que los demas tratamientos presentan valores mucho
menores, oscilando entre 0.083 y 0.137 mg/g. Esto sugiere una posible influencia
de las condiciones del tratamiento T2 en la liberacién de este compuesto.

En cuanto a las saponinas, se evidencia un aumento progresivo de su
contenido a medida que se avanza hacia tratamientos con mayor temperatura de
maceracion. El tratamiento T3.1 alcanzé el valor mas alto con 3.767 mg/g, mientras
que T1 presentd el valor mas bajo con 1.103 mg/g. Este patrén sugiere que la
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maceracion a 55 °C favorece una mayor concentracion o extraccion de saponinas.
Los analisis estadisticos revelan diferencias altamente significativas (p < 0.0001)

tanto para escopoletina como para saponinas.

Tabla 11.

Contenido de fenoles en los diferentes tratamientos propuestos

Fenoles especificos Fenoles
Tratamientos Acido galico Elagico totales
(mg/g) (mg/qg) mg EAG/g
T1 0.8472 0.910¢¢c 3.648
T1.1 0.8902 0.947¢ 4.47
T2 1.017° 0.7174 9.957
T2.1 1.073P 1.100¢d 10.365
T3 1.170¢ 0.890P 12.643
T3.1 1.570d 1.120d 12.817
p - valor 0.0000 0.0000 0.0000
E.E. 0.014 0.016 0.024

Los valores con letras distintas en la misma columna presentan diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). E.E.: Error
estandar.

Elaborado por: La Autora, 2025.

La tabla 11 muestra el contenido de fenoles especificos (acido gélico y acido
elagico) y fenoles totales (expresados en mg equivalentes de acido gélico por
gramo, mg EAG/g) en tratamientos sometidos a maceracion a dos temperaturas:
25°C (T1, T2, T3)y 55°C (T1.1, T2.1, T3.1). En cuanto a los fenoles especificos,
se observa un incremento progresivo en el contenido de acido galico, desde
0.847 mg/g en T1 hasta un maximo de 1.570 mg/g en T3.1. Para el acido elagico,
los valores también aumentan, con ligeras variaciones, alcanzando su punto mas
alto en T3.1 (1.12mg/g). Estos resultados indican que la maceracion a mayor
temperatura (55°C) favorece la presencia de estos compuestos fendlicos,
posiblemente debido a una mejor liberacién de estos desde la matriz vegetal. En
cuanto a los fenoles totales, los valores mas elevados se presentan en los
tratamientos T3 (12.643 mg EAG/g) y T3.1 (12.817 mg EAG/g), lo cual confirma que

tanto el tipo de tratamiento como la temperatura de maceracién influyen
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significativamente en la concentracion de estos compuestos con potencial
antioxidante. El tratamiento T1, macerado a 25 °C, mostré el menor contenido de
fenoles totales (3.648 mg EAG/g). El analisis estadistico revela diferencias

altamente significativas (p < 0.0001) en todos los compuestos analizados.

4.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos
del achotillo ante la capacidad de degradacion enzimatica de E. coli y

antioxidante como una forma de resistencia intermedia

Para evaluar el potencial antimicrobiano de los compuestos fendlicos
presentes en el achotillo frente a Escherichia coli, con énfasis en su accion
antioxidante como posible via de interferencia en el desarrollo bacteriano, se
determind la actividad antimicrobiana de los extractos con diferentes
concentraciones de compuestos fendlicos, conforme a lo planteado en el objetivo
2.

A continuacién, en la tabla 12 se presentan los resultados de la capacidad
antimicrobiana de los extractos con diferentes concentraciones de compuestos

fenolicos (ver anexo 51 - 53).

Tabla 12.
Actividad antimicrobiana de los extractos con diferentes concentraciones de

compuestos fendlicos

Tratamientos Halo de inhibicion (mm)

T1 6.872

T1.1 8.00°

T2 14.23°¢

T2.1 14.809

T3 17.63¢

T3.1 18.00¢

p - valor 0.00
E.E. 0.09

Los valores con letras distintas en la misma columna presentan diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05). E.E.:. Error
estandar.

Elaborado por: La Autora, 2025.

La tabla 12 expone la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los

extractos con diferentes concentraciones de compuestos fendlicos frente a
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Escherichia coli, se observaron diferencias significativas en los halos de inhibicion
entre tratamientos (p<0.05). Los tratamientos T1 y T1.1, con las menores
concentraciones de fenoles, presentaron halos de 6.87 mm y 8.00 mm
respectivamente, reflejando una actividad antimicrobiana limitada. En cambio, los
tratamientos T2 y T2.1 mostraron un incremento considerable, alcanzando halos de
14.23 mmy 14.80 mm, lo que indica una mayor eficacia antimicrobiana atribuida a
una mayor presencia de compuestos fendlicos. Finalmente, los tratamientos T3 y
T3.1 alcanzaron los halos mas amplios, con 17.63 mm y 18.00 mm
respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos, evidenciando una
saturacion en la respuesta antimicrobiana a partir de cierto umbral fendlico. Estos
resultados sugieren una correlacion positiva entre la concentracién de compuestos
fendlicos y el efecto inhibitorio sobre E. coli.

A continuacion, se presenta los resultados de la actividad antioxidante de los

diferentes tratamientos propuestos en la tabla 13 (ver anexo 54).

Tabla 13.
Actividad antioxidante de los extractos con diferentes concentraciones de

compuestos fendlicos

Tratamientos Capacidad antioxidante

(umol TE/)
T1 62.02
T1.1 75.99
T2 169.27
T2.1 176.21
T3 214.93
T3.1 217.89

Elaborado por: La Autora, 2025.

La tabla 13 expone los valores de capacidad antioxidante expresados en
pmol equivalentes de Trolox por litro (umol TE/L) los cuales muestran un incremento
progresivo con los tratamientos que contienen mayor concentracion de compuestos
fendlicos. El tratamiento T1 registro el valor mas bajo con 62.02 ymol TE/L, mientras
que su contraparte T1.1 alcanzé los 75.99 umol TE/L. A medida que se incrementd
la concentracién de fenoles, los valores se elevaron notablemente: T2 presentd
169.27 ymol TE/L y T2.1, 176.21 ymol TE/L. Finalmente, T3 y T3.1 alcanzaron las
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mayores capacidades antioxidantes con 21493 y 217.89 pumol TEIL,
respectivamente. Estos resultados sugieren una correlacion positiva entre la
capacidad antioxidante y la actividad antimicrobiana de los extractos, ya que los
tratamientos con mayor capacidad antioxidante también presentaron halos de

inhibicion mas amplios frente a E. coli.
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5. DISCUSION

La evaluacion de la influencia de la temperatura y la relacion soluto: solvente
en la extraccion de compuestos fendlicos de la cdscara de achotillo mediante
maceracion revel6 que el tratamiento T3 (relacion 1:20) a una temperatura de 55
°C produjo el mayor rendimiento de fenoles totales, alcanzando 12.89 mg EAG/g
ms. Este resultado podria atribuirse a la combinacién de una mayor disponibilidad
de solvente, que facilita la disolucion y difusion de los compuestos fendlicos desde
la matriz vegetal, y al efecto de la temperatura elevada, que promueve la ruptura
de las estructuras celulares de la cascara, incrementando la liberacion de estos
compuestos. Por otro lado, la menor eficiencia observada en el tratamiento T1
(relacion 1:10) a 25 °C podria deberse a una limitacion en la capacidad del solvente
para disolver una cantidad significativa de compuestos fendlicos debido a la menor
proporcion utilizada, asi como a una menor eficiencia en la ruptura de las
estructuras vegetales a temperatura ambiente.

Los resultados obtenidos con los macerados de cascara de achotillo superan
los reportados por Estrada et al. (2022). Al comparar estos hallazgos con
investigaciones previas, se observa que la extraccion asistida por ultrasonido de
compuestos fendlicos totales en residuos de mango comun (Mangifera indica L.),
realizada por dichos autores, alcanzé rendimientos del 30 al 56 % vy
concentraciones superiores a 0,8 mg EAG/mg de residuo seco con su mejor
tratamiento de relacion 1:15. Sin embargo, la concentracion de fenoles totales por
gramo de materia seca registrada en la cascara de achotillo fue considerablemente
mayor, lo que sugiere diferencias atribuibles tanto a la naturaleza de la matriz
vegetal como a la técnica de extraccion utilizada y a la optimizaciéon de los
parametros especificos en cada estudio.

De manera similar, al comparar con los resultados obtenidos por Rochin et
al., (2021) en distintas variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.), donde los
compuestos fendlicos totales oscilaron entre 67,90 y 204,37 mg EAG/100 g
(equivalente a 0,679 a 2,0437 mg EAG/g), la cascara de achotillo mostré6 un
contenido notablemente superior. Los autores sefialaron que una proporcion
considerable de estos compuestos se encontraba en la fraccién ligada, lo cual
podria limitar su disponibilidad. Esta diferencia sugiere no solo una mayor

concentracion en la cascara de achotillo, sino también una mayor accesibilidad de
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los compuestos fendlicos, posiblemente debido a las caracteristicas estructurales
del tejido vegetal y a su menor grado de complejidad.

Una vez obtenidos estos resultados, se procedi6 a la evaluacion cualitativa
y cuantitativa de los compuestos fitoquimicos extraidos de la cascara de achotillo
bajo diferentes condiciones de maceracion donde se identificd la presencia de
triterpenos/esteroles (hasta 0.870 mg/g de B-sitosterol y 0.390 mg/g de lupeol),
lactonas y cumarinas (con un maximo de 0.527 mg/g de escopoletina),
taninos/fenoles (con un maximo de 12.817 mg EAG/g de fenoles totales), y
saponinas (hasta 3.767 mg/g). Los alcaloides no fueron detectados. La
cuantificacion de acidos grasos revelo un incremento significativo en el contenido
de acido oleico (hasta 27.957 %) y palmitico (hasta 17.957 %) a una temperatura
de maceracion de 55 °C. En general, la maceracion a 55 °C y una relacion soluto:
solvente de 1:20 (tratamiento T3.1) favorecio la extraccion de la mayoria de los
compuestos analizados, incluyendo los fenoles totales previamente mencionados,
lo que sugiere que estas condiciones optimizan la obtencién de una amplia gama
de metabolitos secundarios de la cascara de achotillo.

En este contexto, los resultados obtenidos sobre la cuantificacion de
compuestos bioactivos en la cascara de achotillo permitieron establecer
comparaciones relevantes con investigaciones previas. Por ejemplo, el estudio de
Hurtado y Ortiz (2018) realizado en cascaras de diez frutas, reportd6 de forma
cualitativa la presencia de fenoles totales, flavonoides y flavanoles en todas las
muestras, con una marcada variabilidad cuantitativa en el contenido de fenoles
totales, que oscil6 entre 24,42 mg EAG/100 g y 9088,63 mg EAG/100 g. En
comparacion, la concentracion de fenoles totales determinada en la cascara de
achotillo supera los valores obtenidos en la mayoria de las frutas analizadas por
estos autores, aunque sin alcanzar el valor maximo registrado en la cascara de
palta. Adicionalmente, la deteccidn de metabolitos como triterpenos/esteroles y
lactonas/cumarinas en el presente estudio amplia de manera significativa el perfil
fitoquimico reportado en relaciéon con aquellas frutas, lo que refuerza el potencial
bioactivo de la cascara de achotillo como una fuente valiosa de compuestos
funcionales.

Por su parte, Trujillo (2021) identificO en extractos de cascara de pifia la
presencia de fenoles, flavonoides, taninos y saponinas, con un contenido de fenoles

totales estimado entre 3,75 y 6,75 mg EAG/g de materia seca, valores
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notablemente inferiores a los obtenidos en la cascara de achotillo. Estas diferencias
son atribuibles debido a la composicion de la matriz vegetal, ya que la cascara de
achotillo podria contener una mayor proporcion de tejidos lignificados y metabolitos
secundarios acumulados en respuesta al estrés ambiental. Ademas, el método de
extraccion empleado por Trujillo se bas6é en maceracion con etanol al 80 %, sin
control térmico especifico ni optimizacién de parametros como la relacion soluto:
solvente, lo que podria haber limitado la eficiencia del proceso. En contraste, en el
presente estudio se aplicaron condiciones optimizadas de temperatura (55 °C) y
proporcion de extraccion (1:20), las cuales favorecieron la liberacién de compuestos
fendlicos y otros metabolitos.

Considerando los resultados obtenidos en la extraccién y caracterizacion
fitoquimica, se procedid a evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de
cascara de achaotillo frente a Escherichia coli, asi como su capacidad antioxidante,
con el objetivo de explorar una posible relacion entre ambos efectos. Se observo
una correlacion positiva entre la concentracion de compuestos fendlicos y el tamafio
del halo de inhibicién. Los tratamientos con menor concentracion de fenoles (T1y
T1.1) presentaron halos reducidos (6,87 mmy 8,00 mm, respectivamente), mientras
gue los tratamientos intermedios (T2 y T2.1) mostraron halos mas amplios (14,23
mm y 14,80 mm). Los tratamientos con la mayor concentracion de fenoles (T3 y
T3.1) alcanzaron los halos de inhibicion mas elevados (17,63 mm y 18,00 mm), sin
diferencias significativas entre ellos, lo que podria indicar un punto de saturacion
en el efecto antimicrobiano. De forma paralela, la capacidad antioxidante —
expresada en ymol equivalentes de Trolox por litro (umol TE/L)— también mostré
un incremento progresivo conforme aumentaba la concentracion de fenoles, desde
62,02 ymol TE/L en T1 hasta 217,89 ymol TE/L en T3.1. Esta tendencia sugiere
gue la actividad antioxidante podria estar asociada a la eficacia antimicrobiana, ya
gue los extractos con mayor capacidad antioxidante también presentaron un efecto
inhibitorio mas pronunciado frente a E. coli.

Esto contrasta con lo reportado por Aguilar et al. (2020), quienes evaluaron
la actividad antimicrobiana de extractos de cascara de aguacate y coco frente a E.
coli, obteniendo halos de inhibicion de 10,6 mm y hasta 13,2 mm, respectivamente.
Aunque el extracto de aguacate presentd un contenido fendlico total
significativamente superior (36,5 mg EAG/g ms) al registrado en el tratamiento

optimo del achotillo (12.817 mg EAG/g ms), la cascara de achotillo exhibié una
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mayor eficacia inhibitoria, con halos de hasta 18,00 mm. Esta diferencia podria
explicarse por la presencia de otros compuestos bioactivos en la cascara de
achotillo que, en sinergia con los fenoles, potencian su accion antimicrobiana. Entre
estos se encuentran triterpenos como el 3-sitosterol y el lupeol, asi como lactonas
(escopoletina) y saponinas, cuyos mecanismos de accion incluyen la alteracion de
la permeabilidad de la membrana bacteriana, inhibicion de enzimas clave y
disrupcion de la sintesis de pared celular. La interaccion de estos metabolitos con
los compuestos fendlicos podria generar un efecto sinérgico que amplifique la
respuesta antimicrobiana, incluso en concentraciones menores de fenoles totales
(Hazmi et al., 2025).

Asimismo, Rico et al. (2021) evaluaron extractos polifenélicos de frutos del
género Vaccinium, conocidos por su alto contenido de proantocianidinas tipo A
(PAC-A), y reportaron halos de inhibicidon frente a Escherichia coli que oscilaron
entre 12,0 mm y 15,2 mm. Esta actividad antimicrobiana fue atribuida tanto a la
capacidad de los PAC-A para interferir con la adhesion fimbrial bacteriana como a
su alta capacidad antioxidante, superior a 200 umol Trolox/g ms, que refuerza el
estrés oxidativo en las células microbianas. A pesar de que los extractos de
Vaccinium presentaron concentraciones fendlicas y capacidad antioxidante
elevadas, los extractos de cascara de achotillo lograron halos de inhibicion auin
mayores, alcanzando hasta 18,00 mm, incluso con un contenido fendlico moderado
(12.817 mg EAG/g ms). En este sentido, los resultados del achotillo no solo se
alinean con la tendencia observada en Vaccinium, sino que también destacan su
potencial como fuente alternativa de agentes antimicrobianos naturales con un perfil

fitoquimico mas diverso tal y como lo describen Rico et al.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos en la extraccidon de compuestos fendlicos de la
cascara de achotillo mediante maceracion evidenciaron una influencia significativa
de la temperatura y de la relacion soluto: solvente. El tratamiento mas eficiente fue
T3 (relacion 1:20) a 55 °C, alcanzando tanto el mayor volumen de extracto (900 mL)
como el contenido mas alto de fenoles totales (12.89 mg EAG/g ms), indicando que
una mayor proporcion de solvente, combinada con una temperatura elevada,
favorece la solubilizacion y liberacion de compuestos bioactivos desde la matriz
vegetal de la cascara de achatillo.

El analisis fitoquimico cualitativo de los extractos de cascara de achotillo
permitid identificar la presencia de varios grupos de metabolitos secundarios, entre
ellos triterpenos y esteroles, lactonas y cumarinas (representadas por la
escopoletina), taninos y otros compuestos fendlicos, asi como saponinas. La
intensidad de estas reacciones varié entre tratamientos, lo que indica diferencias
en la concentracién de los compuestos segun las condiciones de extraccion. La
cuantificacion espectrofotométrica confirmé la presencia de acidos grasos,
triterpenos/esteroles, escopoletina, saponinas, y fenoles especificos como el acido
galico y el acido elagico, ademas de un alto contenido de fenoles totales en los
tratamientos con mayor proporcion de solvente y temperatura, destacando el
tratamiento T3.1.

Por ultimo, la evaluacion de la actividad antimicrobiana frente a E. coli mostro
una correlacion positiva entre la concentracion de compuestos fendlicos en los
extractos y el halo de inhibicion bacteriana. Los tratamientos T3 y T3.1, con los
mayores contenidos de fenoles, exhibieron la mayor actividad inhibitoria. De
manera similar, la capacidad antioxidante de los extractos también se incremento
con la concentracién de compuestos fendlicos, siendo estos tratamientos los que
presentaron los valores mas altos de capacidad antioxidante. Estos hallazgos
sugieren que los compuestos fendlicos presentes en la cascara de achotillo poseen
actividad antimicrobiana contra E. coli, y que esta actividad podria estar

relacionada, al menos en parte, con su capacidad antioxidante.
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6.2 Recomendaciones

Se recomienda evaluar la influencia de la granulometria de la cascara de
achotillo en la eficiencia del proceso de extraccion por maceracion. Realizar
pruebas con cascara molida a diferentes tamafios de particula podria revelar si una
mayor superficie de contacto facilita la liberacion de los compuestos fendlicos,
optimizando asi el rendimiento de la extraccion sin necesidad de recurrir a técnicas
mas avanzadas.

En relacion con los metabolitos secundarios identificados, considerando la
variabilidad en su presencia e intensidad, se sugiere llevar a cabo una
cuantificacion mas exhaustiva de cada uno de los compuestos detectados mediante
técnicas cromatograficas avanzadas como HPLC-MS o GC-MS. Esto permitiria
obtener datos precisos sobre la concentracibn de cada compuesto bioactivo y
entender mejor como las condiciones de extraccion, como la temperatura y la
relacion soluto: solvente, influyen selectivamente en su obtencidén. Ademas, seria
valioso investigar la posible presencia de otros compuestos fitoquimicos que no
fueron detectados en el screening cualitativo inicial.

Dado el potencial antimicrobiano y antioxidante de los extractos de cascara
de achotillo, se recomienda realizar estudios in vitro mas detallados para elucidar
los mecanismos de accién especificos de los compuestos fendlicos contra E. coli.
Esto podria incluir la evaluacion de su capacidad para inhibir enzimas bacterianas
clave o alterar la integridad de la membrana celular. Ademas, seria pertinente
investigar la actividad antimicrobiana de los extractos frente a otras cepas
bacterianas y hongos relevantes en la seguridad alimentaria. Finalmente, se
sugiere explorar la aplicacion de los extractos de céscara de achotillo como
conservantes naturales en matrices alimentarias, con el fin de evaluar su eficacia

en condiciones reales de almacenamiento.
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ANEXOS
Anexo N° 1:

Achotillo (Nephelium lappaceum)

Fuente: Bienestar (2023)
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Anexo N° 2:
Cascara de achotillo
e

Fuente: Rojas y Carrillo (2019)
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Anexo N° 3:

Norma Mexicana NOM 247-SSA1-2008

‘La canlidad mixma de uso como anlioxidante, sera independiants 68 W canfidad ulilizada como

nutrmento
2.3 Caolorantes

Aditivos

Limste maximo mgkg de producto

Amarnillo 2G
Amariio slimentas 5
No. C.I. 18965

100*

Amardio ocaso FCF
Amanilo almentos 3
No C1 15985

Amanilo alimentos 4
Tertrazing
No. C.1- 19140

100~

Antocianinas

BFF

Azorrubina y sut lacas

Rojo alimentos 3 y sus lacas

Carmoisina
No. C.1. 14720

200

Azul britante FCF

Azul slimentos 2 v sus lacas

No C| 42090

100

Beta-apo Ecarotenal
Anarangado almentos &
No. C| 40820

Beta caroteno
Anarangado alimentos 5
No. C| 40800

BPF

Cantaxanting
Anaranado alimentos &
No. C.I. 40850

geF

Caramelo
Ciagses | llym

BPF

Caramelo ciase IV

2500

Carotenos naturales
Ansranado alimentos 5
No C1 75130

400

1 200°

Clorofitas
Verde naturai 3
No C.L.75810

8PF

Cuworofilina

gFF

Curcumina
No CI 75300

BPF

Duduido ce tanio
Pigmento blanco &
No.C1 77891

10 000

Fuente: Norma Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008
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Anexo N° 4:

Normativa internacional del Codex Alimentarius 192-1995

CODEX ALIM[NTARIUS

CRRAAS I T Lk | 2R

NORME GENERAL PARA LOS ADITWOS ALIWENTARIOS
COQEX STAN 1921995

Adoplado en 1935 Reviaion 1507, 1230, 2001, 2003, 2004, 2005, 2038, 1007, 2008, 2009
2010, 2011, 30172, 2073, 2014, 15, 2096, 2017, 2014, 2018, 2031, 2023

Fuente: (2009) Codex Alimentarius 192-1995, (2024)
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Anexo N° 5:

Pesaje de achotillo previo a enviéo a laboratorio para elaboracion de

macerados

Elaborado por: La Autora, 2025.

Anexo N° 6:

Seleccion y empaquetado de achotillo para envio a laboratorio

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 7:
Achotillo empaquetado para envio a laboratorio para elaboracion de

tratamientos

-8
2 kilos de achotillo

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 8:
Muestras seleccionadas de achotillo

= _

Elaborado por: La Autora, 2025



61

Anexo N° 9:
Muestra de achotillo previo al analisis segun lo establecido por Codex
Alimentarius 192-1995

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 10:
Proceso de deshidratacion de las muestras de achotillo

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 11:

Muestra deshidratada y triturada

4‘ | “_".L
Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 12:

Pesaje de las muestras

Elaborado por: La Autora, 2025

62



Anexo N° 13:

Proceso de maceracion de las muestras

Elaborado por: La Autora, 2025

Anexo N° 14:

Muestras maceradas

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 15:

Analisis de fenoles totales de las muestras a 25°C

®.
O
°* @

o ¥
ANALYTICAL
“ LABORATORIES

TESTING 0 CONIUTIvG

Facha: 14 de Marzo del 2025

Tipo de mustis

Aprox. 500 sl

No de st

Colexts Se st

21 de Fulbruen del 2005
A

Temperatien (°C)

Hanalud (%) |

520l

Fechu de Jeicio de AnkSeis

2] de Felvero &2 2005

Fecha de Finalizacdn ded ankizs

14 de Marso ded 2005

RESULTADOS

PARAMFTROS

AETODO

RESULTADOS

LDMITE DE
CUANTIFICACION

DE UBA-42997-1

TOTALES

UBA-42597-2

TOTALES

DE UBA-42997-3

FENOLES
TOTALES

UV-Vis com.
reaccidn de Folin-

365

9.8¢

1265

NA

L 4o enBmada da h

La absorbancie s¢ midd = 765 am oiiizando ls sspectrofolometds UV-Via con le resceién de Folle-Clocalisu.

Elaborado por:

La Autora, 2025

les se caiceld stilianco ls scumcide de I curva estindat ottends oon scdo glico (GAE: Acde

Piging 1 e

wwwoulso fabcomm

64



Anexo N° 16:

Analisis de fenoles totales de las muestras a 55°C

[ @ L] -
o

? 0 o ANALYTICAL
) © LABORATORIES

TESTINVG O CONIATING

Norsbes Lady Ahares Saxuxego
= TR T
Teklom 0563443168
Clatlaso Alvarez Samemiego
DATOS DE LA MUESTRA
Tipo de mucstrs Farrasto de cbeers de schatills Cabrlad! Apresc 500 ol
N de suotta 1 (n=]) Loke NA
Erociciin Rocmeric ambe de valng Tt e oyt 21 du Febeero dd 205
Tolock d¢ mackrs Tedwads pot o CLIENTE Focha Colous de tactrs WA
CONDICIONES DEL ANALISIS
e | 215 Hisnedad $3) | 201
Fodia de Incw de Azilins 21 de Febweo del 2025
Focdhix do Fralizaciin del sulige 14 de Marro de) 226
RESULTADOS
CODIGO CODIGO LIMITE DE
CLIENTE UBA PARAMFTROS AETODO RESULTADOS| UNIDAD CUANTIFICACION
EXTRACTO
DE FENOLES
AcHOTILLO| VBA#2%F1 | qorares e
Tl
EXTRACTO Espoectrofotometria
DE FENCLES -V con ,
AcoTiLo|UBANS72| TERER | i deri.| 1030 [ TEENGE NA
g v Ciocalten
EXTRACTO
DE ~ FENOLES -
AcsoTLo| VBAIS73|  porares -
T3
L = de te B 46 ctilz anco s o Ga M curva estindar otteside con dcido giice (GAE: Ackse
Galico Equivalents).

Lo absorbancia se midid & 785 am cllitando ls ssgectroftlometris UV-Vis con la escckin de Folls-Clocaliey.
Plging 2 de 2
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Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 17:

Screening fitoquimico T1 a 25°C

S 9 - ®
Jaoo ANALYTICAL

@ LABORATORIES

TCRTHG 0 CONI TG

5 ' Fecha: 14 0s Marzo 08l 2025
DATOS DEL CLIENTE
Telafono 0963443168
Contacto Alvares 3
| DATOS DE LA MUESTRA
Tipo ds cmastra Extracio & carxea & achetlo Camtidad Aprox. 500 ml
[Wo. 3 mmestms T=0 Tow WA
Emase ambar Ge VaR0 Focha ds mcepate 21 de Fobwero dal 2020
Colsch do mmsstra Faalizado por ol CLIENTE Focha colacta do mmssina WA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Tenzperatura (C) 215 Fmnedad 201
e
| Focka de Ixcio ds Anshass 21 de Fobraro dai 202%
Focka de Finalzeacion dal amalius _14amum5
RESULTADOS
ma IFNTE ogoo PARAMFTROS METODO RESULTADOS | Umdsd o_h-n iﬁn:'iq
Tipo de Exxaco Se anexa
Aceites v grazaz
&&1 -
TriterpenosExtercle:
Burchard 24
Extraco 1-10 | Alcaloide: | o
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Clorzzo faemco -
Sapominas
Prooha do espuna -
— FORADW o4 Fa Fagnaiaes

(—) Nesltivo; (+) Leve pnxnda: (H} presenca; (Nﬂ Alts presencia: (x] no z= reakzo,

JON BILIVNA MINTOTR

L ¢ . - ) “h 'y A M
F . . X wwwww ua LaDocom
3

Elaborado por: La Autora, 2025

66



Anexo N° 18:
Screening fitoquimico T1 a 55°C

o ©
? oo ANALYTICAL

&) & LABORATORIES

TESTING 0 COMIULTIvG

_ DR&2597-2024 : = o
Fecha: 14 08 Marzo ol 2025
DATOS DEL CLIENTE
Nombrs Lady Ahvares Samamago
Teldfcoo 0563443168
Ceotacto Alvarez
[ DATOS DE LA MUESTRA
Tipo ds pmestra Extracto do corteza de achotllo Cansdad Aprox. 500 mL
[No. de mosatras =0 Ton NA
e e T - S
[Cokca do mmestia | Fealmado par Al CLAENIE |
CONDICIONES DEL ANALISIS
Tenperamura (°C) 215 Humedad 201
Ca =
Focha ds Ixzcio do Ansban 21 de Febraro del 2025
Focka de Finalizacion del analisis 14 do Mazzo del 2025
RESULTADOS
e | PARAMFTROS | MFTODO | RESULTADOS | Tmidsd | commgescial
Tipo de Zxxacto Se anexn
Acettes ¥ grasas
Sadwm -
TriterpenosExtercles
Xeactroo Lasbermann-
Burckacd >
5 Alcaloides
Feaco 10 | Ba42972 [ RawMayw |  Temimie = :
maceradoa 55 °C :
Rsactivo Wasnar :‘ibm - 3
Drgndors -
Lactomas v Cammarings
TazmozTFenole:
Clorzo famco -
Sapominas
Prooha do espuns -
FORADMW. 04 Pt Pagnaldet

(-} Negativo; {+] Leve presencis; {++) presencia; {+++| Alta presendia; (x| no s& reskzo.

»

Bz

sirs

Elaborado por La Autora 2025
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Anexo N° 19:
Screening fitoquimico T2 a 25°C

. a
? o = ANALYTICAL

) © LABORATORIES

TESTIG O CONILTIVG

Aprox. 500 xl
NA
Fmb% 21 de Fobmaro dal X000
= NA
5201
RESULTADOS | Unided | Comomponrteal
Tipo de Exzacio Se anexa
Aceites ¥ prasa:
Sadxm =
/Extercle:
Xeactroo Lashermann- DR
- Alcaloides
Bmco 1 | ma0wr3 [ Teatw Vo Tamizsio : -
maceradoa 25 °C .
FRsactivo Waser ?""F_‘”: - <
Dragendors -
hnn-s_yc-‘-n
. %
Tazanoz/Fenole:
Clocao famco —
Sapominas
Proota o espuna -
FORADM. 04 ROt Pagna3det

(-] Negativo; (+) Leve presencis; [+4] presencia; {+++) Alta presencia; (x| no se reskzo.

wizz

wwew. D b com
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Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 20:
Screening fitoquimico T2 a 55°C

3 \‘9 -«

L

® = 0 ANALYTICAL
&7 © LABORATORIES

TESTHG DCOMIULTING

Fecha: 14 0o Marzo 0l 2025

Nombee
T
Telafono
Contacto
Tipo de st Extracto G cartezs 4o bt Camndad Aprox. 500 =L
[Wo. do msstras T{=0) Low NA
e o o T T m— —
[Colca de mmesta | Fealmado par el CLIENIE | 5
CONDICIONES DEL ANALISIS :
Temperznura (C) | 215 Humodad (%5) | 5201
Focha do Izcio do Anaizais 21 de Februro del 2023
Focka do Fimalmacion del anslisis 14 de Marzo dal 2025
CODIGO0 | CODIGO a Tirsite dz
CLIENTE TBA PARAMFTROS AMFTODO | RESULTADOS | Ueilat | 2%
Tipo de Exzacio Se anexs
Acetes v srasas
Sodam +
Triterpenos/Extercle:
Xgactno Lagharmann-
Burchard haitg
; Alcaloide:
el P e I
Rsactivo Wagnar Giciaing - = =
Dragendars -
Lactoza: y Conarmas
Bahet -
TazmmozFenolez
Cloreo famco =
Sapominas
Procha do espuna -
FOR ADW. 04 R01 Pagnaddes
(-] Negativo; {+] Leve presencia; (+4) presencia: {+++] Alta presencia; {x] po s= reskzo.
" ': SON BILIVAN MINTUTA & 8'22

- A
rumEs

wwww ulss - Laks Conn

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 21:

Screening fitoquimico T3 a 25°C

‘c0
=

-

o°
" ANALYTICAL
@ LABORATORIES

TE3TW0 CCONILLTING

Fecha: 14 0e Marzo oal 2025

Aprox. 500 i
NA

21 de Fotmen dal 00|

3201

PARAMFTROS

RESULTADOS
Se anexa

Usiedad

Exracto 1:20
macaradoa 25 °C

Tipo de Exaco

Aceites v prasas

Sadm

Triterpenos/Estercles

eactno Lashermann-
Burckard

Alcaloide:

Tsactivo Mayer

Rsactivo Wagnar

Dragandoc
Lactomas y Cumannas

TazmozTFenolez

Salpt

Clorao famco

Siprednas

Progta de espuna

Tamzzio
(sceezing)

—_

PégnaSdes

FORADM. 04 0%
{-) Negativo; {#) Leve presencis; +4] oresencia; {+#+] Alts presendia; (x] no se reafzo.

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 22:
Screening fitoquimico T3 a 55°C

o 9.

co”’

s =2 ANALYTICAL
) @ LABORATORIES

TESTIG b CONITWG

=]

Fecha: 14 de Marzo oal 2025
Nomiee Lady Ahvares Samumego
D ——
Talafono (663443168
Contacto Alvaree Samanisgo
£ DATOS DE LA MUESTRA =
Tipo da psstra Extracto do corteza de achotllo Cantidad Aprox. 500 mL
[No. de mmsatras =D Tow WA
Prosancen Emvase &mbar de VDo wa% 31 do Febwaro dal 05
[Tokca de moesta | Fealzado par el CLIENIE | 0 NA
CONDICIONES DEL ANALISIS =
Tamperatura (°C) | 215 Bumedad (83 | 5201
Focka do Ixtcio de Anslsis 21 de Febrero del 2025
Focha do Finalmacion del analizis 14 do Mazo del 2025
RESULTADOS
TCODIGO | CODIGO Limdle de
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO RESULTADOS | Usided | o ifieaciia
Tipo de Extracio Se anexs
Aceites v erasas
Sodm -
T
Buockard =
Erract Alcaloides
mabalﬁoo'c UBA-2397-6 Reactivo My Ty >
: Fitogameco
Rsactivo Wager (aennig) - = =
Dragendocs -
Lactozas y Cumarinas
Babet -
TazmoxFenoles
Tloro Jamco —
Sapominat
Progha do ospuna -
FORADMW. 04 R0 Pagnatded

(-j Nesativo; {f) Leve prezencia; [H} presenca; (+++| Alta presenda; H o z= raskzd.

U2
5

LECE BOLIVAK RINTOTA
adANT

= e

]

X Te Y0 ¢ 1T Ceinibert ' 0 M) WY

'. e 1 L e e | s www. Do lab.com
)

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 23:

Analisis de espectrofotometria T1 a 25 °C Repeticion 1

5
¢!

o
@“ o ANALYTICAL

@)  © LABORATORIES

TEATOG L COMNSLLTIVG

Fecha: 14 0s Marzo del 2005
DATOS DEL CLIENTE
Nombre Lady Alvarez Samaniago
Direccion Universicad
Telono 0953443165
Contacto AlVarez Samaniego
DATOS DE LA MUESTRA
EXiracio 0 coreza 02
Tipode muestia | oo Cantidad 500 mL o
No_ge muestras 1(n=1) Lote NA
Prasantadien Envase 3moar de viaro Fecha de recepaon g P02
Qe Realizado por & CLIENTE Facha colects de muestra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatra {"C) | 215 m"“"‘“ 5201
[ Facha 0e Inicio 0e Anciisls 21 de Febrero o= 2005
Fecha 02 FINalZacion 02l andisis 14 de Marzo 0l 2025
RESULTADOS
Limite de
CLIENTE | CODIGOUBA | PARAMETROS METODO Unided |RESULTADOS| o orin? 8 n
Acido grasoe
Cleloo W"g’g”" % ase
Paimitico (CG) 2.30
Tritsrpenos/Esterolss
p-siostercl 0.40
Lupeol 025
E",'f,’g" Zicaloldss ND
x UBA-42507-1 Lacionas y -
macerado
azs-c G Espectofotometria| ™% i
| Escopaisting -
Fanoles especincos
Agido galico 0.85
glagico 0.89
Saponinas 112
Fenoles totales me EAGIZ 3.656

= assntificadOn de compuestos fitoquinicos fue realizacs mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
especificos para generar compiejos coloreados medibies a diferentes longitudes de onda. La concentracidn de cada
metabolito fue determinada con base en curvas estindar elaboradas con patrones CoNOGdos.

Pégine 1 de 18

W bl com

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 24:

Analisis de espectrofotometria T1 a 25 °C Repeticién 2

e . _
4
9 - < o ANALYTICAL

@ LABORATORIES

TEETID B COMSLLTING

Facha: 14 de Marzo del 2025

ADoK
S00mL
NA
2108
Febeero dal 2025
NA
Temperatura (°C) 25 %) Humedad | 5201
Facha oe Iniclo de Analisis 21 de Febrero ol 2025
Facha G2 FINaiZacon 08! anaish 14 de Marzo del 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limiis de
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO Unidad RESULTADOS cuantificacion
Adido grasos
Olelco W("gg?’h % 401
Pamitico 2.22
Triterpence/Esteroles
p-shosterol 0.38
Lupeol 0.22
Exm Alcaloldse ND
1:10 UBA-42557-
maceraso 2 Lactonas y -
as-c Espectofotometria|  ™F s
| Escopaieting | .
Fanoles sepecilicos
Acido galico 0.84
dagco 0.92
Saponinas 109
Fenoles totales mg EAGIE 3.64

L2 cuentificacdOn de compuestos titoquimicos fue realizads mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
especificos pars generar compiejos coloreados medidies 3 diferentes lorgitudes ce onca. La concentraciOn ce oxda

metabolito fue determinada con bese en arvas estindar con patrones
Pagina 2de 18
nmnx\n sowroTe “5 7mzz

iz

e
|S e W

Wy U labucormn

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 25:

Analisis de espectrofotometria T1 a 25 °C Repeticion 3

63 o ANALYTICAL

® o LABORATORIES

TESTING £ COMIATIVG

Fecha: 14 de Marzo dsl 2025
Nombre
Direccion
Tek0n0
Contadio e
DATOS DE LA MUESTRA
Extracio oe coneza ce Aprox.
Tipo de MUeela | oo Cantigad S00mL
No. de muestras 1(n=1} Lot NA
Presantadion Envase ambar ge vidrio Facha de recepaidn qug:‘:em
s oe Realzadoporel CUENTE | Fecha colecta de mues¥ra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura {°C) 215 %) Humedad =20t
| Facha 02 Inicio 0e Analisls 21 ge Fedrero oel 2005
Facha G2 Finalzacon 08l anaiss 14 Oe Marzo oel 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limits 08
CLENTE UBA PARAMETROS METODO Unidsd  |RESULTADOS | . oot en
Acido grasos
Oeico Wai’m % 299
Paimitico 2.28
Triterpenos/Esteroles
B-sitosteral 0.37
Lupsol 0.23
mr?“o Alcaloides ND
macerado | UBA~42597-3 Lactonas y -
axsc Cumaninas | eepeciotometria| ™%
| Ssoopoieting | 0.09
Fenoias especiiicos
Ackio ga¥ico 0.85
elagico 0.92
Saponinas 110
Fenoles totales mz EAG/E 3.644

L cusntificeaOn de compuestos fitoquimicos fue realzads mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
e<pecificos pars generar complejos coloresdos medidies 3 diferentes longitudes de onda. La concentracidn de cada
metabolito fue determinada con bese en curvas estandar elaboradas con petrones CONOGCS.

Pdgina 3 de 18

D
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Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 26:

Analisis de espectrofotometria T1 a 55 °C Repeticion 1

‘¢00°

ANALYTICAL

@ & LABORATORIES
TEITWG CCOMILTNG
I 'T
f: - ,__'1
Facha: 14 de Marzo 0al 2025
DATOS DEL CLIENTE
Nombee Lagy Alvarsz Samaniago
Direccion Universiaad AQrana
Teifono 0963443163
Contacto ANarsz Samaniego
DATOS DE LA MUESTRA
ExXtacio 08 cortaza de Aprox.
Tipo de muestia | oo Cantidag ROy
No_Ge musstiae 1in=1) Lote NA
Pragantadicn Envase ambar de viaio Facha 02 recepcion .
Coca e Reallzaoo porei CUENTE | Fecha colects 02 mussiia NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperanra (°C) 215 %) Humedad I 5201
Facha 0z Inich G Analigs 21 08 Febraro O 2025
Facha 02 FNaizacon 08 analsh 14 08 Marz0 0d 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limits 08
A PARAMETROS METODO Unided |RESULTADOS| . LWMSCe
Acido grasos
Oleico 4562
Damico (CG) * 321
Triterpanoe/Eaterolss
f-sitosterol 041
Lupeai .26
Extracio
110 | uBA-42537- Alnabutdien "
macerado 4 Lactonas y 2
ass'c cumannae | ectomtometria| ™S s
| Escopoietna | .
Fenoles sspecicos
Acido gaco 093
lagico .94
Saponinas 142
Fenoles totales mg EAG/e 446

L» cuentificacOn de compuestos fitoquimicos fue reslizads mediante espectrofotometris UV-Vis, aplicande resctivos
e=pecificos para generar complejos coloreados medibies a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabalito fue determinada con base en curvas est3ndar elaboradas con petrones CONOGCS.

Pagina 4 de 18
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Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 27:

Analisis de espectrofotometria T1 a 55 °C Repeticidn 2

o ®. .
¢00
<

ANALYTICAL
“ LABORATORIES
TOETWO L COMSL TG
Fecha: 14 08 Marzo 09l 2025
DATOS DEL CLIENTE
Nombre Laoy Alvaraz Samaniago
Direccion Onlversicad
Tesroro 0963443163
Contacto Anarez Samaniego
DATOS DE LA MUESTRA
Extracio 0 cofteza 0
TIpo e MUSSH3 | e Cantg 500 mL
No. ge mueslras 1in=1) Lote NA
Presantacion Envase ambar de vidrio Facha 02 recepcion A
Sxua Realtzaoo por &l CLENTE |  Fecha colecta d2 mussira NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperauma {°C) 215 ) Humedad | 5201
Facha 02 Inich 08 Analisis 27 0 Febrero 0al 2025
Fecha 02 FInaizacon 0sl Irdish 74 0= Marzo O 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limits 08
| e PARAMETROS METODO Unidsd |RESULTADOS| . LiT¥E 08
Acico grasos
Cleico Gurgggma % 472
Pamico (CG) 298
Tritsrpsnoe/Eatercias
f-sitosterol 0.35
le 024
10 | ysa-42507-5 [ Lactonss y e -
macerado
ass'c Cumain® | peciomtomatra|
| Escopoetna | a8
Fenoles sspecilcos
Acido gaico 0.86
elagico 0.94
Saponinas 142
Fenoles totales e EAGHz 4.48

s cusntificadOn de compuestos fitoquimicos fue realizads mediante espectrofotometrls UV-Vis, aplicando resctivos
especiticos para generar complejos coloreados medibies 3 diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determinada con base en curvas estandar elaborades con patrones CoNOCACs.

Pigina S de 13
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Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 28:

Analisis de espectrofotometria T1 a 55 °C Repeticion 3

o

@. -
c@o”’
&

ANALYTICAL
@ LABORATORIES

TESTG b CONUL TG

f.‘

Fecha: 14 de Marzo dal 2025

Nombre
Dirsccion |
Teifono
Conizdlo
Extraco de coneza o2
TIpo 08 MuestS | oo Cantidac SO0 mL i
No. ge muestras 1in=1 Lote NA
Presentacitn Envase ambar de idno Facha g2 recapcion Fma:‘;:,gfm
o e Reailzado por & CUENTE | Fecha colects 02 mussira NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura {°C) 215 ) Humedad 5201
[ Facha oe Inicio ce Analksls 21 08 Febrero 0 2025
Facha G2 FINalzacion oal aralsis 14 02 Marzo o 2025
. RESULTADOS .
CODIGO | CODIGO Limdis 08
cuenre| “uBA PARAMETROS METODO Unidsd |RESULTADOS| . oot en
Acigo grasos
Cisico % 452
Pamico {CG) 312
Triterpanos/Esterolss
p-sitosterol 0.45
Lupeo 024
E","nmo Alcaloides ND
macerado | UBA-42597-6 Lactonas y -
ass*c CUMae | o ectomiometra| ™
| __Escopoistna | 0.08
Fenoles especificos
Acido gaico 0.8
elagico 0.95
Saponinas 148
Fenoles totales g EAG/ 2 447

Ls csmntificaaOn de compuestos fitoquimicos fue reslizacs mediants espectrofotometris UV-Vis, aplicando resctivos
especificos para generar compiejos coloreadas medibies a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada

PAgina & de 13

www.uba lab.com

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 29:

Analisis de espectrofotometria T2 a 25 °C Repeticion 1

e ®. .
9 0-0 ANALYTICAL

@) © LABORATORIES

TEETG 6 COMITING

Fecha: 14 de Marzo dal 2025
DATOS DEL CLIENTE
Nombre Lady Avarez Samaniego
Dirsocion Uriversdad
Takeono 0363443168
Contacto AVIrez Samanieqo
| —
Extrado 32 02
TIpo 02 Musst3 | i Cantigad G
No_ de musstras T in=11 Lo NIA
Prasentacitn Envase ambar G2 vidro Facha 02 recapcion .
S Realizaoo por & CLIENTE |  Fecha colecta de muestra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatra ("C) 215 % Humedad | 5201
[Facha oe Inicio oe Anaiisis 21 0e Febrem os 2025
Facha 02 Finalzacion 02 araiss 14 0e Marzo del 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Tinils 08
S| A PARAMETROS METODO Unidsd  |RESULTADOS |  LIT¥8 e
Zcico grasos
Clelon % 1346
Daivico (CG) 5.94
Triterpenos/Eataroles
f-=itosterol 0.51
le 0.25
Extrach Pre—— ND
115 | UBA-42597- S i
it A Gt
axs-c Espectomtometria|  ™¥F ’
mg 0.0
Fenoles especifcos
Acigo galico 102
elagico 0rs
Saponinas 2.20
Fenoles totales mp EAGE 9398

L= czentificacOn de compuestos fitoquimicos fue realizads mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
especificos para generar compiejos coloresdos medibies a diferentes longitudes de onca. La concentraciOn de cada
metabelito fue determinada con bese en curvas estdndar elaborades con Patrones CONOTNCs.

Pagina 7de 18
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Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 30:
Analisis de espectrofotometria T2 a 25 °C Repeticidn 2

e ®. _
9 0,0 ANALYTICAL
) @ LABORATORIES

TEATEW) O CONZLTINVG

e N Lol

Fecha: 14 ds Marzo o8l 2025

Aprox.
S00 ML
NIA
2108
Febrero 02l 2025
NA
5201
CODIGO | CODIGO Limits 08
o PARAMETROS METODO Unidsd  (RESULTADOS| . P8 08
Acido grasos
Oletco W"a'?”a % .01
D3mvco {cS) 10.04
Triterpence/Estsroles
f sitosterol 0.49
Lupeol 0.22
Extracs
115 | uBA-42597- Sl o
macerats 3 Lactonas y =
e e | Espectomtometra| ™
0.072
Fenoles upoeﬂwc
Adido galico 104
glagico 0.72
Saponinas 2.14
Fenoles totales mg EAG/: 1004

1= asantificacOn de compuestos fitoquimicos fue realizacs mediants espectrofotometria UV-Vis, aplicando reactivos
especiticos para generar complejos coloreados medibies a diferentes ongitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determinada con base en amvas estindar elaborades con PetTones CONOTDOS.

Pagina Sde 13
‘sb' Bizz
pesizs
IE. - , “ - s 4 b 73 3003 106 baad i i wowwwr,uba baks Coun
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Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 31:

Analisis de espectrofotometria T2 a 25 °C Repeticion 3

a 6 o NALYTICAL

® o LABORATORIES

TOSTIVG € COMIULTING

Fecha: 14 de Marzo osl 2025
DATOS DEL CLIENTE
Nombre Lady Alvarez Samaniego
Diraccion Universidad Agrara
Tkono 0363443163
Contacto Alvarez Samaniego
= DATOS DE LA MUESTRA
Extract oe coreza ce
Tipo de muestra achatilo Cantdac 500 mL
No. de muestras 1(n=1} Lote NA
21de
Presantacion Envase amoar de viaro Fecha de recepcion Eabrem gel 2025
s Realizado por & CUENTE | Fecha colecta de muestra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperaura ("C) 215 - Humedad 5201
Facha o2 inicio de Analisls 21 de Febrero del 2025
Facha de Finalzacion del andisis 14 de Marzo del 2025
RESULTADOS _
CODIGO | CODIGO Limite de
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO Unidad |RESULTADOS cuantificacion
Acigo grasos
Olelco ng"’ % 14.16
Daimitico / 3,52
Triterpenca/Eateroles
f-s2osterol 052
Lupeal 0.24
15 | sa42597-9 mmw“y *
M3crado -
as'c Espectomtometria|  ™E
| Escopoieting | 0.073
Fenolss sspecificos
Adioo galico 059
elagco 063
Saponinas 2.19
Fenoles totales g EAG/E 994

1= csantificaaOn de compuestos fitoquimicos fue resizace mediante espectrofotometria UNV-Vis, aplicando reactivos
especificos para generar complejos coloreados medibles 3 diferentes jongitudes de onda. La concentracidn de cada
metabolito fue determinada con base en curvas estindar elaborades con petrones CONOCACS.

Pgina 3 de 13
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Anexo N° 32:

Analisis de espectrofotometria T2 a 55 °C Repeticion 1

[ ‘43 o
GQ 0 ANALYTICAL
® LABORATORIES

N

Fecha: 14 de Marzo del 2025

DATOS DEL CLIENTE
Nombre Laoy Alvarsz Samanieqo
Diraccon Universiasd
Telfono 0963443168
Contacio Rovaez Samarego
DATOS DE LA MUESTRA
Exirach 02 coneza 02
Tipodemussla | o e Cantidad 500 mL 2 2
No_ge mueeras 1in=1) Lote NA
Prasantadon Envase ambar de vidno Fecha de recepaitn L .
Cpers te Reallzado por & CLIENTE | Fecha colecta de muesia NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura (°C) 215 % Humedad | 5201
Facha 02 Inicio 02 Analisls 21 ge Febrero 08l 2025
Fecha 02 FINaizacion 08l anaiols 14 Ge Marzo 08 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limiis 05
e | A PARAMETROS METODO Unided |RESULTADOS| . LWe 08
Acido grasos
Oteico a""&m % 1624
Faimitico ) 14.25
TriterpenoaiEateroles
B-smeeml 0.48
Lupeol 0.26
Bxtrac Aicaloldes ND
1:15 | UBA-42537-
macerado 10 mmm'“y -
ass'c Especiofotometria| ™% e
| Escopoletna | :
Fanoles especincos
Agido gaiico 105
eagco 112
Saponinas 212
Fenoles totales inz EAG/E 10.35

s cuantificacdOn de compuestos fitogquimicos fue realizads mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
especificos pars generar complejos coloreados medibles a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determinada con base en asrvas estindar elaboradas con petrones CONOCIS.
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Anexo N° 33:

Analisis de espectrofotometria T2 a 55 °C Repeticién 2

000

ANALYTICAL

“ LABORATORIES

TESTO D CONIULTIvG

Fecha: 14 de Marzo del 2025

DATOS DEL CLIENTE
Nombre Lagy Alvarsz Samanieqo
Diraccion Universidad
Telono 0963443168
Contacto ANFEZ SIManego
DATOS DE LA MUESTRA
Exiracio 02 coneza 02
Tipo de museta | 1o e Cantidao O
No. ge mueeiras 1(n=1) Lote NA
2108
Presentadion Envase ambar de vidrno Fecha de recepoion Fabrero el 2005
e e Realzado por & CUENTE | Fecha colecta de musstia NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperaiura (C) 215 %) Humedad | 5201
Fecha e Inicio G Analisls 21 ge Febrero oel 2025
Fecha 02 FINaizacion o2l anaisis 14 02 Marzo 0l 2025
RESULTADOS .
CODIGO | CODIGO [
CLENTE UBA PARAMETROS METODO Unidad |RESULTADOS | . oot en
Acido grasos
Oteico 0"'(?6933 % 1632
Paimitico ) 14.22
TriterpenoaiEsterolss
B-sitoaterol 0.45
Lupaol .25
Extracio Alcaoides ND
1:15 | UBA-42597-
macerado 11 m -
ass'c Especiofotometria|  ™F
| Sscopoletng | 0.09
Fenoles especiiicos
Agido gaico 108
€3gco 110
Saponinas 311
Fenoles totales Inz EAGE 10.355

‘Y e n. ]
‘22"

s asentificadOn de compuestos fitoquimicos fue realizads mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
especificos pars generar complejos coloreados medibies a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determinada con base en Qusrvas estindar elzboradas con pEtrones CONOCIDOS.

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 34:

Analisis de espectrofotometria T2 a 55 °C Repeticion 3

a é 0 ANALYTICAL

“ LABORATORIES

TESING L CONSULTI™VG

.‘l

Presentacion Envase ambar g2 vidio Fecha de recepcion Febeer del 2005
e ey Reaizaco por & CLIENTE |  Facha colecta de muestra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temparatura (°C) 215 %) Humedad I 5201
[ Facha oe Inicio o Analisls 21 Oe Feorero 0l 2025
Facha 02 FINakzacon del andiss 14 02 Marzo 0el 2025
RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limite ge
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO Unided |RESULTADOS | . ortnc en
Acido grasoe
Ofeico Clmﬂ?’& % 1630
Palmitico °S 14.39
Triterpenca/Esterolss
B-sitosterol 0.49
Lupeol 0.27
Extrach Acaoides ND
1:15 | uBA-42597-
macsrato 12 m S
ass'c Especiofotometria|  ™F oy
|____Sscopoietna -
Fanoiss sspeciicos
Acido gaico 108
eagico 108
Saponinas 31
Fenoles totales me EAGIE 10.38

1= asantificacOn de compuestos fitoquimicos fue realizacs mediante espectrofotometria UV-Vis, aplicando resctivos
mMWWWWMlmwam L concentraciOn de aada
metabolito fue determinada con base en curvas estindar elaborades con patrones CONOGOCS.
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Anexo N° 35:

Analisis de espectrofotometria T3 a 25 °C Repeticion 1

ao o ANALYTICAL

@) @ LABORATORIES

TESTING 0 COMIWTIVG

ST S DS OSSN | o IS

Fecha: MGWMM

ADFOX.
500 mi
NA
2102
Fedrero dal 2005
NiA
s2.0
[ CODIGO | CODIGO 2 Limite ge
CLIENTE UsSA PARAMETROS METODO Unidad |RESULTADOS cuantificacion
Acldo grasos
Oisico crm&gana % 17.94
Paimitico ) 12.24
TriterpenosiEsteroies
P-sitosterol 0.58
Lupeoi 0.28
Extracio
1:30 UBA-42557- Alcaloides ND
Maceraco 13 m 5
azsc Especiofctometria| ™% ik
| Escopoieting | .
Fanoias sepecincos
Acido giico 115
eiagioo 0.89
Saponinas 2,65
Fenoles totales meg EAGIz 1264

s cuentificadOn de compuestos fitoquimicos fue realizads mediante espectrofotometria UV-Vis, splicando resctivos
especificos para generar compiejos coloreados medibies a diferentes longitudes de onda. La concentracidn de cada
metabolito fue determinada con base en curvas estdndar elaboradas con pEtrones CoNOCdos.
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Anexo N° 36:

Analisis de espectrofotometria T3 a 25 °C Repeticidn 2

0'00

ANALYTICAL

) @ LABORATORIES

TCETVG 6 COMIATING

PSS s o

Focha: 14 e Marzo 08l 2025

ADIOX.
S00mL
NA
2102
Febrero del 2025
NA
S2.01
CODIGO | CODIGO Limite de
cuane! “usa PARAMETROS METODO Unidad |RESULTADOS | . -8l %
Acido grasoe
Oreico c:m(duégma % 1732
Palmitico ) 12.26
TriterpenosiEateroles
B-sitosteral 0.54
Lupeol 0.29
Extraco
120 |uBA42se7- Alcuahins "o
maceraco 14 m: | ¥ i 5
axs-'c etina Espaciofotometria o3
Fenoiles eapecincos
Acido galico 117
€391 0.8
Saponinas 2.58
Fenoles totales me EAG/E 1264

L» cuantificacOn de compuestos fitoquimicos fue reslizads mediants espectrofotometria UV-Vis, aplicande resctivos
e=pecificos pars generar compiejos coloreados medibies a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determinada con base en curvas estindar elsboradas con patrones conoados.
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Anexo N° 37:

Analisis de espectrofotometria T3 a 25 °C Repeticion 3

aeo

=1 ANALYTICAL
& @ LABORATORIES

TESTrG DCOMIUCTING

4

Fecha: 14 de Marzo dal 2025

DATOS DEL CLIENTE
Nombre Lady Alvarez Samanieqo
Direccion Unhversidad AQrara
Telfono 0953443166
Contacto AIVArez Samaniago
DATOS DE LA MUESTRA
EXTaco O¢ conezade |
Tipo de muestra [, o Cartidac ey P
NO_Ge muestias 1{n=1) Lote NA
Pragantadon Envase ambar o2 vido Fecha de recepcion s i
SueCA e Reaizado por & CUENTE | Fecha colect de musstra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura (°C) 215 %) 20
Fecha 02 Inicio 06 Analisis 21 ge Febrer ol 2005
Fecha 02 FINAlZacion 0al andisis 14 0e Marzo Osf 2025
. RESULTADOS
CODIGO | CODIGO Limite 08
amnre! “usa PARAMETROS METODO Unidad |RESULTADOS| . =min8e%
Acido grasoe
Oreico m&i’m % 17.3¢
Paimitico 12.30
Triterpenoe/Esatercies
f-sitosterol 0.60
Lupeol 0.30
Extracio
o | e Alcaloides ND
m3cerano 15 Lactonas y -
axs-c Cumarinas mgle
Fenolas 6epecincos
Acido g3ico 115
eiagico 088
Saponinas 269
Fenoles totales mg EAG: 12.65

Ls csantificadOn de compuestos fitoquimicos fue realizacs mediante espectrofotometriz UV-Vis, aplicando reactivos
qedimmpmm“umhﬂmnwﬂsnmw&_um&m
metabolito fue determinada con bese en airvas estndar elaboradas con petrones CoNOGACS.
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Anexo N° 38:

Analisis de espectrofotometria T3 a 55 °C Repeticion 1

£>) \\,-;.; o ®
&
0}0 o & ANALYTICAL
) @ LABORATORIES

TESTING & CONGATING

il

Fecha: 14 de Marzo del 2025

com
WA
2108
Fatrero dal 2025
NA
52.01
CODIGO | CODIGO Limits de
e R PARAMETROS METODO Unidsd |RESULTADOS| om0
Zcigo grasoe
Olelco °°"%‘89"° % 2758
Paimitico {cG) 17.54
[Trisrpencatsisroles
8-sitosterol 0.84
Lupedi 0.39
Extractn
120 | UBAd2sa7- | Picaioldes »
mMacaraco 18 Lactonas y -
assc o Especiootometria|  ™E
Escopoieting 0.15
Fenoles sspecificos
Acito galico 154
elagco 112
Saponinas 374
Fenoles totales g EAG 1275

La cuantificadOn de compuestos fitoquimicos fue resicaca mediante espectrofotometria Uv-Vis, aplicando reactivos
especificos para generar complejos colorendos mecibies a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determnads con base en aunvas est@ndar elaboradas con patronses CONOGCSS.
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Anexo N° 39:

Analisis de espectrofotometria T3 a 55 °C Repeticidn 2

o ®.
D
?0 0 ANALYTICAL
&) @ LABORATORIES

TE3TW0 CCOMNILTING

1

= |
Fecha: 14 de Marzo dal 2025

DATOS DEL CLIENTE
Nombre Lady ANarez Samaniego
Diraccion Unpversidad
Tekfono 0053443168
Contacto Alvarez Samaniego
DATOS DE LA MUESTRA
Exracto de coreza de
TIipo 0 MUBSt2 | Ly e Cantitad s
No. de muselras 1{n=1) Lot NA
Presentadon Envase ambar de wario Fecha de recepcion Fmggm
S ae Resizado por &f CLIENTE | Facha colecta de musstra NA
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperaura {"C) 215 “)m 201
Facha g2 inicko ge Analisis 21 de Febeero o2l 2025
Facha 02 Finaizacion del anaisis 14 de Marzo oel 2025
RESULTADOS o
CODIGO | CODIGO [ )
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO Unidad RESULTADOS cuantificacion
Acido grasos
Cielco a""&i’m % 2796
Pamitico 1785
Triterpenoa/Estsrolss
f-sitostercl 088
Lupeol 038
Extracio
120 | UBA42557- - o
macerato 17 Lactonas y -
ass'c Cumanng®e | edootomeia| Mo
| Escopoletna | 014
Fanoies sspecificos
Acico gaico 1s8
elagico 113
Saponinas 3.78
Fenoles totales me EAGE 1282

L» csentificaaOn de compuestos fitoquimicos fue reslizacs mediante espectrofotometris UV-Vis, aplicande resctivos
e=pecificos pars generar complejos coloreados medibies a diferentes longitudes de onda. La concentraciOn de cada
Pigina 17 de 18
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Anexo N° 40:

Analisis de espectrofotometria T3 a 55 °C Repeticion 3

ANALYTICAL
“ LABORATORIES

TROTING & CONGUATIVG

c0Oo”°
* @

oy

Fecha: 14 ds Marzo del 2025

S00 mL
NA&
2108
Fabrem o2l 2025
NA
S52.01
CODIGO | CODIGO Limits ge
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO Unidad RESULTADOS cuantfcacion
Acido grasos
Cleico % 2753
Parmico (€6) 1758
[Triterpancaltsisroles
B-sitosterol 0.89
Lupeol 0.40
Extracto
120 | UBA-42597- m ND
macarado 1 y 3
assc Sump—_—- Espectomtometria| ™
Escopoieting 0.12
Fanoles espscificos
Acido galico 159
lagico 11
Saponinas 378
Fenoles totales me EAGHS 12.88

La cuantificadOn de compuestos fitoquimicos fue resizaca mediante espectrofotometrla UV-Vis, aplicando reactivos
especificos pars generar complejos coloreados mecibies a diferentes longitudes de anda. La concentraciOn de cada
metabolito fue determinads con base en axrves estndar elaboradas con patrones CONOGC0S.

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 41:

Contenido de compuestos fitoquimicos por los diferentes tratamientos

;. . Lactonas .
Tratamientos Acidos grasos Triterpenos/Esteroles Cumarinag Fenoles especificos Saponinas Fenolles
Oleico Palmitico B-sitosterol Lupeol Escopoletina Acido galico Elagico totales
Tl 3.98 2.3 0.4 0.25 0.08 0.85 0.89 1.12 3.66
Tl 4.01 2.22 0.38 0.22 0.08 0.84 0.92 1.09 3.64
T1 3.99 2.28 0.37 0.23 0.09 0.85 0.92 1.1 3.644
T1.1 4.62 3.21 0.41 0.26 0.08 0.93 0.94 1.42 4.46
T1.1 4.72 2.98 0.35 0.24 0.09 0.86 0.94 1.42 4.48
T1.1 4.52 3.12 0.45 0.24 0.09 0.88 0.96 1.48 4.47
T2 13.46 9.94 0.51 0.25 0.07 1.02 0.75 2.2 9.89
T2 14.01 10.04 0.49 0.22 0.072 1.04 0.72 2.14 10.04
T2 14.16 9.92 0.52 0.24 0.079 0.99 0.68 2.19 9.94
T2.1 16.24  14.25 0.48 0.26 0.09 1.05 1.12 3.12 10.35
T2.1 16.32 14.22 0.45 0.25 0.09 1.09 1.1 3.11 10.365
T2.1 16.3 14.39 0.49 0.27 0.08 1.08 1.08 3.1 10.38
T3 1794 12.24 0.58 0.28 0.12 1.15 0.89 2.65 12.64
T3 17.92 12.26 0.54 0.29 0.11 1.17 0.9 2.68 12.64
T3 17.98 12.3 0.6 0.3 0.15 1.19 0.88 2.69 12.65
T3.1 27.98 17.94 0.84 0.39 0.15 1.54 1.12 3.74 12.75
T3.1 2796  17.95 0.88 0.38 0.14 1.58 1.13 3.78 12.82
T3.1 27.93 17.98 0.89 0.4 0.12 1.59 1.11 3.78 12.88

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 42:

ANOVA acidos grasos

ANOVA - Gieico
Casos Suma de Cuatrados gl Cuadrado Medio F P
Tratamienios 1210948 5 242.190 9728664 3 299x107%"
Residuais 0299 12 0.025
Nota Suma de Cuadrados Tipo il
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Comparaciones Post-hoc - Tratamienios
Diferencia de Medias ET 1 Pruvey
T T -0.627 0129 -4.864 0.004
"7 ~2883 0129 76718 2 708x10°™
T21 -12203 0129 -95425 2 709x307™
13 -13853 D120 -108311 2 700<10""¢
31 -23963 0129 -186012  2706«10""
T T2 -0.257 0129 71854 2 70«307™
21 -11.667 0129 -90561 2 709x10""¢
13 -13327 0129 103447 3 708<107"4
T3t -233%7 0120 ~181148 2 70gx10~
T2 T21 -2410 0120 -18.707 4133%907°
13 ~4.070 0129 =31593 45331072
T31 -14.080 0129 100284 2 7p0x10""
121 3 ~-1.660 0129 -12886  2591x10"7
T31 -11.670 0129 -90587 2 700=107%
n 131 ~10.010 0.129 ~T7.701  2700«10"M
Nota. Vaior p ajustado para comparar una familia de 6
Leltar-Bss6d Grauping - Tratemienios ¥
Tratamentos Letter
T 8
T b
T2 c
71 d
T3 L]
731 !
Nota If two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them to
be dfferent. but we a0 did not show them to
be the same
Medias Marginales
Madias Marginaies - Tratameentos
IC del 95% para &3 Diferencia de Madias
Tratamiontos  Media Marginal Infenoe Superior ET
m 39093 3795 4.192 0.0M
T 4620 4422 4818 .00
T2 13.877 13678 14.075 oon
121 16.287 16.088 15.485 0.001
LE] 17.947 17748 18.145 oon
AER] 27957 21758 28155 oo

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 43:
ANOVA acidos grasos - palmitico
ANOVA - Falmaco
Casos Suma de Cuadrados o Cuadrado Medio F p
Tratamientos 582 562 5 16512 24189444 ¢ 308x10°2?
Resduals 0.058 12 0.005
Nofa: Suma de Cuadrados Tpo Il
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Comparaciones Post-noc - Tralamentos
Diferencia de Mectas ET 1 Prosey
m T -0837 0057 -14.765 5463%10°%
T2 ~1.700 0.057 -135882 2709x107™
T21 -12.020 0057 212118 27091074
T3 -10.000 0.057 -176471 2 709<10""
T31 -15600 0057  -276882 2 709«10""¢
T T2 -6.863 0057 “121.118 2709107
T21 -11.182 0057 -197.353  2709«107"*
T3 -9.163 0057 -181.708  2700x10""*
T31 ~14853 0.057 =262118 2 709%10""
7 T21 -4.320 0057 ~76235 2709107 ™
E -2.300 0057 -40588 g 185x10""
731 -7.990 0.057 -141000 2709=107'4
T21 T3 2020 0.057 35647  2438«10°M
T3.1 ~3670 0.057 -64.765 2787x10°™
T3 T31 -5.690 0057 -100412 2 709«10""*
Nota Vaior p ajustado Dara comparar una famika de 6
Lefter-8a3ed Grouping - Tratameenfos ¥
Tratameenios Lefter
m a
T b
T2 <
T21 a
i a
731 !
Nota If two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them to
be dfferent, but we aiso did not show them 1o
be the same
Medias Marginales
Medias Marpinales - Tralamenios
IC del 95% para Ia Diferentia de Medias
Tratamientos  Media Marginal infenor Superior ET
™ 2.267 2178 2354 0.040
T4 3103 3016 3Iim 0.040
T2 9967 8879 10054 0040
T21 14287 14160 14374 0.040
LE] 12267 1217 12354 0040
131 17.957 17.869 12.044 0040

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 44:
ANOVA Triterpenos/Esteroles -1

ANOVA - B-sttosterol

Casos Suma ¢e Cuadrados gl Cuadrado Medio F [
Tratamientos 0478 5 0,095 2717 ya72<107®
Residuals 0010 12 8444107

Nota Suma de Cuadrados Tipo Il

Contrastes Post-hoc ¥

Estandar (LSD)
Comparaciones Post-noc - Tratammentos
Diferencia de Medias ET t Procey
™ T11 ~0.020 0.024 -0.843 0853
T 0123 0.024 -5.198 0.002
T2.1 -0.090 0.024 -3793 0.024
3 -0,190 0.024 -8008 4281x107%
T31 -0.487 0.024 -20511 1.446%107°
T T2 -0.103 0.024 ~4.355 0.009
T21 -0.070 0.024 -2.950 0098
T3 -0.170 0.024 7185  1202«107*
731 -0.457 0024 -196568 2 350%107°
T2 T21 0033 0024 1.405 0724
T3 -0 067 0.024 ~2810 0123
T31 -0,353 0.024 -15313 36101070
T21 T3 -0.100 0024 -4.215 0.012
T31 -0.397 0024 -16718 1372x107%
T3 T31 -0.297 0.024 -12503 33910~

Nota Valor p ajustado para comparar una familia de 6
Letter-8ased Grouping - Tratamientos
Tratamientos Latter

™

T

T2

21

T3

T31
Nota. If two of more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them to
be dfferent, but we aiso did not show them 1o
be the same

Oﬂgasli

Medias Marginales
Medias Marginales - Tratameenios

IC del 95% para la Diferancia de Medias

Tratamientos  Meda Marginal Inferior Superior ET

T 0383 0347 0420 0.017
T 0403 0367 0440 0017
T2 0507 0470 0543 0.017
T21 0473 0437 0510 0017
3 0573 0537 0610 0,017
131 0870 0833 0907 0.017

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 45:
ANOVA Triterpenos/Esteroles -2

ANCVA - Lupoor
Casos Suma de Cuadrados gl Cuadrado Modo F p
Tratarmentos 0053 s 0011 70704 4750107
Residuars 0002 12 1500+10~*

Nota Suma de Cuadrados Tipo 1t

Contrastes Post-hoc ¥
Estindar (LSD) ¥

Comparaciones Post-noc - Tratamientos v

Diferencia de Medias ET t DTonny
™ T -0013 0010 -1333 0783
hr -0.003 0010 -0333 0969
T21 -0.027 0010 -2567 0154
T3 -0057 0010 -5087 0001
131 -0.157 0010 15667 2 7p5c10°
T 2 0010 0010 1.000 0909
T21 -0013 0010 -1333 0783
3 -0.043 000 -4333 0010
T -0 143 0010 ~14333 7g72«107%
n Ara) 0023 0010 -231 025
T3 -0053 0010 -5333 0.002
T31 -0 153 0010  -15333  3s57%10°
n " -0 030 0010 -3000 0.061
T -0.130 0010 =13000 2 3a4«10”"
T3 31 ~0.100 0.010 =10000  g213«107°

Nota Valor p 3jusiado para comparar una famiia ds 6

Lener-Based Grouping - Tralamenios
Tratamientos Letier

T

T11

T2

121

T3

131
Nota If two of more means share the same
grouping symbol, then wa cannol show them 1o
be different. but we atso did not show them to
be the same.

05’3.0-

Medias Marginales ¥

Medias Margungies - Tratamenios

IC del 95% para ia Diferencia de Medias

Tratamientos  Media Marginal Infenor Superior ET

T1 0233 0218 0240 0007
T 0247 0231 0262 0.007
T2 0237 0.221 0.252 0.007
T21 0260 0245 0275 0.007
T3 0290 0275 0.305 0.007
T3.1 0390 0375 0.405 0.007

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 46:

ANOVA Lactonas y cumarinas

ANOVA - Escopoleting

Casos Suma de Cuacrados gl Cuadrago Medio F [
Tratamientos 0010 s 0.002 15402 732351075
Residuals 0.002 12 1315107

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Il
Contrastes Post-hoc ¥
Estandar (LSD) ¥
Comparaciones Pos-noc - Tralamentos v
Dvierencia de Medias ET 1 Priay
™ T -0.003 0.009 -0.356 0999
T2 0010 0009 1032 0898
T21 -0.003 0009 -0.356 0999
1 -0.043 0.009 -4628 0,006
T31 -0.053 0009 -5.696 0001
T T2 0013 0.009 1.388 0733
121 -1908x10""7 0.002  -203gx107"% 1000
T3 -0.040 0.000 -4.272 oon
71 -0.050 0.009 -5.340 0.002
T2 T21 0013 0.009 -1.388 0733
T3 -0.053 0.009 -5661 0001
Ta1 -0.063 0000 ~6729  233<107¢
T21 T3 ~-0.040 0008 4272 001
T31 -0.050 0.008 -5.340 0.002
T3 LER -0.010 0009 -1.068 0885

Nota Valor p ajustado para comparar una familia de 6

Letter-Based Grouping - Tratamentos ¥

Tratamientos

Letter

T
T
T2
T21
T3
131

Tow e e

Nota I two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them fo
be dffacant but we atso did not show them to

be the same.

Medias Marginales

Medbas Margingles - Tratarmientos

IC oel 95% para ta Diferencia de Medias

Tratamientos  Media Marginal Infenor Supernior ET

Tt 0083 0069 0098 0007
T 0087 0072 0.101 0.007
T2 0074 0059 0.088 0.007
T21 0.087 0072 0.101 0.007
T3 0127 0.112 0141 0.007
T31 0.137 0122 0.151 0.007

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 47:

ANOVA Fenoles especificos - 1

ANOVA - Acido gaiico

Casos Suma e Cuadrados [} Cuadrado Medio F [
Tratamientos 1.025 5 0.205 351307 1419x10712
Residuais 0.007 12 58331074

Nota Suma de Cuadrados Tipo NI
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Comparacones Fost-hoc - Tratamentos
Dierancia de Medias ET 1 Drivey
T T11 ~0.043 0.020 ~2.197 0.306
T2 -0170 0.020 -8.621 2013107
T21 -0227 0020 “11494 g 280x10~
T -0.323 0020 -16 396 1893=107%
Ta1 -0.723 0.020 ~36680 4 757x10"72
Tia T2 ~0.127 0020 -6.423 36551074
71 -0.183 0.020 -0207 g y14g10~"
T3 -0.280 0.020 -14 199 8551=107¢
T -0.680 0.020 ~34482 2g37e07 "
T2 T21 -0.057 0.020 -2874 oM
T ~0.153 0020 =TT75  5759«107°
T31 -0.553 0020 -26.058 148214107
21 RE] ~-0.097 0020 -4 902 0.004
T31 ~0.497 0020 ~25186  7sge=107™
T3 Ti1 -0.400 0020 -20.284 1654107
Nota Valor p ajustaco para comparar una famiia de 6
Lefter-Based Grouping - Tratamientos
Tratamientos Latter

T a

T a

T2 b

T21 b

T3 c

131 d

Nota. If two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them to
be different but we atso did not show them to
be the same
Medias Marginales
Medias Margingies - Tratamanios
IC del 95% para I3 Diferencia de Medias
Tratamientos  Media Marginai Inferior Supetior ET
Tt 0847 0816 0877 0014
T 0.890 0850 0920 0014
T2 1.017 09385 1.047 0014
T21 1073 1043 1104 0.014
T3 1170 1140 1200 0.014
131 1570 1540 1.600 0.014

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 48:
ANOVA fenoles especificos - 2

ANOVA - Elbgico
Casos Suma de Cuadrados gl Cuadrado Medio F p
Tratamientos 0333 5 0067 176309 g 484x10™"
Residuals 0005 12 37782 107*

Nota Suma de Cuadrados Tipo Il

Contrastes Post-hoc ¥
Estandar (LSD) ¥
Comparaciones Post-noc - Tratamentos ¥

Diferencia de Medas ET t Drivey
™ T11 -0.037 0.018 -2310 0.262
T2 0.183 0.016 12182 48701077
T21 -0.190 0.016 -11072 5811x10"7
T3 0.020 0016 1.260 0.800
T31 -0210 0016 -13.233 1916+10°7
T T 0230 0.016 144653 6.757+10"2
T21 -0.153 0015 -9.662 608221072
T3 0057 0016 3571 0.035
T31 -0.173 0.016 -10.922 1.623=107°
AP T21 -0.383 0.016 -24155  4.482%107"°
T3 0173 0016 -10.922 16231070
T31 -0.403 0015 ~25415  gs545«107"
T21 n 0210 0015 13233 1.916%10°7
31 -0 020 0016 -1.260 0800
T3 31 -0.230 0016 -14.483 67571078

Nota Vaior p ajustado para comparar una famiia de 6

Letter-Based Grouping - Tratamientos ¥

Tratamientos Leftar
m be
T11 c
T2 a
T21 d
T3 b
T31 d

Nota If two or more means share the same
grouping symbol, then we cannol show them 1o
be afferent. but we also did not show them to
be the same.

Medias Marginales
Medias Marginaies - Tratamentos

IC oei 95% para la Diferencia de Medias

Tratamientos  Media Marginai inferior Superior ET

™ 0910 0836 0934 0.011
T11 0947 0922 097 001
T2 0717 0892 0.7 o011
21 1100 1076 1124 oon
LE) 0230 0866 0914 0011
131 1120 1.096 1144 0.011

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 49:

ANOVA Saponinas

ANOVA - Saponings
Casos Suma de Cuadrados gl Cuadrado Madio F p
Tratamientos 15290 5 3058 5192757 4424107
Residuals 0.007 12 58891074
Noia Suma de Cuadrados Tipo Il
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Comparaciones Post-noc - Tratanmventos
Diferencia de Medias ET t Proicey
T T -0.337 0020 -16.091 1.153x107%
T2 -1.073 0.020 ~54171  5120x107 ™
T21 -2.007 0020 -101275 2 7p0x10~*
T3 ~-1.570 0020 =79.237  2708x10° ™
T31 -2683 0020 ~134417 2 709x107"%
T11 T2 -0.737 0020 -3717¢  1g08x10""2
T21 -1.670 0020 -84.284 2.709x10"1
T -121 0020  -62246  2g808x107"
AER -2327 0020 “117426 2 709x10°™
T2 T21 -0.933 0020 ~47.105  1974x10~"
T3 -0.497 0.020 -25087 g 193«10"M
T34 -1.500 0020 -80246 2 70gx107™
T21 T3 0437 0.020 22038  5730¢10°%
T31 ~0.657 0020 33142 335x107'2
T3 T3.1 -1.093 0.020 -55180 4 406x10""¢

Nota. Valor p ajustado para comparar una famia de 6

Lefter-8ased Groupwng - Tratamentos ¥

Tratamientos

Lettar

T
T
T2
T21
T3
T31

-aooown

Nota If two of more means share the same
grouping symbol. then we cannot show them o
be diferent. but we also did not 3how them 1o

be the same

Medias Marginales

Medias Marginales - Tratamentos

IC del B5% para I3 Diferencia de Medas

Tratamientos  Media Margmal Infenor Supenor ET

T 1.103 1073 1134 0014
T 1440 1409 1471 0014
T2 2177 2145 2207 0014
T21 3o 3079 EREA 004
mn 2673 2643 2704 0014
LES 3767 373 3797 0014

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 50: ANOVA Fenoles totales

ANOVA - Fenoies ioiales v

Casos Suma de Cundrados o Cuadrago Medio F p
Trataméentos 239347 5 47 859 27257900 ggare10m
Residuais 0021 ” 0002

Nota Suma de Cuadrados Tipo Il
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Compéaraciones Fost-noc - Traramientos
Dverencia de Medias ET 1 Pruvey
n T -0.822 0034 24023 yp15e107°
T2 -8.308 0034 -184374 2709107
71 %77 0034 ~195308 2709«10""*
AE -8695 0034  -262894 2 7pgero™
=R -9.160 0034 -267.959 2 700~10""*
T T2 -5.487 0034  -180351 3 708<107%
T21 -5895 0034 ~172285 2 7p9«107¢
AE] -8173 0.034 ~238870 2708«10""*
31 ~8.347 0034  -243936 2 709¢10°
T2 T21 -0.408 0034 11934 8.12710""
L E} -2.687 0034 ~78519 2709107
T31 ~2.850 0034 -83585 2 7pgx107'*
™1 13 -2278 0034 ~66585 2 753«10°™
T34 ~2452 0.034 -T1651 2720-107'¢
T3 T31 -0.173 0034 ~5.086 0.003

Nota Valor p ajustado para comparar una famiia de 6

Letter-8ased Grouping - Tratamienios ¥

Tratamientos

Letter

™
T11
T2
T21
T3
T31

o QanoTo

Nota If two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them 10
be different, but we aiso did not show them o

be the same

Medias Marginales

Medigs Marginaies - Tratamientos

IC del 95% para 13 Dderenca de Medas

Tratamientos  Meda Marginal Infenor Supenor ET

™ 3648 3595 3701 0.024
T 4470 4417 4523 0.024
T2 9957 2004 10.009 0.024
T21 10385 10312 10418 0024
T 12643 12501 12,696 0.024
T31 12.817 12764 12 868 0.024

Elaborado por:

La Autora, 2025
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Anexo N° 51:

Analisis de Actividad Antimicrobiana
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Anexo N° 52:

Datos de actividad antimicrobiana de los diferentes tratamientos

propuestos

Tratamientos Halo de inhibicién (mm)

T1 6.5
T1 7.1
T1 7
T1.1 8.1
T1.1 8
T1.1 7.9
T2 14.2
T2 14.3
T2 14.2
T2.1 14.8
T2.1 14.7
T2.1 14.9
T3 17.7
T3 17.6
T3 17.6
T3.1 18.1
T3.1 18
T3.1 17.9

Elaborado por: La Autora, 2025



Anexo N° 53:

ANOVA actividad antimicrobiana

ANOVA « Halo de nhbucidn (mm) v

Casos Suma de Cuadrades ol Cuacrago Medin F 0
Tratamientos 340.364 5 68073 2017490 g4548«10"""
Resicuss 0280 12 0023

Note Suma de Cuadrados Tipo Il
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Comparaciones Fost-nos - Tratamenios
Deferencia 0g Megias ET t Priawy
i3] EAR! -11933 0125 ~2.087 116310
T2 ~7.367 0.125 -50085  3202-107™
21 783 0125 -83808 2 go0w107™
T3 -10.767 0125 ~86325 270010~
Ti1 =11.133 0125 -89.265 2 700x107™
T T2 -8.233 0125 -40978 1 psgx10""?
T21 -8.800 0.125 -54521  gease107™
T3 -8633 0125 ~T7238 2700=10°%
Ti1 =10.000 0125 ~80.178 2 700v10°™
n” 121 ~0.567 0125 ~4543 0.007
T3 -3.400 012§ =27.281 2 tqasr07"
31 3767 0125 30200 gasse1p7'?
”1 I 2833 0125 =T 3781107
AES) =300 0125 -25857  s5s08x10”"
L) T31 -0.367 0.125 ~2 940 0.100
Nota Valor o 8justado pars comparar una tamiia oe 6
Letter-83sed Grouping - Tratamwentos
Tratamienios Letter

A4 a

T b

T2 c

T21 d

n €

T31 °

Nota 1t two or more means share the sames
Qrouping symbol, then we cannot show them 1o
De different, but we 250 did not show them o
be the same
Medias Marginales
Medas Marginales - Tratamentos
IC del 95% para la Diferencia de Medias
Tratamientos  Media Marginal Interior Superior ET
m 6857 8675 7059 ao0es
T 8.000 7.808 8192 0oes
T2 14233 1404 14425 0083
T21 14 800 14608 14992 0088
T3 17.633 17444 17.825 0082
T3 18 000 17.808 18.192 0068

Elaborado por: La Autora, 2025
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Anexo N° 54:

Analisis Actividad Antioxidante

pr’} ‘@ o
(uf s Xn 0y
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Facha 02 Inich de AnaIss 21 0e Febrero 021 2005
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RESULTADOS
CODIGO Linite 08
CUENTE| CODIGOUBA (PARAMETROS|  mEToDO RESULTADOS | Unigad [ o S8
T e
2§
(s5°C) i
g-q Actividad DPPH Methad 169.27 pmol TE/
12 vaAean-1 Anfloxidants | Espectrofotometria [+} =
(55°C) 176.21
T3
{25°C) 21453
13
(55°C) 217.89
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