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RESUMEN 
 

Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob., o laritaco es un arbusto silvestre que crece en 

varias provincias del Ecuador. Los conocimientos ancestrales indican que la cocción 

de las hojas ha sido empleada en la medicina tradicional para curar diferentes 

enfermedades. Varios estudios han reportado que los extractos acuosos y etanólicos 

obtenidos de las hojas de la especie exhiben una alta actividad antioxidante. Sin 

embargo, no se conocen las condiciones óptimas de extracción ni los compuestos 

responsables de esta actividad biológica. Por lo tanto, en el presente estudio se 

planteó como objetivo general determinar las condiciones óptimas de extracción de 

los compuestos antioxidantes de hojas de Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob. La 

temperatura y el tiempo de extracción acuosa de las hojas obtenidas por decocción se 

optimizaron mediante análisis de superficie de respuesta para una máxima actividad 

captadora del radical DPPH, actividad captadora del radical catiónico ABTS, 

contenido de fenoles totales y contenido de flavonoides totales. Se aplicó un diseño 

central compuesto de 13 experimentos y se utilizaron modelos polinomiales de 

segundo orden para describir las respuestas en función de los parámetros de 

extracción evaluados. Las condiciones óptimas de extracción encontradas fueron 

79.79 °C y 126.23 minutos, las cuales se obtuvieron empleando la función de 

deseabilidad compuesta para valores máximos de la actividad captadora del radical 

DPPH (87.34%) y la actividad captadora del radical catiónico ABTS (68.64%). Los 

modelos predictivos se comprobaron empleando tres tipos de deshidratación: estufa, 

liofilización y temperatura ambiente. La deshidratación a temperatura ambiente 

demostró ser el método más idóneo ya que genera valores de actividad antioxidante 

similares que la liofilización y mayores que la deshidratación por estufa. Finalmente, 

el análisis mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-

EM) sugiere que la actividad antioxidante de los extractos evaluados estaría dada por 

la presencia del ácido málico, ácido succínico, ácido α-cetoglutárico, ácido cítrico, 

ácido m-hidroxibenzoico, ácido cafeíco, inositol y la β-amirina. Los resultados 

obtenidos confirman la importancia de la medicina tradicional y sirven como línea 

base para la preparación de futuros medicamentos naturales que contengan el 

principio activo de la especie. 
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CAPÍTULO 1 
 

 

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

 

 

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

  

Desde tiempos ancestrales, las plantas han sido utilizadas en la medicina 

tradicional por curanderos y chamanes para tratar enfermedades humanas (1).  En 

el Ecuador, diferentes especies como el cedrón (Verbenaceae), ayahuasca 

(Malpighiaceae), palo santo (Burseraceae), guayusa (Aquifoliaceae), altamisa 

(Asteraceae), entre otras,  han sido reportadas por comunidades indígenas para la 

preparación de remedios naturales con diversos fines terapeúticos (2). 

 

En este contexto, la familia Asteraceae (Asterácea) es una de las más numerosas 

del reino vegetal con aproximadamente 23000 especies de árboles, arbustos y 

subarbustos distribuidos en el mundo. Diferentes géneros de esta familia son una 

fuente potencial de componentes antiinflamatorios y antioxidantes. Sin embargo, 

solo se han estudiado los principios activos de un  porcentaje mínimo de estos (3). 

  

Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob., es un arbusto silvestre perteneciente a la 

familia de las Asteráceas que crece en varias provincias del Ecuador: Esmeraldas, 

Guayas, El Oro y Loja (4); y, se ha reportado que la cocción de las hojas posee 

actividad anticefaleíca (5), antipirética (6), antimicótica (7), antiofídica (8) y 

antimalárica (9). Además, se conoce que los extractos acuosos poseen actividad 

antiinflamatoria, antileishmanial y antioxidante (10).  

 

Estudios previos reportan que las hojas de ésta planta poseen mayor cantidad de 

terpenos a diferencia de las flores y las ramas, ya que han sido detectados 7 

monoterpenos y 17 sesquiterpenos en hojas, 3 monoterpenos y 6 sesquiterpenos 

en ramas y 2 sesquiterpenos en flores (11). Estos compuestos volátiles como el 

beta-pineno y cariofileno han manifestado poseer efecto anticompulsivo y 

antinociceptivo en ratones (12, 13, 14). Asimismo, algunos triterpenoides como el 

lupeol, epilupeol y acetyl lupeol han sido aislados y han demostrado tener 

actividad antimicrobiana, esto explicaría por qué las hojas de esta especie han 

sido consumidas ancestralmente (15). 

 

En este contexto, diferentes métodos de extracción como maceración alcohólica 

hasta agotamiento (16, 17), cocción por reflujo al 10% y extracción acuosa 

asistida por ultrasonido (10) han sido empleados en esta especie. Manzano y 

colaboradores (10) indican que la actividad antioxidante de los extractos acuosos 

de hojas de V. patents (Kunth) H. Rob., disminuye al aumentar el tiempo de 

extracción, mientras que el contenido de fenoles totales incrementa (10). Esto 



 
 
 

2 
 

 
 

debido a que la actividad antioxidante de las matrices vegetales está explicada por 

el sinergismo de los compuestos fenólicos y otros metabolitos secundarios como 

los flavonoides (18, 19). Del mismo modo, la extracción soxhlet ha sido utilizada 

para la obtención de extractos alcohólicos a partir de hojas de otra especie del 

género Vernonia reportando el contenido de fenoles y flavonoides totales de las 

muestras evaluadas (20).  

 

Otros estudios llevados a cabo en hojas de Stevia rebaudiana (Asterácea) han 

demostrado que al colocar las hojas en baño María bajo agitación constante y con 

cambios de temperatura, se produce un incremento en la concentración de fenoles 

totales, flavonoides totales y la actividad antioxidante (21). Igualmente, estudios 

sobre cinética de extracción acuosa en hojas de Salvia fruticosa indican que, 

incrementando la temperatura de extracción sobre los 70 °C por 80 minutos, se 

produce un aumento significativo de la constante de velocidad de extracción y la 

concentración de equilibrio de las variables evaluadas: sólidos solubles totales, 

compuestos fenólicos totales y flavonoides totales (22). 

 

Ahora bien, se conoce que los extractos de hojas de V. patents (Kunth) H. Rob 

poseen actividad antioxidante y un alto contenido de compuestos fenólicos. Sin 

embargo, no se conocen con exactitud los compuestos responsables que inducen 

esta actividad biológica, tampoco se entiende la estabilidad de los mismos bajo 

diferentes condiciones de extracción en laboratorio. Por lo antes expuesto, el 

objetivo de esta investigación se orientó en la determinación de las condiciones 

óptimas de extracción de compuestos antioxidantes a partir de hojas de V. patens 

(Kunth) H. Rob.  

 

Las condiciones de extracción optimizadas fueron la temperatura y el tiempo de 

extracción, con la finalidad de efectuar los experimentos de la forma más similar 

posible al uso tradicional. Otros parámetros como el tamaño de partícula y la 

relación solido-solvente se mantuvieron constantes ya que las farmacopeas 

brasileña, francesa y americana recomiendan utilizar material vegetal 

moderadamente grueso o semi-fino (180-710 µm) y la relación solido-solvente 

(1:10) para la preparación de tinturas (23). 
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1.2 OBJETIVO GENERAL  

 

Determinar las condiciones óptimas de extracción de compuestos antioxidantes de 

hojas de Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob., para conocer las condiciones 

idóneas de extracción de compuestos que estabilizan radicales libres.  

 

1.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Establecer las condiciones óptimas para la extracción acuosa de 

compuestos antioxidantes sintetizados por Vernonanthura patents (Kunth) 

H. Rob. 

2. Evaluar las condiciones óptimas obtenidas para la extracción acuosa 

empleando tres tipos de secado (estufa, temperatura ambiente y 

liofilización). 

3. Identificar la composición química de los extractos obtenidos mediante 

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-EM). 

 

 

 

1.4 MARCO TEÓRICO 
 

1.4.1 Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.     

  

El género Vernonanthura H. Rob., fue establecido para separar algunas 

especies anteriormente descritas del género Vernonia Schreb. sección 

Lepidaploa (Cass.) DC. subsección Paniculatae Benth. & Hook (24). Esta 

diferenciación fue necesaria ya que las características morfológicas de los 

granos de polen, la inflorescencia y el hábito leñoso del género 

Vernonanthura difieren del género Vernonia (25). 

 

En América del Sur existen aproximadamente 80 especies del género 

Vernonanthura que se encuentran distribuidas desde el sur de México hasta 

el Río de la Plata en la frontera entre Uruguay y Argentina, incluyendo 

países como Panamá, Colombia, Ecuador y Bolivia. Sin embargo, su mayor 

diversificación se localiza en el sur de Brasil en donde se han reportado 

cerca de 40 variedades (25, 26, 27).  

 

Estudios citotaxonómicos han demostrado que existen diferencias a nivel 

cromosómico entre el género Vernonanthura del género Vernonia. Siendo 

así, el caso de Vernonanthura brasiliana (L.) H. Rob. y V. tweedieana 

(Baker) H. Rob. de Paraguay; V. amplexicaulis H. Rob. y V. brasialiana H. 

Rob. de Bolivia; V. chamaedrys (Less) H. Rob, V. Chaquensis (Less) H. 

Rob, V. loretensis (Hieron.) H. Rob., V. lucida (Less.) H. Rob. y V. 
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oligactoides (Less.) H. Rob. de Argentina; y, V. nudiflora (Less.) H. Rob. y 

V. pseudolinearifolia (Hieron.) A. J. Vega & Dematt. de Uruguay (26). En 

el caso de la especie V. patens (kunth) H. Rob. de Ecuador existen estudios 

que confirman que posee 100% de similaridad genética con la especie de 

Costa Rica (28). 

 

Vernonanthura patents (Kunth) H. Rob., es originaria de México y de la 

parte norte de Sudamérica. Se encuentra distribuida en bosques secos o 

húmedos y pinares de 0-1865 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). Está 

asociada a vegetación perturbada de bosques tropicales y bosques 

mesófilos de montaña. Los especímenes de esta variedad se caracterizan 

principalmente por ser arbustos erectos poco ramificados de hasta 6 m de 

altura, tallos surcados con hojas lanceoladas de peciolo corto de 6–15 cm 

de largo y 1.5–3 cm de ancho e inflorescencias paniculadas con ampliación 

ramificada comúnmente de 20-30 cm de ancho (9, 27). 

 

Esta especie es considerada una planta medicinal ya que el uso de las hojas 

y las flores reportan diferentes aplicaciones etnomédicas. En México la 

infusión de hojas ha sido empleada para tratar disentería y dolor de cabeza, 

mientras que las hojas molidas se han usado como emplasto sobre 

mordedura de serpientes. En Guatemala, la decocción de hojas se ha usado 

para calmar el dolor de estómago y regularizar las menstruaciones largas. 

En Costa Rica las hojas machacadas se insertan en las fosas nasales para 

detener el sangrado y en Panamá las infusiones de los botones florales y de 

las hojas se utilizan para reducir la fiebre (29). 

 

En Ecuador, Vernonanthura patents (Kunth) H. Rob., es conocida como 

chilca en Esmeraldas, chilco blanco en Guayas y laritaco en El Oro y Loja. 

Crece de 0-2200 m.s.n.m. en la región costa (16, 2), incluyendo además las 

provincias de Manabí y Los Ríos (4). La medicina tradicional reporta el uso 

de la cocción de hojas de esta variedad para combatir el dolor de cabeza, 

lavar y cicatrizar heridas (5). Debido a los conocimientos ancestrales de la 

especie, en los últimos años se han llevado a cabo estudios científicos que 

demuestran las diferentes actividades biológicas que posee esta planta. 

 

Los estudios más relevantes explican la actividad antiparasitaria, 

antioxidante y antimicrobiana de V. patents (Kunth) H. Rob. (7, 10, 17). En 

este contexto, se ha demostrado que el extracto etanólico de las hojas posee 

mayor selectividad contra el parásito causante de la Leishmania 

(Leishmania amazonensis) en comparación con el extracto etanólico del 

tallo que exhibe propiedades citotóxicas (17). Por otro lado, los extractos 

acuosos de hojas y flores obtenidos mediante extracción asistida por 

ultrasonido han mostrado tener alta capacidad antioxidante según el ensayo 

DPPH (10); y, dos triterpenos pentacíclicos: lupeol y epilupeol aislados 
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mediante cromatografía en columna con solventes de polaridad creciente 

han manifestado inhibir en un 80% el agente causante del mal de Panamá 

(Fusarium oxysporum) (15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Estación Biológica La Selva 

 

1.4.2 Avances en la extracción de compuestos antioxidantes en material 

vegetal 

 

Los compuestos bioactivos obtenidos a partir de material vegetal pueden 

extraerse mediante técnicas de extracción convencionales. La mayoría de 

estas técnicas como la extracción soxhlet, decocción, maceración e 

hidrodestilación se basan en la extractabilidad o poder de extracción del 

solvente empleado, la aplicación de calor y la mezcla. Sin embargo, estos 

métodos presentan desventajas al aplicar largos tiempos de extracción, 

empleo de solventes tóxicos, baja selectividad, descomposición térmica de 

los compuestos de interés, entre otras. Por consiguiente, técnicas de 

   Figura 1. Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob. 
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extracción no convencionales han sido desarrolladas. Entre las más 

conocidas están la extracción asistida por ultrasonido, por enzimas, por 

microondas, la asistida por campo eléctrico pulsado, en fluido supercrítico 

y la extracción de líquido presurizado. No obstante, la extracción soxhlet es 

considerada como uno de los métodos de referencia para comparar el éxito 

de las metodologías nuevas (30). 

 

A pesar de las limitaciones ligadas a las técnicas de extracción 

convencionales, algunos autores indican que la maceración, la decocción y 

la extracción soxhlet son las técnicas más empleadas para la extracción de 

compuestos fenólicos superando incluso a las técnicas no convencionales 

Por ejemplo, para el periodo 2005-2015 un total de 889 trabajos científicos 

sobre compuestos fenólicos obtenidos por métodos convencionales pueden 

ser encontrados en el buscador Scopus en comparación con 521 

publicaciones sobre compuestos fenólicos obtenidos por métodos no 

convencionales. En estos estudios, los solventes más utilizados son el 

metanol, el etanol y el agua (31).  

 

Por otro lado, la eficiencia de extracción en cualquiera de los métodos 

convencionales antes mencionados depende principalmente de la elección 

del solvente ya que la polaridad del compuesto de interés es el factor más 

importante. No obstante, la transferencia de masa, el uso de co-solventes, la 

seguridad ambiental y la toxicidad humana deben también considerarse en 

la selección del solvente. En efecto, los compuestos bioactivos más 

relevantes obtenidos a partir de material vegetal empleando solventes 

polares y métodos convencionales son las antocianinas, taninos, saponinas, 

terpenoides, flavonoles, alcaloides y ácidos fenólicos (32). 

 

En este contexto, es importante mencionar que los flavonoles (flavonoides) 

y los ácidos fenólicos constituyen en su mayoría los compuestos 

antioxidantes no enzimáticos denominados polifenoles. Los polifenoles 

están formados también por estilbenos, lignanos y alcoholes fenólicos que 

se sintetizan como producto del metabolismo secundario de las plantas 

frente a situaciones de estrés y estímulos diversos (33, 34).  

 

Las propiedades antioxidantes de varios compuestos fenólicos juegan un 

rol crítico en el manejo del equilibrio oxidativo del cuerpo al proporcionar 

protección adicional contra agentes oxidantes, reacciones oxidativas y 

especies reactivas. De hecho, la participación de polifenoles es 

predominante en áreas pertenecientes a la investigación antibacteriana, 

anticancerígena y antiinflamatoria, particularmente en la búsqueda de 

candidatos a fármacos, utilizando extractos crudos de diferentes plantas 

medicinales (30).  
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1.4.3 Avances en la determinación de actividad antioxidante en 

material vegetal 

 

Un antioxidante es una molécula capaz de inhibir la oxidación de otras 

moléculas. La oxidación es una reacción química en la que se transfieren 

electrones o átomos de hidrógeno de una sustancia a un agente oxidante. En 

este contexto, las reacciones de oxidación pueden producir radicales libres, 

en efecto, estos radicales pueden iniciar reacciones en cadena y cuando las 

reacciones en cadena ocurren en una célula, pueden causar daños 

o muerte celular. Los antioxidantes terminan estas reacciones en cadena 

eliminando los intermediarios de radicales libres e impidiendo otras 

reacciones oxidativas. 

 

Existen varios métodos in vitro para determinar actividad antioxidante y se 

clasifican en función del tipo de oxidación. Los ensayos más empleados 

según la transferencia de átomos de hidrógeno son: capacidad de 

absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC), capacidad de inhibición de 

peroxidación de lípidos (LPIC), actividad inhibidora del radical Ácido 2,2’-

azinobis(3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico (ABTS), eliminación de radicales 

de peróxido de hidrógeno, entre otros. Mientras que los ensayos según la 

transferencia de electrones son: potencia antioxidante reductora férrica 

(FRAP), actividad captadora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo 

(DPPH), polifenoles totales por Folin-Ciocalteu, entre otros (34). 

 

Los ensayos DPPH y FRAP han sido reportados para determinar la 

actividad antioxidante de varias especies de plantas pertenecientes a la 

familia de las Asteráceas: Ambrosia cumanensis, Acmella brachyglossa 

Cass, Pseudelephantopus spiralis (Less.) Cronquist., Ageratum conyzoides 

L., Clibadium surinamense L., Cirsium arvense (L.) Scop., Cirsium 

vulgare (Savi) Ten., Centaurea nigra L., Arctium minus Schkuhr, Sonchus 

asper L. (Hill) y Taraxacum officinale F.H. (Webb) (35, 36). Asimismo, 

los ensayos ABTS y ORAC han sido descritos en estudios de plantas 

medicinales, alimentos provenientes de plantas, bebidas y aceites (19, 36).  

 

Del mismo modo, los ensayos DPPH, LPIC y ABTS han sido referenciados 

para determinar la actividad antioxidante de algunas especies del género 

Vernonia y el género Vernonanthura. El ensayo DPPH ha sido empleado 

para evaluar extractos hidroalcohólicos de hojas de Vernonia tweediana 

Baker (37), extractos acuosos de hojas de Vernonia amygdalina (38), 

extractos alcohólicos de hojas de Vernonia cinérea (39) y extractos acuosos 

de hojas de Vernonanthura patents (Kunth) H. Rob. (10). Asimismo, el 

ensayo LPIC ha sido reportado para evaluar extractos acuosos de hojas de 

Vernonia amygdalina (40) y extractos hidroalcohólicos de hojas de 

Vernonia cinerea (20); y, el ensayo ABTS ha sido referenciado para 
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evaluar extractos hidroalcohólicos y alcohólicos de hojas de Vernonia 

cinérea (20, 39). 

 

Numerosos métodos han sido empleados para evaluar la actividad 

antioxidante de compuestos naturales en alimentos y diferentes sistemas 

biológicos incluyendo algunas especies del género Vernonia y del género 

Vernonanthura con resultados variables. Sin embargo, los dos ensayos más 

usados para medir la actividad antioxidante son el ABTS y DPPH. No 

obstante, algunos autores recomiendan evaluar esta actividad biológica con 

varios métodos con la finalidad de considerar los diferentes mecanismos de 

acción de los compuestos antioxidantes (36). 

 

El ensayo ABTS mide la reducción del color azul-verdoso del radical 

catiónico ABTS después de la reacción con la sustancia antioxidante que 

actúa como donante de átomos de hidrógeno. El radical catiónico ABTS se 

genera haciendo reaccionar un agente oxidante como el persulfato de 

potasio con la sal de ABTS (41). Mientras que, el ensayo DPPH consiste en 

la medición colorimétrica de la capacidad que tiene la sustancia 

antioxidante para reducir el radical libre DPPH, la misma que se expresa 

como una pérdida de la coloración violeta que caracteriza el DPPH (33). 

 

Los resultados de la actividad antioxidante obtenidos mediante los ensayos 

DPPH y ABTS (% de inhibición) pueden ser convertidos a capacidad 

antioxidante equivalente de trolox (TEAC). Este procedimiento se emplea 

habitualmente debido a las dificultades para cuantificar la bioactividad de 

los componentes antioxidantes individuales de una mezcla compleja (42) y 

se utiliza a menudo para medir la capacidad antioxidante de los alimentos, 

bebidas y suplementos nutricionales (43). 
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CAPÍTULO 2 

 

 

METODOLOGÍA 

 

 

Este trabajo formó parte del proyecto de investigación CIBE-20-2013 denominado 

“Estudio químico y biológico de compuestos polares de V. patens”. Los métodos 

descritos a continuación se efectuaron en el Centro de Investigaciones 

Biotecnológicas del Ecuador (CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral 

(ESPOL) y en el Departamento de Ciencias de Alimentos y Biotecnología (DECAB) 

de la Escuela Politécnica Nacional (EPN). La figura 2 muestra el esquema de trabajo 

empleado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diseño de experimentos 

Recolección del material vegetal 

Secado, molienda y tamizado 

Extracción 

Filtración 

Ensayo  

DPPH  
Ensayo  

ABTS  

POLIFENOLES 

totales  

FLAVONOIDES 

totales  

Análisis de superficie de respuesta 

Optimización de respuestas múltiples 

Verificación del modelo predictivo 

Identificación de compuestos 

antioxidantes mediante CG-EM 

   Figura 2. Esquema de trabajo para la extracción de compuestos antioxidantes 

de hojas de Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob. 



 
 
 

10 
 

 
 

2.1 Diseño de Experimentos  

 

Los tratamientos empleados para el proceso de extracción fueron definidos 

mediante un diseño central compuesto conformado por un diseño factorial 2
2
 con 

4 puntos factoriales, 4 puntos axiales y 5 puntos centrales. Los factores o 

variables independientes definidos fueron la temperatura (X1) y el tiempo de 

extracción (X2), mientras que las variables de respuesta fueron: actividad 

captadora de radicales DPPH (Y1), actividad inhibidora del radical catiónico 

ABTS (Y2), contenido de fenoles totales (Y3) y contenido de flavonoides totales 

(Y4). En total se efectuaron 13 tratamientos con 6 réplicas, considerando 

diferentes niveles para los factores propuestos. Los niveles experimentales fueron: 

(40˚C, 47.5˚C, 65˚C, 82.5˚C, 90˚C) para la temperatura y (10 min, 28 min, 70 

min, 112 min, 130 min) para el tiempo de extracción. Los niveles experimentales 

fueron planteados en función del análisis de resultados preliminares (10). Cada 

variable de respuesta (Y) fue empleada para desarrollar un modelo matemático 

que permita explicar el efecto de las condiciones de extracción, utilizando la 

ecuación polinómica de segundo orden [1] que se muestra a continuación: 

 

Y = 𝛽0 +  𝛽1𝑋1 + 𝛽2𝑋2 +  𝛽12𝑋1𝑋2 +  𝛽11𝑋1
2 + 𝛽22𝑋2

2                                     [1] 

 

donde, 𝛽0 es el coeficiente constante del modelo, 𝛽𝑖 es el coeficiente lineal, 𝛽𝑖𝑗 es 

el coeficiente de interacción y 𝛽𝑖𝑖 es el coeficiente cuadrático. 

 

2.2 Recolección y preparación de la materia prima  

 

La recolección del material vegetal se realizó en el cantón Marcabelí (El Oro, 

Ecuador) durante el mes de octubre de 2016. Las coordenadas de recolección 

fueron 3°47'6.43" S, 79°54'26.14" O. Se emplearon hojas de plantas en estado 

vegetativo de floración, evitando la selección de hojas jóvenes, viejas y con 

perdida foliar superior al 40% según la escala referenciada (44). Una muestra del 

material vegetal fue utilizada para la identificación botánica en el Herbario 

Nacional del Ecuador QCNE con voucher CIBE 037. Posteriormente, las hojas se 

lavaron con abundante agua, se seleccionaron y se deshidrataron a 45 °C en estufa 

con circulación de aire (VWR Scientific Products) (45), se trituraron en molino de 

bolas y se homogenizaron en tamiz de 500 µm (Cole Palmer). 

 

2.3 Obtención de extractos acuosos 

 

El proceso de extracción acuoso se efectuó mediante decocción en baño de agua 

utilizando un plato calentador (Fisher Scientific), se colocó 10% de muestra seca 

en relación al solvente como indica la Farmacopea (23). Los extractos acuosos 

obtenidos fueron filtrados en papel Whatman No.1, deshidratados y conservados a 

-17 °C previo a los análisis espectrofotométricos. 
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2.4 Ensayos de actividad antioxidante 

 

La actividad antioxidante de los extractos acuosos se evaluó 

espectrofotométricamente con los ensayos DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) y 

ABTS (Ácido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico) 

 

2.4.1 Ensayo DPPH  

El ensayo DPPH se efectuó tomando como referencia la metodología 

descrita por Pérez-Jiménez y colaboradores (19). Se hizo reaccionar 0.2 mL 

de muestra (1250 µg/mL) con 3.2 mL de una solución metanólica de  

DPPH 0.1 mM Sigma-Aldrich y después de 30 minutos de incubación en 

oscuridad se midió la absorbancia a 517 ηm usando un Lector multi-modal 

Synergy HTX con detector UV-VIS (Biotek). El porcentaje de actividad 

captadora de radicales DPPH fue calculado de acuerdo a la ecuación [2]: 

 

 

Actividad capatadora de DPPH (%) = [1 − 
𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
] 𝑥 100              [2] 

 

2.4.2 Ensayo ABTS 

El ensayo ABTS se realizó según los procedimientos descritos por Vasco y 

colaboradores (46). Se preparó una solución stock del radical catiónico 

(ABTS
+
) mediante reacción de 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid) (ABTS) Sigma-Aldrich y persulfato de potasio (Sigma-

Aldrich). La solución stock se refrigeró a 4 °C en oscuridad durante 18 

horas. Finalmente, 10 uL de muestra (1250 µg/mL) se hicieron reaccionar 

con 1 mL de la solución stock e inmediatamente se efectuaron las 

mediciones a 734 ηm en un espectrofotómetro UV-160A (Shimadzu). El 

porcentaje de actividad inhibidora del radical catiónico ABTS fue 

calculado de acuerdo a la ecuación [3]: 

 

 

Actividad inhibidora de ABTS+  (%) = [1 −  
Absmuestra

Abscontrol
] x 100             [3] 

 

 

Las mediciones de los extractos acuosos evaluados se compararon también con 

una curva de calibración preparada con soluciones del antioxidante Trolox 

(Ácido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) Sigma y los resultados 

de la actividad antioxidante fueron expresados como µmol equivalentes de Trolox 

por gramo de extracto seco. Se utilizaron concentraciones de Trolox entre (100 - 

800 µmol/L) y (312 - 2500 µmol/L) para el ensayo DPPH y el ensayo ABTS 

respectivamente (Anexos 1-2). 
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2.5 Determinación de fenoles totales y flavonoides totales 

 

2.5.1 Contenido de fenoles totales  

Se empleó el método colorimétrico Folin-Ciocalteu considerando la 

separación previa de interferencias en cartuchos Oasis (Waters). Un 

volumen de 500 uL fueron mezclados con 2.5 mL del reactivo Folin- 

Ciocalteu (Sigma-Aldrich), se agitó en vortex (VWR Scientific Products) y 

se colocó en baño de agua (VWR Scientific Products) a 50 °C durante 15 

minutos. La absorbancia se midió a 760 ɳm en un espectrofotómetro UV-

160A (Shimadzu). La medición se comparó con una curva de calibración 

preparada con soluciones de ácido gálico (Sigma) y el resultado se expresó 

en mg equivalentes de ácido gálico (GAE) por gramo de extracto seco (47, 

48).  

 

2.5.2 Contenido flavonoides totales 

Un volumen de 250 uL de muestra fueron mezclados con 1,25 mL de agua 

destilada y 75 uL de nitrito de sodio (Merck) al 5%, después se agitó en 

vortex (VWR Scientific Products) y se dejó en reposo durante 6 minutos. 

Luego se agregaron 150 uL de cloruro de aluminio (Merck) al 10%, se 

agitó y se dejó en reposo por 5 minutos. Finalmente, previo al análisis 

colorimétrico se añadieron 0,5 mL de hidróxido de sodio (J.T. Baker) 1M y 

275 uL de agua destilada. La absorbancia se midió a 510 ɳm usando un 

Lector multi-modal Synergy HTX con detector UV-VIS (Biotek). La 

medición se comparó con una curva de calibración preparada con 

soluciones de (+)-catequina (Sigma-Aldrich) y el resultado se expresó en 

mg equivalentes de catequina (CE) por gramo de extracto seco (22, 49). 

 

  

2.6 Identificación de compuestos antioxidantes mediante cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas (CG-EM) 

 

Los extractos secos fueron silanizados durante 2 horas en baño de agua a 70 °C 

empleando 200 uL de N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (Sigma - 

Aldrich) como agente derivatizante (50, 51). Posteriormente, la separación e 

identificación de compuestos se efectuó siguiendo la metodología descrita por 

Salem y colaboradores (52) empleando cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (CG-EM) en un equipo marca Agilent Technologies 

(sistema 7890A GC y 5975C inerte XL MSD con detector de triple eje). Se 

empleó una columna capilar DB-5MS (30 m × 0.25 mm) con fenil 

metilpolisiloxano (0.25 µm de espesor de película) como fase estacionaria y helio 

como gas de arrastre (1.2 mL/min). La inyección de 2 uL de las muestras 

previamente derivatizadas se efectuó a 250 °C, la temperatura del horno se 

mantuvo en 60 °C por 2 minutos, se incrementó hasta 200 °C a 15 °C/min con un 

tiempo de espera de 2 minutos, luego se incrementó hasta 300 °C a 5 °C/min y se 
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mantuvo a 300 °C por 5 minutos. La temperatura de la línea de transferencia fue 

de 280 °C y la temperatura del detector fue de 230 °C. Finalmente, los 

compuestos separados fueron identificados mediante comparación con los 

espectros de masas de la librería NIST 2011 y fueron confirmados por medio del 

cálculo de los índices de retención. El Anexo 3 y el Anexo 4 muestran el perfil 

cromatográfico del estándar de n-alcanos (C7-C40) empleado como sustancia de 

referencia y los n-alcanos identificados utilizando las condiciones antes descritas 

respectivamente. 

 

2.7 Análisis estadísticos 
 

La metodología de superficie de respuesta fue utilizada para analizar el efecto de 

las variables independientes: temperatura y tiempo de extracción sobre las 

variables de respuesta definidas empleando el software estadístico 

STATGRAPHICS Centurion XV. El software también se usó para la construcción 

de los modelos matemáticos, el trazado de gráficas y la verificación de los valores 

óptimos predichos. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

Objetivo específico 1  

 

3.1 Condiciones óptimas de extracción 

 

3.1.1 Ajuste de los modelos matemáticos 

  

Los valores experimentales y los valores predichos de la actividad 

captadora de radicales DPPH (Y1), la actividad inhibidora del radical 

catiónico ABTS (Y2), el contenido de fenoles totales (Y3) y el contenido de 

flavonoides totales (Y4) de los extractos acuosos de hojas de V. patents 

(Kunth) H. Rob., se muestran en la tabla 1. Los valores experimentales de 

cada variable de respuesta fueron ajustados en una ecuación polinómica de 

segundo orden y los coeficientes de regresión fueron calculados 

individualmente. El signo positivo delante de los coeficientes indica un 

efecto sinérgico, mientras que el signo negativo indica el efecto opuesto. La 

significancia de los coeficientes de cada modelo matemático se determinó 

mediante análisis de varianza (ANOVA) como se resume en la tabla 2. 

Gráficos de probabilidad normal fueron previamente utilizados para 

determinar la normalidad de los datos obtenidos de cada una de las 

variables antes descritas (Anexos 5-8). 

 

La calidad de los modelos matemáticos fue evaluada en función de los 

coeficientes de correlación R
2
, cuando este valor se aproxima a 1, existe 

una buena correlación entre los datos observados y los datos predichos. El 

coeficiente de variación (CV) indica el grado de precisión entre los valores 

experimentales y los valores predichos, lo que significa que una mayor 

fiabilidad del experimento se indica regularmente por un valor CV bajo. El 

valor PRESS denota la suma de cuadrados de los residuos predichos y se 

eligieron los modelos con los valores PRESS más bajos (53, 54). 
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Tabla 1. Diseño experimental y valores de respuesta a las condiciones de extracción evaluadas 
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3.1.2 Análisis de superficie de respuesta de la actividad captadora de 

radicales DPPH 

  

El análisis de superficie de respuesta obtenido de los datos experimentales 

que se muestran en la Tabla 1, indica que la temperatura y el tiempo de 

extracción tuvieron un efecto cuadrático sobre la actividad captadora de 

radicales DPPH con un coeficiente de correlación (R
2 

= 0.6645). La 

influencia de los parámetros de extracción evaluados sobre la actividad 

captadora de radicales DPPH se muestra en la ecuación [4] a continuación: 

 

 

Y1  =  49.3286 +  1.1179X1  −   0.2351X2  −  0.0069X1
2  +  0.0018X2

2 −
0.0004X1X2                                                                                                [4] 

  

 

La temperatura de extracción tuvo un efecto lineal significativo (p <0.01), 

el tiempo de extracción y la temperatura tuvieron un efecto cuadrático 

significativo (p <0.01) con una influencia negativa de la temperatura; 

mientras que una interacción no significativa se observó entre el tiempo de 

extracción y la temperatura (Tabla 2). El gráfico 1 muestra el gráfico de 

superficie de respuesta y el gráfico de contorno del efecto de la temperatura 

y el tiempo de extracción sobre la actividad captadora de radicales DPPH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1. Superficie de respuesta y contorno del efecto de la 

temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad 

captadora de radicales DPPH. 
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3.1.3 Análisis de superficie de respuesta de la actividad inhibidora del 

radical catiónico ABTS 

 

El análisis de superficie de respuesta obtenido de los datos experimentales 

que se muestran en la Tabla 1, demostró que los parámetros de extracción 

ejercieron un efecto cuadrático sobre la actividad inhibidora del radical 

catiónico ABTS con un coeficiente de correlación (R
2
 = 0,6553). El efecto 

de la temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad inhibidora 

del radical catiónico ABTS se muestra en la ecuación [5] a continuación: 

 

 

Y2  =  14.2054 +  0.7223X1  −   0.0420X2  −  0.0049X1
2  −  0.0021X2

2 +
0.0058X1X2                                                                                                             [5] 
 

 

La temperatura de extracción demostró una influencia lineal significativa (p 

<0.01) pero se halló un impacto cuadrático no significativo, mientras que el 

tiempo de extracción solo mostró un efecto cuadrático negativo (p <0.01) y 

se observaron efectos de interacción significativos entre la temperatura y el 

tiempo de extracción (Tabla 2). El gráfico 2 muestra el gráfico de 

superficie de respuesta y el gráfico de contorno del efecto de la temperatura 

y el tiempo de extracción sobre la actividad inhibidora del radical catiónico 

ABTS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2. Superficie de respuesta y contorno del efecto de la 

temperatura y el tiempo de extracción sobre la actividad 

inhibidora del radical catiónico ABTS. 
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3.1.4 Análisis de superficie de respuesta del contenido de fenoles totales 

 

El análisis de superficie de respuesta de los datos que se muestran en la 

Tabla 1 indican que la temperatura y el tiempo de extracción tuvieron un 

efecto cuadrático sobre el contenido de fenoles totales con un coeficiente 

de correlación (R
2
 = 0,4810). La influencia de los parámetros de extracción 

sobre el contenido de fenoles totales se muestra en la ecuación [6] a 

continuación: 

 

 

Y3 = −84.3414 +  3.5628X1  +   0.2310X2  −  0.0180X1
2  −  0.0069X2

2 +
0.0155X1X2                     [6] 
 

 

La temperatura de extracción tuvo un efecto lineal significativo (p <0.01) y 

el tiempo de extracción mostró un efecto lineal (p <0.05) sobre el 

contenido de fenoles totales. No se encontraron efectos cuadráticos ni de 

interacción significativos (Tabla 2). El gráfico 3 muestra el gráfico de 

superficie de respuesta y el gráfico de contorno del efecto de la temperatura 

y el tiempo de extracción sobre el contenido de fenoles totales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3. Superficie de respuesta y contorno del efecto de la 

temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido de 

fenoles totales. 
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3.1.5 Análisis de superficie de respuesta del contenido de flavonoides 

totales 

 

El análisis de superficie de respuesta de los datos que se muestran en la 

Tabla 1 indican que la temperatura y el tiempo de extracción tuvieron un 

efecto cuadrático sobre el contenido de flavonoides totales con un 

coeficiente de correlación (R
2
 = 0,1653). El efecto de los parámetros de 

extracción sobre el contenido de flavonoides totales se muestra en la 

ecuación [7] a continuación: 

 

 

𝑌4 = 143.0840 −  2.8379𝑋1  −   0.9659𝑋2  +  0.0177𝑋1
2  +  0.0022𝑋2

2 +
0.0110𝑋1𝑋2            [7] 
 

 

La temperatura de extracción mostró un efecto lineal negativo (p <0.05). Se 

observó un efecto de interacción significativo entre la temperatura y el 

tiempo de extracción (p <0.05). No se encontraron efectos cuadráticos 

significativos sobre el contenido de fenoles totales (Tabla 2). El gráfico 4 

muestra el gráfico de superficie de respuesta y el gráfico de contorno del 

efecto de la temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido de 

flavonoides totales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 4. Superficie de respuesta y contorno del efecto de la 

temperatura y el tiempo de extracción sobre el contenido de 

flavonoides totales. 
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Tabla 2. Coeficientes de regresión y análisis de varianza (ANOVA) de los 

polinomios de segundo orden predichos en respuesta de las variables 

independientes planteadas. 

  

Coeficientes de regresión 
a
 

Y1 Y2 Y3 Y4 

Constantes 49.3268 14.2054 -84.3414 143.0840 

Lineales 

X1: Temperatura (°C) 1.1179** 0.7223** 3.5628** -2.8379* 

X2: Tiempo de extracción (min) -0.2351 -0.0420 0.2310* -0.9659 

Cuadráticos 

X1
2
 -0.0069** -0.0049 -0.0180 0.0177 

X2
2
 0.0018** -0.0021** -0.0069 0.0022 

Interacción 

X1X2 -0.0004 0.0058** 0.0155 0.0110* 

R
2
 0.6645 0.6553 0.4810 0.1653 

R
2  

ajustado 0.6412 0.6314 0.4449 0.1074 

PRESS 961.50 3445.22 140024 21967 

Análisis de varianza 

Media 84.4668 49.5469 110.5909 34.1024 

Error estándar 3.3709 6.3429 41.3464 16.2825 

Coeficiente de variación (%) 3.9908 12.8019 37.3868 47.7459 

Cuadrado medio 324.04** 1101.50** 22813.1** 756.13* 

Valor-F (modelo) 28.52** 27.38** 13.34** 2.85* 
a
 Y1 = actividad captadora de radicales DPPH (%), Y2 = actividad inhibidora del 

radical catiónico ABTS (%), Y3 = contenido de fenoles totales (mg GAE/g), Y4 = 

contenido de flavonoides totales (mg CE/g). 

* p < 0.05, ** p < 0.01 

 

 

En el presente estudio, los valores estadísticos como el R
2
, R

2
 ajustado, 

CV, error estándar y los valores PRESS para la actividad captadora de 

radicales DPPH y la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 

indicaron que las ecuaciones polinomiales de segundo orden estaban mejor 

representados por los datos experimentales que el contenido de fenoles 

totales y el contenido de flavonoides totales. Por lo tanto, se puede deducir 

que los modelos predichos para las variables Y1 y Y2 estaban 

moderadamente representados por los datos experimentales y fueron 

seleccionados para el proceso de optimización. 

 

Como se observó en la tabla 2, la actividad captadora de radicales DPPH y 

la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS estuvieron explicadas en 

un 66.45% y 65.53% respectivamente por las variables independientes 
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temperatura y tiempo de extracción. Este resultado denota que 

posiblemente otros parámetros podrían estar afectando el proceso de 

extracción ya que la eficiencia de los procesos de extracción está 

influenciada por varios factores como concentración y tipo del solvente, 

temperatura, pH, tiempo de extracción, relación solido-solvente y el 

tamaño de partícula (55). Sin embargo, esta investigación fue realizada con 

valores de tamaño de partícula y relación solido-solvente dentro de los 

rangos mencionados en la farmacopea (23). 

 

3.1.6 Optimización de respuestas múltiples  

 

Para optimizar el proceso de extracción se utilizó la función de 

deseabilidad. Se determinó un valor de deseabilidad compuesto de 0.84 

para un valor máximo de la actividad captadora de radicales DPPH 

(87.34%) y un valor máximo de la actividad inhibidora del radical 

catiónico ABTS (68.64%) con la finalidad de encontrar los mejores ajustes 

para la extracción acuosa de hojas de V. patens (Kunth) H. Rob. Las 

condiciones de extracción óptimas determinadas fueron 79.79 °C y 126.23 

minutos para las variables Y1 y Y2. La representación del gráfico 5 ilustra 

las mejores condiciones de extracción para obtener los valores óptimos de 

actividad antioxidante antes descritos.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 

                  

 

 

 

Gráfico 5. Contorno de la función deseabilidad 
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Objetivo específico 2  

 

3.2 Verificación del modelo predictivo 

 

La verificación fue realizada con la finalidad de confirmar las condiciones de 

extracción predichas por los modelos matemáticos ajustados. Tres tipos de secado 

(estufa, temperatura ambiente y liofilización) fueron utilizados previamente al 

proceso de extracción acuosa para la validación individual de la actividad 

captadora de radicales DPPH y la actividad inhibidora del radical catiónico 

ABTS. Las condiciones de secado empleadas fueron: 45 °C en estufa con 

circulación de aire (VWR Scientific Products) durante 24 horas, temperatura 

ambiente de 25 °C durante 48 horas y 133 mBar - 46 °C durante 48 horas en 

equipo de liofilización (Labconco). La tabla 3 y el gráfico 6 presentan los valores 

de la actividad antioxidante obtenidos en cada uno de los ensayos antes descritos 

empleando las condiciones óptimas de extracción y diferentes tipos de secado. 

 

Tabla 3. Valores de actividad antioxidante empleando las condiciones óptimas 

de extracción y diferentes tipos de secado. 

 
 Y1 

*
(%)  Y2 (%) 

Valores predichos 89,57 60,30 

Estufa 
**

   87,14 ± 1,13 A 50,68 ± 5,43 A 

Temperatura ambiente 
**

  89,33 ± 3,55 A 36,60 ± 2,50 B 

Liofilización 
** 

89,14 ± 0,71 A 33,53 ± 2,39 B 
*
 Y1 = actividad captadora de radicales DPPH, Y2 = actividad inhibidora del 

radical catiónico ABTS, 
**  

Valores promedios (n=6) ± desviación estándar,   

Valores promedios con una letra común en la misma columna no son 

significativamente diferentes según Test de Tukey (p>0,05) 

 

La tabla 3 indica que no existen diferencias estadísticamente significativas entre 

los tipos de deshidratación empleados para la actividad captadora de radicales 

DPPH, puesto que el valor p=0,1918 de los valores promedios para esta variable 

es mayor o igual que 0,05 entre un método de secado y otro con un nivel de 

confianza del 95 % (Anexo 9). Además, la tabla 3 muestra que existen diferencias 

estadísticamente significativas entre los tipos de deshidratación empleados para la 

actividad inhibidora del radical catiónico ABTS, puesto que el valor p obtenido de 

los valores promedios para esta variable es menor que 0,05 entre un método de 

secado y otro con un nivel de confianza del 95 % (Anexo 10).  

 

Esta diferencia de resultados entre métodos de secado para la variable Y2 está 

explicada directamente por los factores de dilución empleados para determinar los 

porcentajes de inhibición expuestos ya que se empleó 625 µg/mL de 

concentración para las hojas deshidratadas a temperatura ambiente y liofilización. 

En general, estos resultados indican que el método de secado tuvo un efecto 
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significativo sobre la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS pero no 

sobre la actividad captadora de radicales DPPH. 

 

La actividad captadora de radicales DPPH obtenida para los tres tipos de secado 

probablemente podría deberse a la presencia de compuestos fenólicos en la 

muestra. En este trabajo, el contenido de fenoles totales no fue optimizado debido 

a los resultados no significativos de los valores estadísticos. Sin embargo, el 

tratamiento 11 mostró el segundo valor de fenoles totales más alto. Es importante 

destacar que el tratamiento citado presentó las condiciones de extracción más 

cercanas a las condiciones óptimas encontradas (tabla 1). Este resultado confirma 

que el ensayo DPPH es ampliamente utilizado para medir la actividad 

antioxidante de compuestos fenólicos purificados, así como de extractos de 

plantas naturales y que el ensayo DPPH debe ser evaluado a través del tiempo 

(56) ya que la mayoría de los compuestos fenólicos con actividad antioxidante 

reaccionan lentamente frente al reactivo DPPH (57). 
 

 

Gráfico 6. Actividad antioxidante expresada como porcentajes de inhibición 

empleando diferentes tipos de secado. 

Los porcentajes de inhibición obtenidos son más altos que los reportados por 

God’swill y colaboradores, quienes reportaron un porcentaje de inhibición del 22 

% para extractos acuosos de hojas de Vernonia amigdalina con una concentración 

de 300 µg/mL obtenidos por maceración (58). También es más alto que los 

valores descritos por Manzano y colaboradores, quienes informan un porcentaje 

de inhibición del 80.98 ± 1.70 % para extractos acuosos de hojas V. patens 
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(Kunth) H. Rob., obtenidos mediante extracción asistida por ultrasonido en baño 

de agua durante 15 minutos y decrece después de 60 minutos (10). 

 

Estos resultados difieren con el porcentaje de inhibición del 80 ± 1.89 % 

reportado por Re y colaboradores, quienes evaluaron extractos metanólicos de 

hojas de Vernonia cinérea con una concentración de 500 µg/mL (59). Los 

resultados del presente estudio fueron por consiguiente inferiores que el 

porcentaje de inhibición citado debido a las concentraciones de los extractos 

evaluados. No obstante, es importante destacar que el experimento referido utilizó 

solvente orgánico en el proceso de extracción. 

 

La actividad antioxidante de los extractos evaluados con las condiciones óptimas 

de extracción fue también expresada como µmol equivalentes de Trolox por 

gramo de extracto seco. La tabla 4 y el gráfico 7 muestran los valores de actividad 

antioxidante expresados como equivalentes de Trolox para la actividad captadora 

de radicales DPPH y la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS.  

 

Tabla 4. Valores de actividad antioxidante expresados como equivalentes de 

Trolox empleando las condiciones óptimas de extracción y diferentes tipos de 

secado 

 
 Y1 

*
( µmol Trolox / g)  Y2 (µmol Trolox / g) 

Valores predichos 738,13 1538,39 

Estufa 
**

   549,80 ± 25,95 A 1020,68 ± 99,07 B 

Temperatura ambiente 
**

  566,62 ± 32,88 A 1491,75 ± 99,53 A 

Liofilización 
** 

570,67 ± 16,20 A 1373,63 ± 77,35 A 
*
 Y1 = actividad captadora de radicales DPPH, Y2 = actividad inhibidora del 

radical catiónico ABTS, 
**  

Valores promedios (n=6) ± desviación estándar,   

Valores promedios con una letra común en la misma columna no son 

significativamente diferentes según Test de Tukey (p>0,05) 

 

La tabla 4 indica que no existen diferencias estadísticamente significativas entre 

los tipos de secado empleados para la actividad captadora de radicales DPPH, 

puesto que el valor p=0,3605 de los valores promedio para esta variable es mayor 

o igual que 0,05 entre un método de secado y otro con un nivel de confianza del 

95,0% (Anexo 11). Asimismo, indica que existen diferencias estadísticamente 

significativas entre los tipos de deshidratación empleados para la actividad 

inhibidora del radical catiónico ABTS, puesto que el valor p obtenido de los 

valores promedio para esta variable es menor que 0,05 entre un método de secado 

y otro con un nivel de confianza del 95,0% (Anexo 12). 

 

Como se puede observar en la tabla 4, los valores de actividad antioxidante 

expresados como equivalentes de Trolox del ensayo ABTS son mayores que el 

ensayo DPPH. Esta diferencia de resultados entre ensayos está explicada 
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Gráfico 7. Actividad antioxidante expresada como equivalentes de Trolox 

empleando diferentes tipos de secado. 

directamente por la reactividad de los radicales empleados. El radical catiónico 

ABTS es una sustancia más reactiva que el radical DPPH ya que puede 

interactuar con antioxidantes donantes de hidrógeno o de electrones, mientras que 

el radical DPPH solo puede ser estabilizado por especies donantes de hidrógeno. 

Es importante destacar que ambas metodologías poseen la capacidad de atrapar 

radicales libres, sin embargo, el ensayo DPPH es más selectivo que el ensayo 

ABTS (60, 61). Algunos autores indican que el mecanismo de reacción del ensayo 

ABTS considera compuestos hidrofílicos y lipofílicos a diferencia del ensayo 

DPPH que solo considera compuestos hidrofílicos (62). La Figura 3 muestra los 

mecanismos de reacción del radical DPPH y el radical catiónico ABTS
+
 frente a 

un compuesto antiradicalario (63). 

 

Por otro lado, la diferencia de resultados entre tipos de secado para la actividad 

inhibidora del radical catiónico ABTS probablemente se debe a los métodos de 

deshidratación y las temperaturas relacionadas a cada proceso utilizado. Tomaino 

y colaboradores indican que el proceso de secado generalmente provoca un 

agotamiento de antioxidantes naturales provenientes de materia prima de las 

plantas (64). Asimismo, otros autores mencionan que los tratamientos térmicos 

intensos y prolongados ocasionan pérdidas significativas de antioxidantes 

naturales ya que la mayoría de estos compuestos son relativamente inestables 

(65). 
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Fuente: Oliveira y colaboradores, 2014 (63).   

 

En este contexto, se puede inferir que el proceso de deshidratación por estufa 

influyó en los resultados de este estudio ya que la actividad antioxidante de los 

extractos obtenidos a partir de hojas deshidratadas mediante esta metodología fue 

menor que los valores de actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir 

de hojas deshidratadas mediante liofilización y temperatura ambiente.  

 

Este fenómeno podría ser explicado posiblemente por el estrés provocado sobre la 

estructura celular debido al cambio de temperaturas. En el caso del secado en 

estufa, el incremento de la temperatura ejerce presión sobre la pared de las células 

vegetales favoreciendo la eliminación de agua, compuestos intracelulares como 

Figura 3. Mecanismo de reacción del A) radical DPPH y B) radical catiónico 

ABTS, frente a un compuesto antioxidante (AOH). 

A 
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los polifenoles y enzimas oxidativas como las polifenoloxidasas. Mientras que, 

durante la liofilización la formación de cristales de hielo induce la degradación de 

la pared celular, provocando el mismo fenómeno de expulsión antes mencionado. 

Sin embargo, las enzimas serían inactivadas durante la liofilización por las bajas 

temperaturas y probablemente recuperarían su capacidad oxidativa durante el 

proceso de extracción (66). Por el contrario, durante la deshidratación a 

temperatura ambiente no existen cambios de temperatura que provoquen estrés en 

las células vegetales. 

 

Los valores de actividad antioxidante expresados como equivalentes de Trolox de 

este trabajo fueron bajos en comparación con los valores reportados por 

Adesanoye y colaboradores, quienes demostraron que la actividad antioxidante 

expresada como equivalentes de Trolox de extractos metanólicos de Vernonia 

amygdalina frente al radical catiónico ABTS incrementan a medida que aumenta 

la concentración del extracto. En otras palabras, al aumentar los extractos entre 

50-600 µg la actividad antioxidante aumenta entre 339.4 ± 155.3 a 4320.0 ± 33.6 

µmol equivalentes de trolox. Asimismo, estos extractos demostraron una 

actividad inhibitoria similar que la catequina a 50 µg (61). Este fenómeno podría 

explicarse probablemente por la polaridad del solvente orgánico empleado en el 

trabajo citado ya que el metanol posee la capacidad de extraer compuestos activos 

polares moderados o bajos como los flavonoides, saponinas, entre otros (67). 
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Objetivo específico 3  

 

3.3 Composición química  

 

La identificación de compuestos químicos fue realizada con el propósito de 

determinar los metabolitos responsables de la actividad antioxidante encontrada 

en los extractos acuosos de hojas de V. patens (Kunth) H. Rob. La figura 4 

muestra los perfiles cromatográficos obtenidos mediante CG-EM de los extractos 

acuosos preparados a partir de hojas deshidratadas en estufa, liofilizadas y secadas 

a temperatura ambiente. 

 

Los compuestos identificados en el extracto acuoso de hojas deshidratadas en 

estufa se muestran en la tabla 5 según el orden de elución en la columna 

cromatográfica. En total 10 compuestos fueron identificados y confirmados 

mediante la estimación del índice retención de n-alcanos: 4 ácidos grasos, 2 

aminoácidos, 1 ácido dicarboxílico, 1 ácido fenólico, 1 disacárido y 1 terpeno.  

 

Por otro lado, en la tabla 6 se muestran los compuestos identificados en el 

extracto acuoso de hojas deshidratadas mediante liofilización. En total 14 

compuestos fueron identificados y confirmados mediante la estimación del índice 

de retención de n-alcanos: 4 ácidos grasos, 3 ácidos dicarboxílicos, 2 ácidos 

fenólicos, 1 monosacárido, 1 ácido tricarboxílico, 1 polialcohol o alcohol 

derivado de azúcar, 1 hidrocarburo y 1 terpeno.  

 

Asimismo, los compuestos identificados en el extracto acuoso de hojas 

deshidratadas a temperatura ambiente se muestran en la tabla 7. En total 10 

compuestos fueron identificados y confirmados mediante la estimación del índice 

de retención de n-alcanos: 3 ácidos grasos, 3 ácidos dicarboxílicos, 2 ácidos 

fenólicos, 1 ácido tricarboxílico y 1 terpeno.  

 

Como se puede observar, la mayor cantidad de compuestos fueron identificados 

en el extracto acuoso obtenido a partir de hojas deshidratadas mediante 

liofilización, confirmando así que este método conserva mejor los compuestos de 

la muestra vegetal (68). Sin embargo, no todos los compuestos identificados en 

este extracto son antioxidantes. Lo que explicaría la similar actividad antioxidante 

obtenida por este método y la deshidratación a temperatura ambiente (tabla 4). 

 

En general, la actividad antioxidante de los extractos evaluados podría estar 

explicada por la presencia de los ácidos carboxílicos: ácido málico, ácido 

succínico, ácido α-cetoglutárico y ácido cítrico; los ácidos fenólicos: ácido m-

hidroxibenzoico y ácido cafeíco; el polialcohol: inositol; y, el triterpeno 

pentacíclico β-amirina. De hecho, la ausencia de algunos de los compuestos antes 

mencionados posiblemente explicaría la baja actividad antioxidante obtenida por 

los extractos acuosos de hojas deshidratadas en estufa. 
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Figura 4. Perfiles cromatográficos de extractos acuosos de hojas de V. patens 

(Kunth) H. Rob., deshidratadas en: A) estufa, B) liofilizador y C) temperatura 

ambiente. 
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Tabla 5. Compuestos identificados en extractos acuosos de hojas de V. patens 

(Kunth) H. Rob., deshidratadas en estufa 

Pico 

Tiempo 

de 

retención 

(minutos) 

Compuesto 

Porcentaje 

de área 

(%)
*
 

Índice de 

retención 

(calculado) 
** 

Índice de 

retención 

(referencia) 
*** 

1 9,08 L-treonina 0,11 ± 0,02 1354,42 1357,00 

2 9,82 Ácido málico 0,70 ± 0,22 1435,81 1390,00 

3 10,42 Ácido L-treónico  0,69 ± 0,27 1504,89 1518,00 

4 11,47 L-asparagina 0,79 ± 0,39 1632,82 1538,00 

5 16,92 Ácido cafeíco 0,41 ± 0,12 2140,45 2144,00 

6 17,40 Ácido heptadecanoico 0,61 ± 0,26 2107,31 2087,00 

7 18,00 
Ácido 11-cis-

octadecenoico  
1,03 ± 0,60 2145,90 2194,00 

8 23,58 2 α-manobiosa 0,29 ± 0,17 2504,01 2598,00 

9 30,40 Ácido hexacosanoico 0,15 ± 0,03 2991,56 2981,00 

10 34,17 β-amirina  0,14 ± 0,05 3299,42 3320,40 
*
 Valores promedios (n=6) ± desviación estándar,

 ** 
Índice de retención calculado 

en columna capilar DB-5MS, 
*** 

Índice de retención de referencia estimado en 

columna capilar no polar (Librería NIST 2011) 

 

La actividad antioxidante de los extractos acuosos de hojas deshidratadas en estufa 

probablemente estaría explicada por la presencia del ácido málico (0,70 ± 0,22 %), 

ácido cafeíco (0,41 ± 0,12 %) y la β-amirina (0,14 ± 0,05 %). El ácido cafeíco es 

un compuesto fenólico que posee la capacidad de donar protones debido a su 

estructura química y ha sido reportado como agente antioxidante (69, 70), 

antiinflamatorio (71, 72) y anticancerígeno (73). El triterpeno pentacíclico β-

amirina ha sido extraído de diferentes matrices vegetales demostrando poseer 

actividad antiinflamatoria (74, 75), anti-fibrótica (75) y anticancerígena (76). Por 

otro lado, el ácido málico ha manifestado poseer una moderada correlación 

positiva con la actividad captadora de radicales DPPH, demostrando ser uno de los 

ácidos orgánicos que poseen la capacidad de eliminar este radical libre (77). 

 

Del mismo modo, la actividad antioxidante de los extractos acuosos de hojas 

deshidratadas mediante liofilización estaría explicada por la presencia del ácido 

succínico (0,21 ± 0,07 %), ácido málico (0,56 ± 0,09 %), ácido m-hidroxibenzoico 

(0,17 ± 0,07 %), ácido α-cetoglutárico (0,43 ± 0,10 %), ácido cítrico (0,65 ± 0,27 

%), inositol (1,34 ± 0,24 %), ácido cafeíco (0,23 ± 0,05%) y la β-amirina (0,12 ± 

0,02 %). 
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Tabla 6. Compuestos identificados en extractos acuosos de hojas de V. patens 

(Kunth) H. Rob., deshidratadas mediante liofilización 

Pico 

Tiempo 

de 

retención 

(minutos) 

Compuesto 
Porcentaje 

de área (%)
*
 

Índice de 

retención 

(calculado) 
** 

Índice de 

retención 

(referencia) 
*** 

1 8,37 Ácido succínico  0,21  ± 0,07 1392,00 1314,00 

2 9,79 Ácido málico 0,56  ± 0,09 1432,38 1390,00 

3 10,69 
Ácido  

m-hidroxibenzoico 
0,17 ± 0,07 1537,65 1559,00 

4 10,97 Ácido α-cetoglutárico 0,43 ± 0,10 1572,13 1538,00 

5 12,63 Fructosa 1,19 ± 0,27 1756,47 1805,10 

6 12,81 Ácido citrico 0,65 ± 0,27 1774,42 1839,00 

7 15,01 Inositol 1,34 ± 0,24 1946,03 1848,00 

8 17,25 Ácido cafeico  0,23 ± 0,05 2097,22 2144,00 

9 17,39 Ácido heptadecanoico 0,24 ± 0,01 2106,86 2136,40 

10 10,69 
Ácido 11-cis-

octadecenoico 
1,08 ± 0,14 2178,27 2194,00 

11 26,48 2-Monostearin  0,20 ± 0,01 2700,64 2772,00 

12 27,39 Esqualeno 0,14  ± 0,06 2765,65 2797,00 

13 30,39 Ácido hexacosanoico 0,14  ± 0,03 2991,01 2981,00 

14 34,16 β-amirina  0,12  ± 0,02 3298,77 3320,40 
*
 Valores promedios (n=6) ± desviación estándar,

 ** 
Índice de retención calculado 

en columna capilar DB-5MS, 
*** 

Índice de retención de referencia estimado en 

columna capilar no polar (Librería NIST 2011) 

 

Diferentes autores han investigado las propiedades bioactivas de los compuestos 

antes mencionados. De la misma forma que el ácido málico, el ácido succínico ha 

manifestado poseer una moderada correlación positiva con la actividad captadora 

de radicales DPPH, mientras que el ácido cítrico ha demostrado poseer una fuerte 

correlación positiva con este radical libre. De hecho, se encuentra también 

correlacionado con la potencia antioxidante reductora férrica (FRAP) y el 

contenido de fenoles totales (77).  

 

El ácido m-hidroxibenzoico es otro compuesto fenólico que ha reportado tener 

propiedades antioxidantes (78, 79) y antimicrobianas (80). Este derivado del ácido 

benzoico ha demostrado poseer porcentajes de inhibición similares al ácido gálico 

y al ácido cafeíco frente al radical superóxido después de 15 minutos de reacción 

(78). Sin embargo, ha manifestado ser un compuesto antioxidante débil frente al 

radical DPPH y el peróxido de hidrógeno (79). 

 



 
 
 

32 
 

 
 

Tabla 7. Compuestos identificados en extractos acuosos de hojas de V. patens 

(Kunth) H. Rob., deshidratadas a temperatura ambiente. 

Pico 

Tiempo 

de 

retención 

(minutos) 

Compuesto 

Porcentaje 

de área 

(%)
*
 

Índice de 

retención 

(estimado) 
** 

Índice de 

retención 

(referencia) 
*** 

1 8,34 Ácido succínico 0,27 ± 0,07 1390,72 1314,00 

2 9,98 Ácido malico 0,48 ± 0,11 1454,46 1390,00 

3 10,68 
Ácido   

m-hidroxibenzoico  
0,13 ± 0,03 1536,80 1559,00 

4 10,96 Ácido α-cetoglutárico 0,35 ± 0,13 1571,27 1538,00 

5 12,80 Ácido cítrico 0,45 ± 0,19 1773,65 1839,00 

6 17,25 Ácido cafeico 0,52 ± 0,10 2097,22 2144,00 

7 17,39 Ácido heptadecanoico 0,31 ± 0,04 2106,41 2087,00 

8 26,47 2-Monostearin  0,21 ± 0,04 2700,14 2772,00 

9 30,38 Ácido hexacosanoico 0,17 ± 0,02 2989,85 2981,00 

10 34,14 β-amirina 0,24 ± 0,09 3296,95 3320,40 
*
 Valores promedios (n=6) ± desviación estándar,

 ** 
Índice de retención calculado 

en columna capilar DB-5MS, 
*** 

Índice de retención de referencia estimado en 

columna capilar no polar (Librería NIST 2011) 

 

Por otra parte, el ácido α-cetoglutárico ha manifestado poseer actividad 

antiradicalaria frente al peróxido de hidrógeno (81), mientras que el ácido cítrico 

ha demostrado incrementar la actividad antioxidante frente al radical DPPH en 

combinación con otros compuestos fenólicos (82) y el inositol ha mostrado 

aumentar la capacidad antioxidante de células epiteliales, contribuyendo así la 

proliferación de células nuevas y disminuyendo el daño celular (83). 

 

Finalmente, la actividad antioxidante de los extractos acuosos de hojas 

deshidratadas a temperatura ambiente posiblemente estaría explicada por la 

presencia del ácido succínico (0,27 ± 0,07 %), ácido málico (0,48 ± 0,11%), ácido 

m-hidroxibenzoico (0,13 ± 0,03 %), ácido α-cetoglutárico (0,35 ± 0,13%), ácido 

cítrico (0,45 ± 0,19 %), ácido cafeico (0,52 ± 0,10 %) y la β-amirina (0,24 ± 0,09 

%). 

 

Es importante destacar que a pesar de la ausencia de inositol, como ocurre en los 

extractos de hojas deshidratadas mediante liofilización, los extractos acuosos de 

hojas deshidratadas a temperatura ambiente muestran mayor abundancia del ácido 

succínico, ácido cafeíco y β-amirina. Lo que probablemente también explicaría la 

actividad antioxidante similar a la obtenida entre la deshidratación mediante 

liofilización y temperatura ambiente. 
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Es probable que exista mayor cantidad de compuestos fenólicos, como lo indican 

el contenido de fenoles totales y el contenido de flavonoides totales (tabla 1). Sin 

embargo, la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-EM) 

no es el método ideal debido a la naturaleza de las muestras. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES   

 

 

Las condiciones óptimas para la extracción acuosa de hojas de V. patens (Kunth) 

H. Rob., fueron 79.79 °C y 126.23 minutos para la actividad captadora de radicales 

DPPH y la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS. Es importante 

destacar que los valores óptimos encontrados aplican a extractos acuosos 

obtenidos a partir de hojas deshidratadas en estufa bajo las condiciones evaluadas. 

 

La deshidratación a temperatura ambiente resultó ser el método de secado más 

idóneo previo a la extracción acuosa de hojas de V. patens (Kunth) H. Rob., ya que 

genera resultados similares que la liofilización para la actividad antioxidante según 

el ensayo DPPH y el ensayo ABTS. Además, es un procedimiento económico ya 

que no genera costos de operación y mantenimiento de equipos durante el proceso 

de secado.  

 

El análisis mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas 

(CG-EM) sugiere que la actividad antioxidante de los extractos se debe 

probablemente a la presencia de los ácidos carboxílicos: ácido málico, ácido 

succínico, ácido α-cetoglutárico y ácido cítrico; los ácidos fenólicos: ácido m-

hidroxibenzoico y ácido cafeíco; el polialcohol: inositol; y, el triterpeno 

pentacíclico β-amirina. Sin embargo, estudios complementarios deberían realizarse 

para identificar todos los compuestos polares responsables de la actividad 

antioxidante. 
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ANEXOS 
 



 
 
 
 

 

 
 

ANEXO 1  

 

 

 

Curva de calibración de Trolox para la actividad captadora de radicales DPPH 
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ANEXO 2 

 

 

 

Curva de calibración de Trolox para la actividad inhibidora del radical catiónico 

ABTS 
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ANEXO 3 

 

 

 

Separación de n-alcanos (C7-C40) obtenido mediante CG-EM en columna 

capilar DB-5MS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

 

 
 

ANEXO 4 

 

 

 

n-alcanos identificados mediante CG-EM en columna capilar DB-5MS 

 

 

Pico 

Tiempo de 

retención 

(minutos) 

Alcano 
Fórmula 

molecular 

Índice de 

retención 

1 8,577 n-Tridecane C13H28 1300 

2 9,505 n-Tetradecane C14H30 1400 

3 10,379 n-Pentadecane C15H32 1500 

4 11,197 n-Hexadecane C16H34 1600 

5 12,041 n-Heptadecane C17H36 1700 

6 13,077 n-Octadecane C18H38 1800 

7 14,355 n-Nonadecane C19H40 1900 

8 15,778 n-Eicosane C20H42 2000 

9 17,288 n-Heneicosane C21H44 2100 

10 18,848 n-Docosane C22H46 2200 

11 20,424 n-Tricosane C23H48 2300 

12 21,988 n-Tetracosane C24H50 2400 

13 23,523 n-Pentacosane C25H52 2500 

14 25,021 n-Hexacosane C26H54 2600 

15 26,471 n-Heptacosane C27H56 2700 

16 27,877 n-Octacosane C28H58 2800 

17 29,220 n-Nonacosane C29H60 2900 

18 30,511 n-Triacontane C30H62 3000 

19 31,752 n-Hentriacontane C31H64 3100 

20 32,961 n-Dotriacontane C32H66 3200 

21 34,176 n-Tritriacontane C33H68 3300 

22 35,559 n-Tetratriacontane C34H70 3400 

23 37,180 n-Pentatriacontane C35H72 3500 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

 

 
 

ANEXO 5 

 

 

 

Gráfico de normalidad para la actividad captadora de radicales DPPH 
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ANEXO 6 
 

 

 

Gráfico de normalidad para la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 
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ANEXO 7 
 

 

 

Gráfico de normalidad para el contenido de fenoles totales 
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ANEXO 8 
 

 

 

 Gráfico de normalidad para el contenido de flavonoides totales 
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ANEXO 9 

 

 

 

Gráfico ANOVA para la actividad captadora de radicales DPPH  
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ANEXO 10 

 

 

 

Gráfico ANOVA para la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 
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ANEXO 11 

 

 

 

Gráfico ANOVA para la actividad captadora de radicales DPPH expresada 

como equivalentes de Trolox 
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ANEXO 12 

 

 

 

Gráfico ANOVA para la actividad inhibidora del radical catiónico ABTS 

expresada como equivalentes de Trolox 
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