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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo principal optimizar el proceso de
extraccion hidroalcoholica a partir de la planta de albahaca (Ocimum basilicum) en funcion
del contenido de polifenoles y capacidad antioxidante, por lo tanto, se recolect6 el material
vegetal y posteriormente se deshidraté en una estufa modelo universal 30 a una temperatura
de 40°C durante 72 horas y se comprobo la humedad final de 5 % mediante la metodologia de
secado en estufa. La albahaca es una planta aromatica que tiene la presencia de compuestos
fendlicos, lo cual contribuye a su fuerte capacidad antioxidante. En la investigacion se
determin6 el perfil fitoquimico de la droga cruda, obteniendo metabolitos secundarios;
extracto etéreo los compuestos grasos, agrupamiento lactonico y triterpenos/esteroides,
extracto etanolico los compuestos fendlicos, quinonas/benzoquinonas y flavonoides y en el
extracto acuoso los alcaloides y mucilagos. Posteriormente se emple6 un disefio superficie
respuesta, en donde los factores de estudio fueron la concentracion de etanol (60%, 75% y
90%), temperatura de extraccion (30°C, 45°C y 60°C) y tiempo de extraccién (6 horas, 15
horas y 24 horas). Para la elaboracién del disefio experimental y el procesamiento de los datos
se utilizd el programa estadistico Desing Expert 8.0.6, donde se obtuvo 27 corridas
experimentales, dando como mejor tratamiento la corrida 23 con una temperatura de 60°C, un
tiempo de 24 horas y una concentracion de etanol de 90 %, obteniendo 102.42 (mg/g) de
contenido de polifenoles y 770.13 (UM Fe2+/g muestra) en la actividad antioxidante. Se
comprobd el proceso de optimizacién numérica, dando como condiciones Optimas en la
concentracion etanol 89.82%, tiempo de extraccion 23.34 horas y temperatura de extraccion
59.90°C, con un contenido de polifenoles de 102.442 (mg/g) y capacidad antioxidante de
778.403 (UM Fe2+/g muestra), mediante una comparacién de los valores experimentales se
realizaron los andlisis fisicoquimicos del extracto optimizado, obteniendo valores de
contenido de polifenoles de 103.23 mg AG/g, poder antioxidante de reduccién férrica (frap)
779.88 uM Fe?* /g muestra, poder antioxidante de reduccion férrica (abts) 15,12 umol ET /g,
un pH 5.67, acidez 0,31 %m/m &cido sulfarico y una humedad de 98,02%. Los valores de los
experimentos obtenidos en el caso del contenido de polifenoles y capacidad antioxidante,
resultaron valores superiores a la optimizacién numeérica.

Palabras clave: contenido de polifenoles, capacidad antioxidante, optimizacion, extraccion y
albahaca.
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ABSTRACT

The main purpose of this research project was to optimize the hydroalcoholic extraction
process from the basil plant (Ocimum basilicum) in terms of polyphenol content and
antioxidant capacity, therefore, the plant material was collected and subsequently dehydrated
in an oven model universal 30 at a temperature of 40°C for 72 hours and the final humidity of
5 % was checked using the oven-drying methodology. Basil is an aromatic plant with
phenolic compounds, which contributes to its strong antioxidant capacity. In the research, the
phytochemical profile of the crude drug was determined, obtaining secondary metabolites;
ethereal extract the fatty compounds, lactonic clustering and triterpenes/steroids, ethanolic
extract the phenolic compounds, quinones/benzoquinones and flavonoids and in the aqueous
extract the alkaloids and mucilages. Subsequently, a response surface design was used, where
the study factors were ethanol concentration (60%, 75%, and 90%), extraction temperature
(30°C, 45°C, and 60°C), and extraction time (6 hours, 15 hours and 24 hours). For the
elaboration of the experimental design and data processing, the statistical program Desing
Expert 8.0.6 was used, where 27 experimental runs were obtained, giving as best treatment
run 23 with a temperature of 60°C, a time of 24 hours and an ethanol concentration of 90%,
obtaining 102.42 (mg/g) of polyphenol content and 770.13 (UM Fe2+/g sample) in antioxidant
activity. The numerical optimization process was checked, giving as optimum conditions in
ethanol concentration 89.82%, extraction time 23.34 hours, and extraction temperature
59.90°C, with a polyphenol content of 102.442 (mg/g) and antioxidant capacity of 778. 403
(uM Fe2+/g sample), through a comparison of the experimental values the physicochemical
analysis of the optimized extract was performed, obtaining values of polyphenol content of
103.23 mgAG/g, the antioxidant power of ferric reduction (frap) 779.88 uM Fe2+ /g sample,
the antioxidant power of ferric reduction (abts) 15.12 umol ET /g, a pH 5.67, acidity 0.31
%m/m sulfuric acid and, a humidity of 98.02%. The experimental values obtained in the case
of polyphenol content and antioxidant capacity were higher than the numerical optimization.

Keywords: polyphenol content, antioxidant capacity, optimization, extraction, and basil.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las civilizaciones han utilizado las plantas con fines medicinales, a través de la historia por la
capacidad de observar y comprender patrones, reconocieron el poder curativo de las plantas.
En ese momento no encontraron una explicacion de como funcionaban por lo cual asociaron
sus efectos a la magia o a la intervencidn de los dioses. El avance de la ciencia y la tecnologia
ayudo a sintetizar quimicamente los principios activos presentes en las plantas (Maldonado et
al., 2020)

La albahaca (Ocimum basilicum) posee un aroma intenso, por sus compuestos bioactivos los
mismos que previenen y combaten problemas de salud como resfriados, presion alta,
enfermedades cardiovasculares, insomnio, malestar digestivo, es un excelente diurético,
mitiga el dolor de la cabeza, mejora el sistema inmune, respiratorio, estrés, sedante para
calmar los nervios, cicatrizante, antiinflamatorio, antibacteriano, analgésico, antirreumaticos y
antivirales. En la actualidad por el estilo de vida, la alimentacién estd cargada de productos
procesados, aditivos, pesticidas, hormonas de crecimiento, y es muy baja en nutrientes
esenciales, conduciendo que muchas personas no sigan una alimentacion equilibrada, todo eso
lleva a una lenta degeneracion celular que se convertira a lo largo de los afios en
enfermedades cronicas, inflamatorias o de dificil de diagndstico (Palomares, 2020).

Los extractos hidroalcohdlicos son maceraciones con una concentracion de ciertos principios

activos de la planta. Su grado de alterabilidad es pequefio comparado con los otros extractos y



tienen la ventaja de llevar incluida la esencia de la planta. El alcohol tiene efectos
antibacterianos, inhibe la actividad enzimatica y tiene mayor capacidad de extraccion que el
agua (Amaguafia & Churuchumbi, 2018).

La agroindustria busca elaborar productos seguros, eficaces y de calidad, controlando todos
los factores que pueden influir en el proceso de produccion. Es por este motivo que la
presente investigacion busca optimizar la extraccion hidroalcohdlica de la albahaca en base a
su contenido total de polifenoles y actividad antioxidante, mediante corridas experimentales
Desing Expert determinara las mejores condiciones para mayor concentracién de compuestos
bioactivos. De tal manera que el aporte investigativo proveera informacion muy util para
proximas investigaciones con el fin de aprovechar sus bondades en la industria alimentaria
para dar valor agregado a los productos finales para que este satisfaga las necesidades del
consumidor, estandarizar el proceso y ser una base para futuras investigaciones.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

3.1. Beneficiarios directos

Segun (MAG 2022) manifiesta que la provincia de Tungurahua zona 3 cuenta con una
poblacion total de 608.583 en el cual mas de 20 familias campesinas se dedican a la
produccidn agroecoldgica y sin quimicos, los cuales seran beneficiados los que se dedican al
cultivo de albahaca.

3.2.  Beneficiarios indirectos

Los docentes y estudiantes de la Universidad Técnica de Cotopaxi de la carrera de ingenieria
agroindustrial ya que aportan en el apoyo institucional a la investigacidn sobre el potencial de
la albahaca y llevar a cabo investigaciones con la aplicacion de la planta en la agroindustria.

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los consumidores buscan productos innovadores sin comprometer el sabor y conveniencia,

porque existe desconfianza sobre el uso de aditivos considerando que creen que Su USO nO es



seguro, puede ser por informacidn insuficiente o errénea, provocando incertidumbre en los
consumidores. Los aditivos sintéticos son econémicos, sin embargo, los beneficios y los
riesgos es algo complejo muchos de ellos son indispensables, pero con el tiempo afectan a la
salud del consumidor desatandose en enfermedades catastroficas. Los aditivos naturales son
una alternativa para un mejor estilo de vida.
La estandarizacion del extracto de albahaca permite caracterizar los compuestos bioactivos, lo
cual da una alternativa a la industria para su aplicacion en productos que satisfagan las
necesidades de los consumidores. Los extractos vegetales y su empleo en la industria
alimentaria se encuentran sometidos a una gran paradoja, por sus métodos de extraccion,
variabilidad de los disolventes, etc. Al no apoyar esta investigacion, se estara perdiendo una
lista mas de compuestos bioactivos que contiene dicha planta para su posterior aplicacion.
Debido a la presencia de compuestos bioactivos en la albahaca como antioxidantes y
polifenoles estos son antiinflamatorios, antibacterianos, potencial accion del sistema
inmunitario, facilitando la actividad de determinadas enzimas imprescindibles para una buena
digestion, entre otras. La estandarizacién estd limitada por falta de tecnologia, el cual si
existiera suficientes medios nos permitiria optimizar, simplificar, ahorrar costos y tiempo,
buscando la excelencia del producto, actualmente la ingenieria Agroindustrial ha venido
desempefiando un papel importante por su capacidad de adaptarse a nuevos conocimientos,
siendo el principio para la utilizacion de sistemas de disefio y manufactura permitiendo
obtener resultados precisos.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

e Optimizar el proceso de extraccion hidroalcoholica a partir del albahaca (Ocimum

basilicum) en funcién del contenido de polifenoles y capacidad antioxidante.



5.2.

Objetivo Especifico

Determinar el perfil fitoquimico de la albahaca por medio de ensayos cualitativos.

Extraer los compuestos bioactivos de la planta de albahaca a través de soluciones

hidroalcohdlicas.

Caracterizar el extracto hidroalcohdlico de la droga cruda optimizada mediante

ensayos fisicos-quimicos.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades en relacion a los objetivos planteados

Determinar el

perfil fitoquimico

de la albahaca por de

medio de ensayos

Seleccion de la planta.
Deshidratado y molido

la albahaca.

Mediante ensayos

existencia de
metabolitos
secundarios que se

encuentran en el

o o Resultado de la Medios de
Objetivos Actividad o L
Actividad verificacion
Recoleccion de las
muestras. Confirmar la

Datos del perfil
fitoquimico de la
droga cruda de
albahaca.

(Ocimum basilicum)

cualitativos. cualitativos determinar  extracto de albahaca
) - (Tabla 8).
los compuestos (Ocimum basilicum)
quimicos.
Determinacion
Extraer los experimental del o Informe de
_ _ Valorar la actividad
compuestos contenido de polifenoles resultados del

bioactivos de la
planta de

y activi

albahaca a través

de soluciones

hidroalcoholicas.

Inse

dad antioxidante.

Efectuar los respectivos

calculos.

rtar en Desing

Expert los datos

obtenidos.

antioxidante y
polifenoles totales
del extracto de
albahaca (Ocimum

basilicum).

contenido de
polifenoles totales y
la capacidad
antioxidante
(Figura 11y 12).

Caracterizar el

Determinacion de las

Expresar

Tabla de resultados




extracto caracteristicas cuantitativamente y  de las caracteristicas
hidroalcohdlico sensoriales y cualitativamente el fisico-quimicos del
de la droga cruda fisicoquimicas del extracto optimizado  extracto optimizado
optimizada extracto hidroalcoholica de albahaca (Tabla 14,15y 16).
mediante ensayos optimizado. (Ocimum basilicum).

fisicos-quimicos.

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)
7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1.  Antecedentes
Segun Marin (2019) el trabajo de titulacion “Contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante in vitro del extracto seco de semillas de albahaca (Ocimum basilicum L.)”
realizada en la Universidad Catolica los Angeles Chimote, manifiesta que para demostrar la
actividad antioxidante depende directamente del contenido de los polifenoles libres y
solubles, mediante el método de Foling Ciocalteau los resultados son expresado en ug/ml de
equivalente de acido galico y para actividad antioxidante, método de cambio de color DPPH,
expresado como porcentaje de decoloracion.
Segun Morales et al., (2016) en el libro “Investigacion en plantas de importancia médica”
menciona en la preparacion de extractos, para los principios activos se extrae por medio de
decoccidn o infusion, en cambio para analizar compuestos bioactivos de una droga vegetal, se
utilizan métodos de extraccion mas sofisticados, que cuantifican los principios activos. La
extraccion por maceracion es un método de extraccion solido-liquido, del cual se procede el
material vegetal se corta en pequefios trozos o molido, fresco o secos, se coloca en un
recipiente adecuado, afiadiendo el solvente seleccionado en reposo o agitacion continua, a
temperatura ambiente.
Segun Lopez & Escobar (2018) en el trabajo de titulacion “Obtencion de un ingrediente
activo micro encapsulado con propiedades antiinflamatorias a partir de 8 plantas medicinales”

describe que la planta de albahaca tienen compuestos quimicos conocidos por sus propiedades



medicinales, flavonoides poli fendlicos como la orientina y la vicenina, aceites esenciales
como el eugenol, citronelol, linaloe, cidral, limoneno y terpinol, betacaroteno, vitamina A,
criptoxantina, luteina y zea-xantina, ademas propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y
antioxidantes, proteccion contra los radicales libres y las especias reactivas de oxigeno que
juegan un papel importante en el envejecimiento, filtra los rayos UV.

Segun Barre et al, (2019) en su investigacion “Efecto del extracto de albahaca y moringa en la
estabilidad y vida util del aceite de soya” menciona que los extractos de la hoja de moringa y
de la hoja de albahaca presenta potentes antioxidantes, lo cuales pueden ser reemplazadas por
antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHT), la Terbutilhidroxiquinona (TBHQ),
y los galatos. De esta manera se han demostrado que reducen el doble los niveles de
peroxidos, dienos, trienos conjugados y los valores de p-anisidina, en los aceites a los que se
afiadio el extracto.

Segln Rosas et al, (2018) en el capitulo “Actividad antimicrobiano y antioxidante de
extractos naturales de plantas en productos carnicos” del libro titulado Tecnologia aplicadas
en la produccion, calidad y competitividad de la carne de especies pecuarias, indica que la
oxidacion de lipidos y el crecimiento microbiano proporciona la degradacion de la carne y
disminuyendo su vida de anaquel, dando uso a los conservadores sintéticos, pero se ha
demostrado efectos negativos contra la salud. Por lo tanto, la demanda de productos carnicos
de calidad, saludables y seguros ha dado lugar a estudios de origen natural que tienen el
potencial de reemplazar los productos sintéticos, entre ellas el extracto de albahaca presenta
una actividad antioxidante, que reduce en algunos casos el 50% de los radicales libres, esta
actividad antioxidante y antimicrobiana puede deberse a los compuestos presentes como
carvacrol, eugenol y timol.

Segun Gavilanez (2020) en la tesis investigada “Optimizacion del proceso de extraccion a

partir del orégano (Origanum vulgare L).” indica que el empleo del programa Desing Expert



8.0.6 para el disefio experimental, selecciona al extracto que presenta mayor rendimiento en
los polifenoles totales y actividad antioxidante, posteriormente el método de optimizacion
numérica a través de un disefio superficie respuesta, genera un modelo matematico que
describe las variaciones de las variables de cada extracto.

7.2.  Fundamentacion tedrica

7.2.1. Albahaca

Es una planta aromatica perenne, anual, con tallos erectos y ramificados, sus hojas son
de forma oval con bordes ligeramente dentadas y sus flores de color blanca que se cultiva en
lugares templados es conocida por sus propiedades medicinales y usos culinarios (Singh et al.,
2020).

7.2.2. Origen

Para Fonnegra & Luz considera que la albahaca es una planta majestuosa con
agradable aroma debido a que “El nombre del género Ocimum proviene de la palabra griega
okimon, que significa oloroso, en alusion al aroma de hojas. EI nombre del epiteto basilicum
viene de basilikon o basiléus, que significa rey, real o regio” (2007, pag. 35).

Esta planta es originaria del Asia meridional, principalmente de la India, se ha
cultivado desde la antigtiedad hace 5.000 afios y actualmente se encuentra en todos los climas
templados y tierras bajas del mundo. Se le llama hierba sagrada o hierba real, en esta cultura
se la considera un simbolo de felicidad y amor, en los hogares se cree que ofrece proteccion al
alma, de manera similar la colocacion de una hoja de albahaca sobre el difunto garantiza la
entrada al paraiso (Ramirez, 2005).

7.2.3. Botanica de la planta

Es una planta herbécea anual, posee tallos erectos ramificados, alcanza una altura de

30 a 50 cm y sus hojas son lanceoladas ligeramente dentadas, suaves de un tamafo



aproximado de 2 a 5 cm. Las flores son blancas dispuestas en espigas alargadas, se encuentran
en la parte superior del tallo 0 en los extremos de las ramas (Ruiz et al., 2016).
7.2.4. Taxonomia

Tabla 2. Taxonomia de la albahaca

Clasificacion Taxonémica

Reino Plantae

Division Magnoliphyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asterida

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae
Subfamilia Napetoideae

Género Ocimum

Especie Ocimum basilicum L

Fuente: (Calderdn 2016)

7.2.5. Principios activos de la albahaca

Las plantas medicinales son las principales fuentes para el desarrollo de la medicina
moderna, su accion curativa es producidos por sustancias quimicas que generan efectos
fisiologicos en el organismo. Estas sustancias se denominan principios activos y son
productos del metabolismo secundario que genera la planta, estas presentan propiedades
medicinales, algunos actian como antimicrobiano, antibioticos, analgésicos o estimulantes
(Gonzales, 2004).

Para Condori menciona que “La albahaca contiene compuestos fendlicos y
flavonoides, por ejemplo: el acido cindmico, el acido cafeico y éacido ferdlico. Estos
compuestos son antioxidantes potentes, limpiadores de radicales libres y agentes quelantes”
(2020,pag 18).

La actividad antioxidante estd relacionada con la presencia de polifenoles o compuestos
fendlicos y gracias a su poder antioxidante presenta efectos positivos, como son

antimicrobiano, anticancer, antiinflamatorias entre otros (Dario, 2018).
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7.2.6. Composicion quimica

Tabla 3. Composicion quimica de la albahaca (100g)

Factor / Nutriente Contenido Unidad
Agua 90.96 %
Energia 27 kcal
Proteina 2.54 g
Grasa total 0.61 g
Carbohidratos 4.34 g
Fibra dietética total 3.90 g
Ceniza 1.55 g
Calcio 154 mg
Fosforo 69 mg
Hierro 3.17 mg
Tiamina 0.03 mg
Riboflavina 0,076 mg
Niacina 0,093 mg
Vitamina C 18 mg
Vitaminas A

Equivalente de Retinol 264 meg
Ac, grasos mano-insat. 0.09 g
Ac, grasos poli-

insaturados 0.39 g
Ac, grasos saturados 0.04 g
Colesterol 0 mg
Potasio 462 mg
Sodio 4 mg
Zinc 0.85 mg
Magnesio 81 mg
Vit. B6 0.13 mcg
Vit. B12 0.00 mcg
Acido folico 0 mcg

Fuente: (Teran, 2019)

7.2.7. Propiedades medicinales

La albahaca es una planta medicinal porque contiene compuestos volatiles
responsables de su aroma y sabor. Las investigaciones reportan compuestos aromaticos como
monoterpenos, fenilpropanoides, sesquiterpenos, aldehido y ésteres. Ademas, contiene
vitaminas y minerales como el calcio, hierro, manganeso, magnesio, potasio y vitamina C
(Palomares, 2020).
Las hojas de albahaca como uso de té sirven para prevenir la gripe, asma, inflamaciones,

diabetes, fiebre, dolor estomacal, conjuntivitis e infecciones en la piel (Leos et al., 2020).
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Asi mismo el uso como ingrediente activo en productos orales, por su actividad
antimicrobiana y propiedades antioxidantes, se ha utilizado en la industria farmacéutica. El
consumo de la albahaca es beneficioso para los problemas de insomnio y ansiedad, activa la
funcion intestinal, combate el cansancio fisico y mental, elimina los calculos renales, favorece
la digestidn de los alimentos, previene la debilidad muscular, alivia el dolor de estomago y los
vomitos, mejora las condiciones respiratorias, repele los mosquitos, activa el sistema
inmunoldgico, combate el envejecimiento prematuro, mejora la salud de las arterias, reduce la
inflamacién, elimina o alivia los dolores de cabeza, eficaz para la laringitis y faringitis, se
utiliza para aliviar el dolor del oido, la tos, fortalece y previene la caida del cabello y la
cicatrizacion de las heridas (Palomares, 2020).

En infusion caliente aplicada en compresas sobre zonas afectadas para los dolores
reumaticos, ademas actua extraordinariamente en las inflamaciones cronicas de los rifiones,
resultando ligeramente diurético, sobre todo en las inflamaciones de las mucosas de uréteres,
vejiga y uretra. Para la conciliacién de suefio, sobre todo para aquellas personas que tienen
digestiones pesadas después de las cenas a pesar de hacerlas moderadas, se recomienda
utilizar para depurar el tubo digestivo, se toma la infusién en ayunas a los 10 o 15 minutos de
haberlo tomado una cuchara de aceite de oliva (Ara, 1994).

7.2.8. Produccion de albahaca

En el comercio mundial la albahaca exporta e importa cémo un total en 2013 de
(820.162 MT- 8201.77 MT) vy los principales exportadores es China, India, Madagascar,
Egipto, México, mientras los principales importadores fueron China, incluye Hong Kong SA,
EE.UU., Alemania, Madagascar. [Fuentes: Célculos del ITC basados en estadisticas de
COMTRADE de las Naciones Unidas. En el mercado mundial es importada en 2013, fue
valuado en 3.086.654 miles de USD vy la exportada fue de 2.829.966 miles de USD, China

aporta aproximadamente el 25% del mercado de exportacién en 2013. Demostrando que la
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albahaca obtiene un crecimiento internacional en cantidad exportada entre 2012 y 2013
(613.772- 820.162) MT respectivamente, un porcentaje de 25% (CODEX, 2016).

7.2.9. Metabolitos secundarios

Estas sustancias no participan de forma directa en el crecimiento de la planta, sino que
aportan a que produzca una ventaja para responder a estimulos del entorno (Verde et al.,
2016).
La composicion depende de la etapa de crecimiento de la planta y sus niveles aumentan por
estrés abidtico o bidtico. Este aumento es importante para la supervivencia, ya que
constituyen parte importante a la respuesta de defensa o ataques (Sierra et al., 2018).

7.2.10. Compuestos fendlicos

Poseen un anillo aroméatico con un grupo hidroxilo, estas sustancias son solubles en
solventes organicos, otros son acidos carboxilicos y glicosidos solubles en agua, algunos
polimeros muy insolubles (Gershenzon, 2006).
La clasificacion general de los compuestos fenolicos se divide en dos grandes grupos; los
compuestos flavonoides y no flavonoides (Barraza et al, 2017).

7.2.10.1. Flavonas

Estan formados de un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo C y carecen de un
grupo hidroxilo y carecen del grupo hidroxilo en la posicion C3, los estudios han demostrado
que presenta actividades como, farmacoldgica, antioxidantes, citotoxica, antimicrobiano,
antiinflamatoria y antialérgica (Barraza et al, 2017).

7.2.10.2. Flavonoles

La quercetina se encuentra en este grupo, presenta un grupo carbonilo y un grupo
hidroxilo, se unen en azucares en C3 y con menor frecuencia en la C7 del anillo (Barraza et

al, 2017).
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7.2.10.3. Flavanoles
En este grupo se integran la catequina y epicatequina, diversos estudios han reportado que
presenta un potencial antivirales y protectores de los eritrocitos humanos (Barraza et al,
2017).

7.2.10.4. Isaflavones
Tienen un grupo hidroxilo en la posicion 7 y 4, esto le confiere la capacidad de unirse a los
receptores de estrégeno (Barraza et al, 2017).

7.2.10.5. Flavanonas

Existen en muy pequefias cantidades, son incoloros o solo ligeramente amarillos.
Demuestran una actividad antitumoral, en enfermedades cardiovasculares (Barraza et al,
2017).

7.2.10.6. Antiocianidinas

Son pigmentos solubles en agua compuestas de una aglicona y un azdcar unido en C3
o0 la posicién 5 o 7 en el anillo. Estos son responsables de la mayoria de los colores rojo,
morado, rosado y azul de las plantas, debido a que colorean las flores y frutas son muy
importantes en la atraccion de animales para la polinizacion y dispersion de semillas (Barraza
et al, 2017).

7.2.10.7. Acidos fendlicos

Se encuentran diversamente en verduras, frutas, cereales y vino, su actividad biol6gica
aumenta la captacion de glucosa y la sintesis de glucdgeno. Se pueden distinguir del acido
cinamico y acido benzoico, las frutas presentan un mayor contenido de estos acidos fendlicos

(Barraza et al, 2017).



14

7.2.10.8. Ligninas

Es uno de los biopolimeros méas abundantes, junto con la celulosa y hemicelulosa
conforman la pared celular de las plantas. Protegen los hepatocitos primarios de rata contra el
estrés oxidativo inducido por etanol (Barraza et al, 2017).

7.2.10.9. Taninos

Se dividen en dos grupos principales, los condensados y los hidrolizados, el primer
grupo de polimeros son catequinas y epicatequina y en el segundo grupo son los polimeros,
acido galico, elagico y cafeico. Asi mismo se ha comprobado que son antiinflamatorios y su
consumo son beneficiosas para la salud (Barraza et al, 2017).

7.2.10.10. Lignanos
Estan formados de dos unidades de fenilpropano, su fuente dietética se encuentra en la linaza,
diversos estudios han demostrado que estos compuestos reducen parcialmente los tipos de
riesgo de cancer y enfermedades cardiovasculares (Barraza et al, 2017).

7.2.10.11. Estilbenos

Son compuestos de estructura C6-C2-C6, sintetizados por la adicién de 1 a 3
moléculas de malonil-CoA con &cidos cindmicos, se derivan de la ruta de biosintesis de
fenilpropano. Actlan como fitoalexinas en respuesta a lesiones, enfermedades y estrés,
también contribuyen al sabor y las actividades biolégicas de las plantas. El resveratrol
presenta propiedades que ayudan a prevenir el cancer y enfermedades degenerativas. Estos
principales compuestos estan presentes en las uvas y el vino (Barraza et al, 2017).

7.2.11. Terpenos

Terpenos o terpenoides es el mayor grupo de productos secundarios y son
generalmente insolubles en agua, se clasifican por el nimero de carbonos a partir de cinco
unidades. Los terpenos de diez carbonos se denominan monoterpenos, los 15 carbonos son

sesquiterpenos, el de 20 carbonos son diterpenos, de 30 carbonos triterpenos, el de 40
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carbonos tetraterpenos y mayores a 40 son politerpenoides (Almeyda, 2017). La clasificacion
de los terpenos:

7.2.11.1. Sesquiterpenos
Su estructura se basa en tres unidades de isopreno, estan formadas por cadenas
hidrocarbonadas alifaticas abiertas y sistemas ciclicos. Estos compuestos son importantes en
la interaccion con los insectos y microbios, actian como atrayentes, repelentes, fitoalexinas y
anti alimentarios (Almeyda, 2017).

7.2.11.2. Triterpenos
Son formados de seis unidades de isopreno, se han mostrado una amplia actividad biologica,
tal caso del acido betulinico, se encuentra en la especie Betula los componentes tienen
propiedades estimulantes, antirreumaticas y diaforéticas (Almeyda, 2017).

7.2.11.3. Diterpenos
Las giberelinas, un grupo importante de las hormonas vegetales (Gershenzon, 2006).

7.2.11.4. Tetraterpenos
Presentan los carotenoides rojos, naranjas y amarillos, actian como pigmentos
complementarios en la fotosintesis y protege de la fotooxidacién (Gershenzon, 2006).

7.2.12. Compuestos nitrogenados

Presentan una mayor cantidad de metabolitos secundarios que contienen nitrégeno es
sus estructuras, estan compuestos estan incluidos en las defensas contra herbivoro, conocidos
como alcaloides y glicosidicos cianogénicos, estos dos grupos son de gran interés debido a
sus propiedades medicinales y toxicidad (Gershenzon, 2006).

7.2.12.1. Alcaloides

Estos se encuentran aproximadamente en un 20 % de las especies de plantas
vasculares, son conocidas por sus efectos farmacoldgicos en los animales vertebrados. Los

alcaloides se sintetizan a partir de unos pocos aminoacidos, tirosina, lisina y triptéfano, sin
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embargo, algunos contienen un componente derivado de la ruta de terpenos. Los principales
tipos de alcaloides y aminoacidos son: pirrolidina, piperidina, tropano, pirrolicidina,
isoquinolina, quinolicidina e indol (Gershenzon, 2006).
Pirrolidina. El precursor biosintético es la omitina (aspartato), un ejemplo es la nicotina, el
efecto que tiene es estimulante, tranquilizante y calmante (Gershenzon, 2006).
Tropano. La omitina, un ejemplo es la atropina, su uso sirve para la prevencién de espasmos
intestinales, antidotos contra otros venenos (Gershenzon, 2006).
Piperidina. Su precursor biosintético es la lisina, un ejemplo la cocaina, su consumo estimula
el sistema nervioso central (Gershenzon, 2006).
Pirrolicidina. El precursor biosintético la omitina, un ejemple es retrorsina (Gershenzon,
2006).
Quinilicidina. Su precursor biosintético es la lisina, un ejemplo la lupinina, su uso restaura el
ritmo cardiaco (Gershenzon, 2006).
Isoquinolina. El precursor biosintético la tirosina, un ejemplo la codeina su uso sirve como
analgésico y tratamiento para la tos (Gershenzon, 2006).
Indol. su precursor biosintético la triptétano, un ejemplo la reserpina, su uso como
tratamiento para la hipertension y tratamiento de psicosis. La psicocibina como alicinogeno
(Gershenzon, 2006).

7.2.12.2. Los glicésidicos cianogénicos

Estos compuestos no son toxicos por si mismos, pero al momento que se degradan de
forma répida, estos liberan venenos volatiles. Uno de los méas conocidos es el gas de cianuro
de hidrégeno. Los glicosidicos cianogénicos no se degradan en una planta intacta porque el
glicésidico y las enzimas degradativas estan separadas, pero cuando un herbivoro dafia sus
hojas, durante la ingestion los contenidos se mezclan y formando el HCN, estos grupos se

encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal y estan frecuentemente en
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leguminosas, herbaceas y otras especies de la familia de las rosas. La segunda clase de
glicésidicos vegetales son los glucosinolatos, estos al ser degradados liberan sustancias de
defensa volatiles. Principalmente se encuentran en las Brasicaceae y familias vegetales
préximas, las cuales liberan compuestos responsables del olor y gusto de algunos vegetales,
tales como el brocoli, rabanos y repollo (Gershenzon, 2006).

7.2.13. Extraccion

Es un conjunto de resultados y métodos analiticos, numéricos su objetivo es identificar
el principal tratamiento en una serie de opciones sin la necesidad de enumerar y evaluar cada
alternativa. La optimizacion en los extractos vegetales requiere de varios factores, las cuales
dependen de la temperatura, concentracion, tipo de solvente, tiempo, relacion masa-disolvente
y tamafio de particulas, resolviendo la problematica de estudio (Ferraro et al., 2012).

7.2.13.1. Clasificacion de extractos
Extractos fluidos. Son extractos de droga con concentraciones de etanol, la cual estan
preparados a una parte de droga corresponda una parte o dos partes de extracto de fluido,
manifestando que 85 partes de droga seca corresponde 100 partes de planta fresca (Ferraro et
al., 2012)
Extractos secos. Se obtiene por evaporacion de disolventes y desecacidn del residuo, esta no
debe presentar un contenido de humedad mayor del 5% (Ferraro et al., 2012)
Extractos blandos. Para ello el disolvente puede ser agua o mezclas hidroalcohdlicas, las
desventajas de estos extractos es que son poco estables lo cual resultan dificiles de manipular
y resultan no muy utilizados (Ferraro et al., 2012)

7.2.14. Utilizacion de extractos en la industria alimentaria

En la industria alimentaria se utilizan antioxidantes de usos sintéticos como
terbutilhidroxiquinona (TBHQ), el butilhidroxianisol (BHA), y butilhidroxitolueno (BHT) y

los galatos, son frecuentemente utilizados perjudicando la salud del ser humano, generando la
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busqueda de antioxidantes naturales que reemplacen a los productos sintéticos. La aplicacion
del extracto de albahaca como antioxidante natural tiene un mayor efecto en la estabilidad y
vida Util del aceite de soya (Zambrano et al. 2019).
El aporte en los productos carnicos son efectivos para inhibir el crecimiento de Brochothrix
thermosphacta, Echerichia coli, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Peseudomonas
putida, Salmonella typhimurium y Shewanella putrefaciens (Rosas et al., 2018).

7.2.15. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son productos extraidos de la planta mediante la utilizacion de
disolventes apropiados. Por lo general se usan todas las partes, pero depende de las sustancias
activas y el método de extraccion (Ferraro et al., 2012).
Uno de los aspectos mas importantes para la obtencion de los extractos es el rendimiento del
material vegetal y elevado contenido de sustancias activas, esto dependera: la eleccion del
material vegetal, los factores de precosecha y factores de postcosecha. EI material fresco debe
ser manipulado de forma adecuada, retirando partes manchadas o enfermas y asi como
realizar el lavado con agua corriente si es necesario (Badia & Garcia, 2014).

7.2.16. Secado

7.2.16.1. Desecacion

La desecacion puede realizarse de manera lenta o puede ser rapida: es el proceso lento
en la que se emplea bandejas, telas metélicas galvanizadas, papeles extendidos sobre un
armazén de madera y con la accion de la luz solar para su desecacion. La desecacién artificial
permite un control de la temperatura, humedad y el tiempo del proceso, el objetivo es
conservar su color y aroma. Por lo general las hojas y flores deben secarse entre 20 a 40 °C,

cortezas y raices de 30 a 65°C (Ferraro et al., 2012).
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7.2.17. Métodos de extraccion

7.2.17.1. Percolacion
Este método es una mezcla hidroalcohdlica, la masa de droga pulverizada atraviesa
concentraciones crecientes de tal modo exista un equilibrio entre el solvente dentro y fuera del
marco, estos se realizan en recipientes cilindricos o conicos que poseen dispositivo de carga y
descarga, logrando una extraccion total de principios activos (Carrion & Garcia, 2010).

7.2.17.2. Maceracion
Consiste en el contacto prolongado de cierto tiempo de la droga con el disolvente, circulando
a través de todas las direcciones y disolviendo sus principios activos hasta producir una
concentracion en equilibrio con el contenido celular (Carrion & Garcia, 2010).

7.2.17.3. Decoccion
La decoccion o cocimiento consiste en llevar la mezcla de la droga a temperaturas de
ebullicion del agua, manteniendo esta temperatura de 15 a 30 minutos (Carrion & Garcia,
2010).

7.2.17.4. Infusion
La droga previamente humedecida se somete al contacto con el solvente a temperaturas de
ebullicion del agua por cinco minutos, se la deja enfriar hasta una temperatura ambiente y se
prepara al 5% (Carrion & Garcia, 2010).

7.2.17.5. Digestion
Es una maceracion realizada a una temperatura de alrededor de los 50 o0 60°C, con el aumento
de la temperatura se consigue mayor rendimiento de extraccion (Carrién & Garcia, 2010).

7.2.18. Factores que interfieren en la obtencion de extractos vegetales

7.2.18.1. Superficie de la particula

La eficiencia del proceso extractivo seria a mayor en cuanto menor sea el tamafio de la

particula, mayoria sera el area de contacto con el solvente. Pero en la practica la presencia de
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particula finas, dificulta el proceso de percolacion por esta razon se recomienda de polvos
modernamente gruesas (Amaguafia & Churuchumbi, 2018)

7.2.18.2. Agitacion
La eficiencia de la agitacion hace que la cantidad de solvente, entre en contacto con el solido
y un nuevo punto de equilibrio de saturacion sea alcanzado (Amaguafia & Churuchumbi,
2018).

7.2.18.3. Temperatura
La disolucién es facilitada por el aumento de la temperatura, asi mismo la agitacion
contribuye al equilibrio de saturacion y el aumento de la eficiencia del proceso. A mayor
temperatura favorece la extraccion, pero las elevadas temperaturas conducen a la lixiviacion
de solutos indeseables (Amaguaiia & Churuchumbi, 2018).

7.2.18.4. pH
Influye en la solubilidad de diversos compuestos que permite la posibilidad de formacion de
sales (Amaguafa & Churuchumbi, 2018).

7.2.18.5. Solvente
Son los alcoholes alifaticos de hasta 3 carbonos 0 mezclas de éstos con agua, estos solventes
logran extraer sustancias naturales de interés como los alcaloides, flavonoides, glicdsidos
cardiotonicos y los terpenos (Amaguafia & Churuchumbi, 2018).

7.2.18.6. Tiempo
Esto se determina experimentalmente en funcién del solvente y del equipo utilizado. A mayor
tiempo de contacto con el disolvente, esto obtendra alta concentracion de principios activos,
logrando tener un mayor rendimiento del producto (Amaguafa & Churuchumbi, 2018).

7.2.18.7. Relacion solido-liquido
La cantidad adecuada ayuda a extraer la mayor cantidad de principios activos de interés

(Amaguaia & Churuchumbi, 2018).
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7.2.19. Identificacién de compuestos
7.2.19.1. Perfil fitoquimico

La fitoquimica comprende el estudio de metabolitos secundarios presentes en especies
vegetales, los cuales pueden ser fenoles y polifenoles, quinonas, flavonas y flavonoides,
taninos, cumarinas, terpenoides y aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos,
glucdsidos y saponinas, asi como esteroides y xantomas. Para conocer el tipo de compuesto
presente en la planta, existe técnicas tales como tamizaje fitoquimico, cromatografia de gases,
cromatografia de capa delgada, cromatografia de liquidos de alta resolucion,
espectrofotometria de masas entre otros (Olvera et al., 2017).

7.2.19.2. Tamizaje fitoquimico

Permite obtener extractos de plantas con solventes adecuados, estas pruebas se llevan
a cabo a las reacciones de coloracion. Por otra parte, es la parte fundamental de la
identificacion de metabolitos secundarios presentes en los extractos vegetales, a través de
reacciones y analisis quimico (Garcia et al., 2020).

Tabla 4. Métodos cualitativos e identificacion de metabolitos secundarios.

Ensayos Metabolitos o grupos Resultados

Prueba Dragendorff y Mayer Alcaloides Qpalescenc_la_, turbidez
definida, precipitado coposo

Prueba Baljet Cumarinas Amarillo

Prueba Sudan 11l Gotas o pelicula coloreadas

Acidos grasos de color rojo en el tubo de

ensayo.

Prueba Borntrager Quinonas Rojo

Prueba Liebermann-Burchard Triterpenos Rojo, rosado o parpura.
Esteroides Azul o azul verdoso

Prueba Cloruro férrico Compuestos fendlicos Azul o verde

Taninos Azul o verde oscuro

Prueba Ninhidrina Aminoacidos libres y Violeta
generales

Prueba Shinoda Flavonoides Amarillo

Prueba de Espuma Saponinas Capa de espumas

Azucares reductores

Prueba Fehling
Prueba Kedde

Glucosidos cardioténicos

Precipitado rojo
Marrén

Fuente: (Garcia et al., 2020)
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7.2.20. Método de FRAP

Consiste en determinar la capacidad que tiene una sustancia antioxidante para reducir
el Fe** a Fe?* que es menos antioxidante, el complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
incoloro se reduce al complejo ferroso coloreado. Para ello se mide la densidad 6ptima del
Fe?*, cuanto mas antioxidante es la sustancia, mayor es la reduccion y concentracion de Fe2+,
como resultado méas alto la sefial de absorcion. EI complejo va poder ser reducido por
productos con potenciales de redox (TPTZ). Para la curva de calibracion se desarrolla usando
el trolox como control positivo 3.99 nM. La solucién se prepara disolviendo 0.01g de troloz
en 5 ml de metanol y 5ml de agua destilada (Leos et al., 2016).

Figura 1. Reaccion de FRAP, a diferentes concentraciones del agente antioxidante.

Fuente: (Leos et al., 2016)

Nota: De derecha a izquierda reaccion del Fe3+ a Fe2+ de menor a mayor

concentracion.

7.2.21. Metodo de Folin-Ciocalteau

Se determina el contenido que tienen los polifenoles, como resultado de la reaccion el
reactivo del coloro amarillo adquiere un color intenso azul, esta se mide a 760 nM en el
espectrofotometro. Para la curva de calibracion de referencia el acido galico, su término se

utiliza en unidad de acido galico equivalentes por gramo de extracto (Leos et al., 2016).
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Figura 2. Microplaca que muestra las coloraciones del reactivo de Folin-Ciocalteau

a diferentes concentraciones de polifenoles.

Fuente: (Leos et al., 2016)

7.2.22. Método de ABTS

Es la determinacién de captacion del radical ABTS [2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-
6-acido sulfonico)], el método evalla la actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC),

lo cual se basa en la reduccion de la coloracién por la reaccion con el antioxidante de la

muestra (Leos et al., 2016).

Figura 3. Reaccion del radical ABTS frente al TROLOX 15Mm a diferente tiempo de

reaccion.

Fuente: (Leos et al., 2016)

Nota: 1) 6 min; 2) 3 min; 3) 0 min; 4) solucion de ABTS sin Trolox.
7.3. Marco Conceptual

e Albahaca: es una planta aromatica de la familia lamiaceas.
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Antioxidante: compuestos que interactdan con los radicales libres y los neutralizan.
Biopolimeros: son de origen natural en el cual se puede sintetizar por
microorganismos.

Compuestos fenolicos: poseen un anillo aromatico con un grupo hidroxilo, estas
sustancias son solubles en solventes organicos, otros son acidos carboxilicos y
glicosidos solubles en agua, algunos polimeros muy insolubles.

Compuestos volatiles: son sustancias que se evaporan con mayor facilidad a
temperaturas inferiores a su punto de ebullicion.

Desing expert: es un programa estadistico que guia al usuario por medio de la
planificacion, ejecucion y analisis de experimentos.

Droga cruda: producto obtenido por métodos sencillos que no ha sufrido otro
tratamiento que el necesario para su limpieza y desecacion, con el fin de su
conservacion.

Extraccion: es una técnica de separacion de mezclas de compuestos sélido o liquida.
Hidroalcoholico: son soluciones que contienen agua y el tipo de alcohol para
procesos extractivos.

Interaccién: accién que trabaja mutuamente entre dos 0 mas objetos.

Lixiviacion: proceso que se extrae de varios solutos de un sélido, mediante la
utilizacion de un disolvente liquido.

Metabolitos secundarios: son sustancias que presentan propiedades bioldgicas y
muchas desempefian funciones ecoldgicas.

Optimizar: obtener el principal tratamiento mediante métodos analiticos sin la
necesidad de enumerar y evaluar cada alternativa.

Polaridad: es una de las propiedades de las moléculas que representa la desigualdad

de las cargas eléctricas.
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e Principios activos: son sustancias quimicas, productos del metabolismo secundario
que genera la planta.
e Sales: compuestos quimicos producidos por la combinacién entre un acido y una base.
e Tamizaje fitoquimico: consiste en obtener extractos de plantas con solventes
adecuados, estas pruebas se llevan a cabo a las reacciones de coloracion o descripcion
bibliografica.
8. VALIDACION DE LAS HIPOTESIS
8.1. Hipdtesis nula
La concentracion de etanol, tiempo y temperatura no influye en la optimizacion del proceso
de extraccion hidroalcohdlica a partir del albahaca.
8.2.  Hipdtesis alternativa
La concentracién de etanol, tiempo y temperatura si influye en la optimizacion del proceso de
extraccion hidroalcohdlica a partir del albahaca.
8.3.  Validacion
Una vez culminada la investigacion se valida la hipotesis alternativa porque, de acuerdo a los
resultados del contenido de polifenoles y capacidad antioxidante, se determind que la
concentracion de etanol 89.92%, tiempo 23.34 h y temperatura 59.90 °C, si influyé en el
proceso de extraccion hidroalcoholica.
9. METODOLOGIAS / DISENO EXPERIMENTAL
9.1. Tipos de investigacion
Para llevar a cabo el tema de estudio se uso distintos tipos de investigacion con la finalidad de
alcanzar los objetivos planteados y generar resultados que aporten a futuras investigaciones.
9.1.1. Investigacion cuantitativa
Este tipo de investigacion consiste en recolectar datos numéricos y analizar informacion a

través de diversas fuentes, ampliando la investigacion sobre el tema estudiado.



26

Se utiliz6 herramientas informaticas, estadisticas y matematicas para obtener los resultados,
esta investigacién fue aplicada en la recoleccion y analisis de los datos cuantitativos sobre las
variables.

9.1.2. Investigacion cualitativa
Consiste en recopilar y evaluar datos no numéricos con el fin de obtener una compresion
profunda, suelen contener entrevistas 0 métodos de observacion cualitativa, con el propdsito
de interpretar las respuestas y resultados dentro de la investigacion.
Se la aplico en la recoleccion de datos no numéricos, con técnica de observacion,
determinando las caracteristicas de la planta y el extracto optimizado, interpretando en
funcion de los resultados.

9.1.3. Investigacion descriptiva
Esta investigacion consiste en caracterizar lo que se esta estudiando dentro de una poblacion,
con el objetivo recolectar datos que nos permita conseguir informacion confiable.
Se la emple6 para definir, clasificar, dividir o resumir el proceso de extraccion y metodologia
que se ejecuto en la investigacion, puntualizando las caracteristicas.

9.1.4. Investigacion bibliogréfica
Este tipo de investigacion se caracteriza por la utilizacién de datos secundarios ya que se
obtiene basicamente de documentos confiables permitiendo recopilar informacion mediante
materiales bibliograficos, libros y articulos cientificos.
Se usd para obtener informacion pertinente y eficaz, mediante la revision y seleccién de
articulos cientificos, libros, tesis, etc, para complementar el desarrollo de la investigacion.

9.1.5. Investigacién experimental
La investigacion experimental esta conformada por un conjunto de actividades técnicas y
metddicas que se trabaja para obtener informacidn necesaria sobre el tema a investigar y el

problema.
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Se la aplico con un enfoque cientifico bajo condiciones aceptables a las variables
independientes con el fin de obtener un cambio en las variables dependientes, estableciendo la
causa y efecto del experimento.
9.2. Técnica
Son herramientas, procedimientos e instrumentos utilizados con el propdsito de llegar a un
resultado. En la investigacion cualitativa la técnica comdn y utilizada es la observacion,
entrevista y encuesta.

9.2.1. Observacion.
Se obtuvo informacidn directa del contexto en que se hace la investigacién, para plantear el
problema, hipdtesis, reconocer y obtener datos detallados de los resultados.

9.2.1.1. Instrumentos para registrar la investigacion
Ficha de observacion. - Es un instrumento que da a conocer como se desarrollan las
actividades y los resultados. Registrando los datos experimentales extraidos de los diferentes
analisis fisicos-quimicos.
Cémara fotografica. — Este equipo se utilizd para las tomas fotograficas, permitiendo
recolectar informacion las cuales se realizaron durante el trabajo de campo, manteniendo
registros para la posterior recopilacion de datos.
9.3. Materiales y equipos

9.3.1. Equipos

e Espectrofotometro

e Balanza Analitica

e Estufa

9.3.2. Materiales de laboratorio

e Fundas de polietileno

e Papel aluminio



e Pipetas de 10 ml

e Micropipeta microlit 200-1000ul
e Piseta plastica 500 ml

e Punta Microlit 1000 pl

e Punta 10 a 200 pl

e Matraz aforado de 10 ml

e Tubos de ensayo

e Matraz Erlenmeyer 250 ml

e Matraz aforado de 100 ml

e Matraz aforado de 50 ml

e Vasos de precipitacion de 250 ml
e Agitador de vidrio

e Papel filtro

e Agua destilada

e Alcohol antiséptico

e Jabdn liquido

9.3.3. Reactivos

e Metanol

e Etanol 99,8%

e Acido clorhidrico

e Acetato de sodio trihidratado
e Carbonato de sodio

¢ Reactivo de Folin-Ciocalteu
e Acido acético glacial

e Acido galico
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Cloruro Férrico

Sal de Mohr

Reactivo TPTZ

Trolox

9.4. Descripcion del proceso para la obtencion de la droga cruda.

9.4.1. Recepcion
Se comprd las plantas de albahaca pesando 2 kg en el mercado cerrado del Canton Latacunga
de la provincia de Cotopaxi.

Figura 4. Recepcion de la planta de albahaca.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

9.4.2. Seleccion
Inspeccion visual del estado vegetativo y la presencia de cuerpos extrafios en las plantas como
color, plagas y ausencia de manchas con la finalidad de eliminar algunas partes de los tallos,

hojas y flores de la materia prima que no estan aptas para el secado.
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Figura 5. Seleccion de la planta.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

9.4.3. Secado
Se procedié a deshidratar por circulacion de aire forzado mediante una estufa modelo
universal 30, primeramente, se paso a cortar las plantas de un tamafio aproximado de 2cm,
posterior a ello fue colocada en las bandejas de aluminio esparciéndolas totalmente para
obtener una deshidratacion uniforme, en la cual fue sometida a una temperatura de 40 °C por
un tiempo de 72 horas.

Figura 6. Secado de la planta.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

9.4.4. Molido
Se hizo uso de un molino manual, procediendo a colocar la planta deshidratada con la
finalidad de uniformizar el tamafio de la droga cruda, obteniendo un tamafio caracteristico a la

de harina.
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Figura 7. Molido de la planta deshidratada.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

9.4.5. Envasado
Se empacO en fundas de sellado hermético para conservar los compuestos bioactivos
presentes en la droga cruda con la finalidad de controlar la contaminacién existente en el
medio ambiente.

Figura 8. Envasado de la droga cruda.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

9.4.6. Almacenamiento
Antes de almacenar se realizé una limpieza en el lugar obscuro donde se almacend, teniendo
en cuenta la temperatura ambiente que oscilan entre los 20 a 25 grados Celsius, tomando en

cuenta la region en la que se almacene ya que varian las temperaturas.



32

9.4.7. Determinacion del contenido de humedad
Pesar cuatro gramos de la droga cruda seca y molida. Posteriormente se pesan las capsulas de
porcelana. Las muestras fueron desecadas a 105 °C durante 3 horas y seguidamente colocadas
en un desecador durante 15 minutos, donde se dejé enfriar a temperatura ambiente para ser
pesada y nuevamente llevada a la estufa durante una hora. Luego las capsulas se las colocé en
el desecador para enfriarlas hasta una temperatura ambiente y se pesé hasta obtener una masa
constante (Lopez, 2016).

Ecuacidn del contenido de humedad de la droga cruda.

M2-M1
M2-M

%H =

* 100 (Ecuacion 1)

Donde:
H = pérdida en peso por desecacion.
M2 = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)
M1 = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la capsula vacia.
100 = factor matematico.
9.4.8. Preparacion de la muestra
Tomar un gramo de droga cruda para efectuar las muestras a distintas concentraciones de
etanol (60%,75%, 90%).
9.4.9. Obtencion del extracto
Proceder a la extraccion por maceracion en un tiempo de 6h, 15h y 24h a una temperatura de
30°C,45°C y 60°C.
9.4.10. Determinacién de contenido de polifenoles
Se utiliz6 la metodologia de Leos et al., (2016), mediante el método de Folin — Ciocalteu. Se

prepard una solucion de carbonato de sodio al 7.5%: pesamos 75 g de Na2CO3 anhidro y
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disolvemos 1L de agua destilada. Se realiz6 una disolucion de Folin — Ciocalteu: tomamos 10
ml del reactivo Folin — Ciocalteu y diluimos a 100 ml con agua destilada. Se escogié 1 ml de
extracto de albahaca y 2,5 ml de solucion diluida de Folin- Ciocalteu, adicionamos las dos
soluciones en un tubo de ensayo de 10 ml, agitamos y esperamos 5 minutos. Se adicion6 2 ml
de solucién 7,5% de Na2CO3, agitamos y reposamos durante 2 horas. Leemos la Abs a 765
nm.

9.4.10.1. Curva de patrén de Folin — Ciocalteu
Se prepard la solucion madre, pesamos 500 mg de acido galico en la balanza analitica y
disolvemos con unos ml de metanol a temperatura ambiente. Transferimos cuantitativamente
a un volumétrico de 50 ml y enrasamos con agua destilada, la concentracién 10mg/ ml. De
esta solucion concentrada de acido galico, tomamos alicuotas de 1 hasta 5 ml y adicionamos
en volumétrico de 100 ml, enrasamos con agua destilada, estas diluciones corresponden a las
concentraciones de 100, 200,.... y 500 mg/L de acido galico (Leos et al., 2016).

9.4.11. Determinacién de la capacidad antioxidante
Se realiz6 segun la metodologia propuesta por los autores Leos et al., (2016). EI método de
FRAP se prepar6 una solucion de HCL 40 mM: afiadimos 3,3 mL de HCL a 1L de agua
destilada. Se prepard una solucion de FeCI3 20 mM: pesamos 0,81 g de FeClI3 anhidro y
disolvemos en 250 mL de agua destilada, afiadimos algunas gotas (3) de HCI concentrado.
Se prepard una solucion buffer de acetato 300 mM (pH 3,6): pesamos 3,1 g de acetato de
sodio trihidratado (NaAc.3H20), disolvemos en agua, adicionamos 16 mL de acido acético
glacial. Completamos el volumen hasta 1L con agua destilada, comprobamos el pH final con
un pHmetro. Ajustamos pH si es necesario con NaOH o HAc. Se prepar6 TPTZ 10 mM:
pesamos 0.0312 g de reactivo TPTZ y disolvemos en un matraz de 10 mL con HCI 40 mM.
Preparamos el reactivo FRAP: mezclamos 900 uL de solucion TPTZ con 2,5 mL de solucién

FeCI3.6H20mM y 25 mL de tampon acetato, mantenemos en bafio a 37 °C. Luego se mezclo6
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1020 uL de solucion tampén pH 3,6 100 uL de TPTZ 10 Mm y 100 uL de FeCl3.6H20 20
mM.

9.4.11.1. Curva de patron de FRAP
Se peso en la balanza analitica 0,3922 g de sal Mohr [FeSO4(NH4) 2504.H20]. Trasvasamos
cuantitativamente hacia volumétrico (matraz aforado) de 100 mL con agua destilada, antes de
enrasar adicionamos 1 mL HCI (1:1). Tomamos alicuotas de 1,2,3,4,5,7,10 mL medidas
bureta y diluimos a 100 mL con agua destilada, estas diluciones corresponden a las
concentraciones de 100, 200, 300 y 1000 uM de Fe?* cation ferroso. Se procedi6 a escoger 1
mL del extracto de la muestra 'y 1,5 mL del reactivo de FRAP, incubamos a 37 °C durante 30
minutos y leemos absorbancia a 593 nm (Leos et al., 2016).

9.4.11.2. Método ABTS
Se forma el radical ABTS con persulfato de potasio (2.45mM), incubados a una temperatura
ambiente y en una oscuridad durante 16 horas. Posteriormente se diluyd con etanol hasta
obtener una densidad optica de 0,700 £ 0,02 en espectrofotometro calibrado a 734 nm. Se
colocan 3 ml de solucion ABTS y 0.1 ml de extracto, después de dos horas se realizan las
lecturas. Finalmente se realiza la curva de calibracion con TROLOX con concentracion de 15
a3 mM (Leos et al., 2016).

9.4.12. Caracterizacion fisico-quimica de extracto vegetal

9.4.12.1. Propiedades organolépticas.
Se tomd una tira de papel secante y se introdujo un extremo en la muestra, se olid y se
determiné las caracteristicas. En la determinacion del color se tomd un tubo limpio y seco, se
llen6 hasta la mitad con la muestra del experimento y se observd el color, aspecto y

homogeneidad.
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9.4.12.2. Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante
Se utilizo el espectrofotémetro y leemos la absorcion segin la metodologia descrita por (Leos
etal., 2016).
9.4.12.3. pH
Se procedio a colocar una gota de la muestra en el potenciémetro y observamos el resultado.
9.4.12.4. Acidez
Este parametro se determind en base a la acidez total expresada como % (m/m) de acido

sulfarico, se determind mediante la formula descrita por (INEN, 2013).

__ Vx Nx0.04904

A X100 (Ecuacién 2)

A= acidez total, porcentaje en masa (g/100g).

V= volumen de la solucion de NaOH requeridos para titular la solucién, en cma3.
N= normalidad de la solucion de NaOH.

m= masa de la muestra, en gramos.

0.04904= miliequivalente del &cido sulfurico.

9.4.12.5. Humedad
Se procedi6 a pesar 10g de muestra y utilizamos el medidor de humedad en alimentos K-DBS

y observamos el resultado.



9.5. Diagrama de flujo de la obtencién de la droga cruda

Figura 9. Diagrama de flujo de la obtencién de la droga cruda.
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Elaborado por:(Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 10. Diagrama de flujo de la optimizacion del extracto.
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Elaborado por:(Lozano G. & Sopalo A.)
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9.6. Disefio experimental
Se empled el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.) para el
disefio experimental y procesamiento de los resultados, de forma tal que el extracto
hidroalcoholico seleccionado presente mayor rendimiento de contenido de poli fendlicos y
capacidad antioxidante. Se utiliz6 el método de optimizacion numérica a través de un disefio
superficie respuesta, generando un modelo matematico que describe las variaciones de las
variables en cada corrida experimental.

9.6.1. Factores de estudio
Los factores evaluados fueron temperatura (A), tiempo (B) y concentracion de etanol (C),
mientras que el contenido polifendlicos y la capacidad antioxidante fueron las variables
respuestas. Se obtuvieron 27 corridas experimentales arrojadas por el programa estadistico.

Tabla 5. Descripcion del disefio.

Detalles UM Bajo Medio Alto
A: Temperatura °C 30 45 60
B: Tiempo h 6 15 24
C: Concentracion de etanol % 60 75 90

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)

9.6.2. Descripcion de las corridas
Las corridas experimentales fueron formuladas por el programa estadistico Desing Expert
8.0.6, en funcién de la temperatura, tiempo y concentracién de etanol, dando de forma
aleatoria 27 corridas, el programa establece el nimero de corridas y determina las diferentes
condiciones con el fin de predecir y optimizar la respuesta.

Tabla 6. Representacion de las corridas experimentales.

Concentracion etanol

Corrida Temperatura (°C)  Tiempo (h) (%)
1 60 24 60
2 60 6 75
3 45 24 75
4 60 15 90

Representacion de las corridas experimentales. (continuacion...)
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5 30 6 60
6 60 24 60
7 45 15 75
8 45 15 75
9 45 15 75
10 45 15 60
11 60 6 75
12 30 6 75
13 60 15 90
14 30 15 75
15 30 15 90
16 45 15 60
17 45 15 75
18 45 6 90
19 45 6 90
20 45 6 60
21 60 6 60
22 45 15 75
23 60 24 90
24 30 24 90
25 30 24 60
26 45 24 75
27 30 24 60
Fuente: Desing Expert 8.0.6.
9.6.3. Operacionalizacion de las variables
Tabla 7. Operacionalizacion de las variables en estudio.
Variable variable Indicadores Dimensiones
dependiente independiente
Temperatura ¢ Polifenoles totales
(°C) e Poder anti_oxidante
30 Determinacion de reduccion férrica
gg de compuestos o I(Dli)?jl:\rpa)ntioxidante
Optimizacion Tiempo (h) bioactivos de reduccion férrica
del proceso de 5 (ABTS)
_extraccion 15 « Olor
hidroalcoholica
del albahaca 24 * Color
Concentracion  Caracterizacion e Aspecto
etanol (%) del extracto e Homogeneidad
60 optimizado e pH
75 e Acidez
90 e Humedad

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
10.1. Anadlisis perfil fitoquimico

Tabla 8. Tamizaje fitoquimico de la droga cruda de la albahaca.

Metaboli’gos Ensayo Extracto Extrac_to Extracto
secundarios Etéreo Etandlico Acuo0so
Compuestos grasos Sudan +

Alcaloides Dragendorff - - +
Agrupamiento Baljet 4 i

lactonico

Triterpenos / esteroides Lieberman. B + -

Catequinas Catequinas +-

Resinas Resinas -

AzUcares reductores Fehling - -
Saponinas Espuma - -
Compuestos fendlicos  Cloruro férrico (1) ++ ++
Aminoacidos libres / Nihidrina i

aminas

Quinonas | Bortranger r
benzoquinonas

Flavonoides Shinoda ++ ++
Glucésidos Kedde )

cardioténicos

Mucilagos Mucilagos +
Principios amargos Principios amargos -

+: Presencia  +-: Regular -: Ausencia

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)

En la tabla 8 se puede observar los compuestos bioactivos presentes en la planta de albahaca,
los cuales fueron el resultado de ensayos cualitativos. Mediante la marcha fitoquimica se
determind los metabolitos secundarios presentes en los extractos de albahaca, reflejandose en
mayor cantidad en el extracto etandlico los compuestos fenolicos, quinonas/benzoquinonas,
flavonoides y en menor cantidad las catequinas. En el extracto acuoso presentaron mayor
presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y en menor cantidad los alcaloides y
mucilagos, en el extracto etéreo los compuestos grasos, agrupamientos lacténico y

triterpenos/esteroides fueron de menor presencia.
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Los resultados que se evidenciaron en la tabla 8 coinciden con las investigaciones sobre el
estudio del perfil fitoquimico: segin Saltos & Vélez (2019) identificaron la presencia de
metabolitos secundarios en la albahaca morada obteniendo alcaloides, flavanoides, saponinas,
azucares reductores. En el estudio realizado por Gonzalez et al., (1999) determiné la presencia
de compuestos quimicos (fenoles, triterpenos-esteroides, flavonoides, azucares reductores) de
la albahaca (Ocimum basilicum).
Basandonos en los resultados de la investigacion se demuestra que la albahaca contiene mayor
cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides.
10.2. Matriz experimental

Tabla 9. Matriz experimental para la evaluacion de polifenoles y actividad

antioxidante de la albahaca.

Actividad
Corrida Temperatura Tiempo  Etanol  Polifenoles antioxidante
°C) (h) (%) (moalg) (UM Fe 2+/g
muestra)

1 60 24 60 93,12 752,13
2 60 6 75 90,76 748,34
3 45 24 75 85,65 703,45
4 60 15 90 98,13 756,34
5 30 6 60 39,12 408,45
6 60 24 60 92,45 750,23
7 45 15 75 59,12 689

8 45 15 75 67,12 698,78
9 45 15 75 62,34 653,23
10 45 15 60 61,13 611,11
11 60 6 75 89,16 745,65
12 30 6 75 38,45 413,99
13 60 15 90 94,11 756,21
14 30 15 75 33,89 312,4
15 30 15 90 41,23 555,55
16 45 15 60 61,98 600,89
17 45 15 75 68,11 650,45
18 45 6 90 73,34 745,56
19 45 6 90 71,65 713,13
20 45 6 60 56,15 589
21 60 6 60 89,12 743,23

Matriz experimental para la evaluacion de polifenoles y actividad antioxidante de la
albahaca. (continuacion...)




41

22 45 15 75 61,23 677,27
23 60 24 90 102,42 770,13
24 30 24 90 55,12 598,56
25 30 24 60 37,46 498,34
26 45 24 75 76,89 701,89
27 30 24 60 38,67 503,45

Elaborado por: Autores, (Lozano, Sopalo 2022)
Se realizaron 27 corridas las cuales fueron sometidas a diferentes condiciones (tiempo,
temperatura y concentracién de etanol) para obtener los polifenoles totales y la capacidad
antioxidante reductora de hierro de los extractos hidroalcoholicos. En la tabla 9 se observa
que la corrida 23 posee la mayor temperatura, tiempo y concentracion de etanol, se aumenta el
contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante.
10.3. Modelo codificado de la cantidad de polifenoles

Tabla 10. Parametros del modelo codificado para el contenido de polifenoles totales.

Polifenoles totales

Indicador

(mg/g)
Intercepto 67,46
XCPF 4,96*
XTIE 4,09*
XTEE 26,47*
R2 0,948
R2 ajustado 0,941
R2 predicho 0,931
F modelo 140,12*
F fal_ta_ fje ajuste 4,15
Precision

35,81
adecuada

CPF: concentracion de etanol

TIE: tiempo de extraccion

TEE: temperatura de extraccion

*Valor significativo para p <0,01.

Fuente: Desing Expert 8.0.6.
En la tabla 10 se observa la importancia del analisis de la varianza de regresion, con los
coeficientes estimados del contenido de la variable respuesta de polifenoles totales. EI modelo
lineal, es significativo con un R2 de 0,948 indicando una relacion entre la concentracion de

etanol (CPF), tiempo (TIE) y temperatura (TEE), asi como la interaccion de estos tres factores
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tienen una significancia de valor significativo para p de < 0,01. Al examinar se tiene que los
factores de estudio tienen mayor influencia en la variable dependiente, evidenciando que la
viabilidad de los coeficientes tiene una relacion directa en la determinacion del contenido de
polifenoles totales.

Figura 11. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre el contenido de polifenoles.
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Fuente: Desing Expert 8.0.6.
En la figura 11 se observa que, a mayor concentracion de etanol, tiempo y temperatura de
extraccion, la concentracion de polifenoles totales serd significativa. Conforme a los datos
obtenidos en la investigacién coinciden con otras investigaciones como es la de Soto &
Rosales (2016) encontré que la concentracion de etanol y la relacion masa/volumen del
solvente utilizado tuvieron un impacto significativo en el proceso de extraccion de fenol, con
diferentes rendimientos y cantidades de fenol obtenido. La eficiencia de la extraccion de
compuestos fenolicos de diferentes materiales depende principalmente de la naturaleza del
compuesto extraido, su estructura, el grado de polimerizacion y su relacion con la polaridad

del solvente, por otra parte manifiesta que no hay un método exacto para la extraccion.
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En la investigacion de Vazquez (2015) reportaron que el contenido de compuestos fendlicos
totales de la albahaca en la extraccién hidroalcohdlica agua/etanol (1:1), reportaron 178.893
mg GAE/g extracto y concentraciones de etanol puro de 99.595 mg GAE/g extracto,
demostrando que las concentraciones mas altas de contenido de polifenoles totales son las
mezclas hidroalcoholicas. Asi mismo el autor manifiesta que a una temperatura de 70°C se
obtienen contenidos de compuestos fenolicos totales de 88.34 mg GAE/g extracto.

Segun Flores et al., (2019) en su estudio determin6 que los fenoles totales presentes en la
lavanda obteniendo 98.24 mg siendo un valor muy representativo para esta investigacion pues
al compararlo no existe mucha diferencia del contenido de fenoles por lo que se puede decir
que la familia Lamiaceae es rica en compuestos bioactivos.

Segun Villalva (2020) en su investigacion, para obtener el contenido de polifenoles totales a
partir de plantas de la familia Lamiaceae manifiesta que el rendimiento de la extraccion se
debe por el efecto de la polaridad del solvente, lo cual demuestra que el rendimiento con
etanol puro se obtienen resultados inferiores que a los extractos obtenidos con 50% de etanol.

Por otra parte, en el estudio de la influencia del método de secado sobre el contenido de
polifenoles y la actividad antioxidante realizada por Pérez et al., (2019) hallaron el tomillo
secado convencional de 86.5 mg EAG/g muestra seca, observando que en el figura 11 existe
una diferencia significativa en el contenido de fenoles.

10.4. Modelo codificado de la capacidad antioxidante

Tabla 11. Parametros del modelo codificado del poder antioxidante reductor del

hierro.

. Poder antioxidante reductor del
Indicador hierro (UM Fe 2+/g muestra)
Intercepto 648,71
XcpE 45,63*

Xrie 25,62*
XTEE 139,44*

Xree XTiE 227 64*
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Xtee Xcpr -18,63*
XT11E XCPF -10,13
XTeE? -81,92
XTig? 36,85
Xcpr? 25,21
R? 0,934
R? ajustado 0,900
R? predicho 0,840
F modelo 26,94*
F falta de ajuste 17,84
Precision adecuada 17,67

CPF: concentracion de etanol

TIE: tiempo de extraccion

TEE: temperatura de extraccion

*Valor significativo para p <0,01.
Fuente: Desing Expert 8.0.6.

Se observa en el anélisis de varianza los coeficientes estimados para la variante respuesta,
presentando un modelo cuadratico significativo, con un R? de 0.934 de viabilidad en la
capacidad antioxidante.

La tabla 11 muestra que la relacion de la concentracion de etanol (CPF), tiempo de extraccion
(TIE), temperatura de extraccion (TEE) y sus homélogos (XTEE XTIE; XTEE XCPF) son
significativos (Valor significativo para p < 0,01), mientras que el homélogo (XTIE y XCPF)
no es significativos.

Los factores analizados determinaron que la concentracion etanol, tiempo y temperatura de
extraccion sobresalen sobre la variable dependiente con una interaccion temperatura de
extraccion-tiempo de extraccion y temperatura de extraccion-concentracion de etanol.
Demostrando que la variacion de los factores estd relacionada directamente en la

determinacion del poder antioxidante.
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Figura 12. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la capacidad antioxidante.
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Fuente: Desing Expert 8.0.6.

En la figura 12 se visualiza que, a mayor temperatura, menor tiempo y concentracion de
etanol se obtendra una concentracion superior de la capacidad antioxidante reductor de hierro
presentes en el extracto hidroalcohdlico de albahaca. Por otra parte, se determina que el
tiempo y concentracién de etanol no tienen significancia en la variable respuesta.

De acuerdo con los resultados obtenidos y el estudio realizado por Maque & Cajchaya (2021)
determinaron los fenoles totales de los extractos metandlicos de tallos y de hojas de Menta
piperita L. (Menta) los tallos presentaron una capacidad antioxidante de 0.351 + 0.003 mmol
ET/mL y las hojas de 0.405 = 0.006 mmol ET/mL, con un nivel de confianza de 95 % en la
capacidad antioxidante, no encontraron diferencias significativas en la capacidad antioxidante
de los extractos.

Segin Mufioz et al., (2012) en su investigacion comparacion del contenido fendlicos,
capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria de infusiones herbales comerciales,

hallaron la capacidad antioxidante de la planta Hierbabuena de 5.57 umol eq.FeSO4/ml,
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demostrando que las plantas perteneciente de la familia Lamiacaea contienen mayor actividad
antioxidante.

En la investigacion de las actividades biolégicas de extractos de plantas y de sus
combinaciones desarrollada por VVazquez (2015) manifiesta que la actividad antioxidante de la
planta de albahaca, el disolvente es el principal factor que influye en el rendimiento de la
extraccion, menor cantidad de etanol por consiguiente menores beneficios de extraccidn, por
tanto para obtener mayores rendimientos se utiliza una mezcla de agua-etanol (1:1). De la
misma manera el autor menciona que a una temperatura mas alta (70°C) existe el aumento
formidable de rendimientos de extraccion.

Segun Villalva (2020) manifiesta que la capacidad antioxidante del extracto etandlico se le
atribuye a los compuestos fenolicos, en la que indica que la familia Lamiaceae presenta
contenidos de compuestos fenolicos; principalmente acidos hidroxicindmicos y flavonas, por
lo tanto la presencia elevada de contenidos contribuye a su actividad antioxidante.

De esta manera la albahaca (Ocimum basilicum) contiene elevados compuestos bioctivos que
son de gran importancia para el desarrollo de investigaciones que propongan alternativas en la
que solucionen las problematicas de la agroindustria.

10.5. Optimizacién numérica del proceso de extraccion hidroalcohdlica de la droga
cruda de albahaca.

Tabla 12. Solucién optimizada que cumple con las restricciones.

Parametros Unidades Indicadores
Temperatura °C 59.90
Tiempo h 23.34
Concentracion de etanol % 89.82
Contenido de polifenoles mgAG/g 102.442
Capacidad antioxidante uM Fe2+/g muestra 778.403
Deseabilidad 1.000

Fuente: Desing Expert 8.0.6.
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La tabla 12 demuestra la optimizacion de la extraccion hidroalcohdlica con la utilizacion de
las restricciones previas. Estas soluciones predicen el valor de la variable dependiente, se
escogio la muestra de mayor significancia con mayor deseabilidad de 1.

Segun Rudnykh & Lopez (2018 ) define que la funcidn de la deseabilidad desarrolla una
solucion para combinar las respuestas de multiples factores en una funcion, donde tiene un
rango de 0 a 1. El valor de 0 designa la respuesta como indeseable y el valor 1 una respuesta
deseable.

Tabla 13. Valores obtenidos del predicho y experimental a las condiciones definidas

en el proceso de optimizacion.

_ Valor
Parametro Valor predicho ]
experimental

Polifenoles mgAG/g 102.442 103.23

Capacidad antioxidante uM

778.403 779.88
Fe?* /g muestra

Fuente: Desing Expert 8.0.6.

En la tabla 13 se observa que los valores predichos por el programa son la optimizacion de las
respuestas, de manera que al comparar con los valores experimentales estas son inferiores, en
donde se evidencia que el contenido de polifenoles totales es de 103.23 mgAG/g y la
capacidad antioxidante de 779.88 uMFe2+/g muestra. Demostrando la optimizacion del
proceso de extraccion hidroalcohdlica de la albahaca.

Una vez determinado el ajuste matematico y adecuacion del modelo se optimizo las variables
independientes (concentracién de etanol, temperatura y tiempo), mediante una figura

superficie respuesta.
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Figura 13. Relacion del optimizado.
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En la figura 13 demuestra la optimizacion de los factores de estudio los cuales arrojé el
Design expert 8.0 una temperatura 59.90 °C, tiempo 23.34 h y concentracion de etanol
89.92% para obtener el mayor contenido de polifenoles 102.442 mg/g y capacidad
antioxidante 778.403 uMFe2+/g muestra, lo que hace relacidn a los picos mas altos en la
grafica.
De acuerdo con las investigaciones realizadas sobre la optimizacion de extractos
hidroalcoholicos han tenido gran impacto por los compuestos bioactivos que se encuentran
presentes en las plantas; Gavilanez (2020) en su estudio reporté 100,814 mg/ml de polifenoles
totales y 10491.4 mg/ml de capacidad antioxidante que obtuvo mediante la optimizacion
numerica del orégano, esta investigacion dio paso a micro encapsulado y posteriormente a su
aplicacion en una mayonesa para reducir la oxidacién. Segun Lobos (2018) menciona que en
las hojas de Anona (Annona x atemoya Mabb.), se incremento la concentracion de los fenoles

totales (2000 pgEAG/mL hasta 2200 pgEAG/ml) cuando la temperatura aumento (30- 60°C)

y la concentracion del etanol disminuy6 (96 -70%).
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Segun Guanilo (2021) indica que el aumento de los compuestos es utilizar una mezcla
hidroalcoholica (etanol 50-80%), observando en la tabla 12 varian un aumento de
concentracion de etanol, lo cual demuestra un solvente idéneo para la extraccion de
compuestos fendlicos.

10.6. Caracterizacion fisico-quimicas del extracto optimizado

Tabla 14. Caracterizaciones sensoriales.

Parametros Extracto hidroalcohdlico
Color Verde claro
Olor
Caracteristicas Intenso y mentolado
sensoriales o
Aspecto Liquido opaco
Homogeneidad Si

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)
Los parametros de la caracterizacion del extracto hidroalcohdlico fueron evaluados mediante
ensayos de laboratorio. En la tabla 14 se aprecian los resultados de la caracterizacion del
extracto hidroalcoholico optimizado, las caracteristicas sensoriales mostraron un aroma
intenso y mentolado, con una tonalidad verde claro por la presencia de clorofila disuelta en el
solvente de un liquido opaco y homogéneo.

Tabla 15. Caracterizaciones fisico-quimicas.

Parametros . Extractg_ Unidad
hidroalcohdlico
pH
Caracteristicas 5.67 i
fisico- . , .
0,
quimicas Acidez 0,31 Am/m e}udo
sulfarico
Humedad 98,02 %

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)
En la tabla 15 se observa los resultados de las caracteristicas fisico-quimicas con un pH de
5.67, esto se debe a la composicion quimica de la planta (flavonoides y taninos). De acuerdo

con los resultados de la investigacion realizada por Saltos & Vélez (2019) sobre la



50

caracterizacién fisico-quimica, microbioldgica y funcional de los extractos de la especie
albahaca morada (Ocimum sanctum) obtuvieron un pH de 5 y 6 indican caracteristicas acidas
débiles, las mismas que coinciden con los resultados que se visualiza en la tabla 15.

La humedad de 98.02% y una acidez de 0.31 %m/m &cido sulfurico, los resultados se deben
por ser un extracto hidroalcohdlico, obteniendo una mayor cantidad de humedad.

Tabla 16. Determinacion de compuestos bioactivos.

Parametros . Extractg . Unidad
hidroalcohdlico

Contenido de

Polifenoles totales 103.23 mgAG/g
Caracteristicas Poder antioxidante

. de reduccion férrica 2+

fisico- (FRAP) 779.88 “xuiitr a’ g
quimicas

Poder antioxidante

de reduccion férrica 15,12 umol ET /g

(ABTS)
Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)

Las caracteristicas fisico-quimicas en la actividad antioxidante se obtuvd 779.88 uM Fe?* /g
muestra, en el contenido de polifenoles totales fue 103.23 mgAG/g.

Segun Brenes & Garcia (2012) en su investigacion de tres variedades de albahaca manifiesta
que la concentracion de polifenoles obtuvo como resultado mas alto las subespecies Ocimum
basilicum con un valor de 448.66 pug/ml para la subespecie Ocimun basilicum minimun. De la
misma manera en el estudio del contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante del
extracto de semilla de albahaca realizado por Marin (2019) hallaron un promedio de 5.39 mg
de catequina/ gramos de muestra seca de semilla de albahaca (Ocimum basilicum L), con una
desviacion de = 0.05 y en la actividad antioxidante reportaron 21.57 trolox eq./g muestra seca.
En la investigacion de cuantificacion de polifenoles totales en extractos hidroalcohdlicos de
siete plantas medicinales realizado por Guanilo (2021) menciona que el extracto Ocimum

basilicum L; encontr6 96.3260 mgEAG/ gramos de muestra seca. De acuerdo a los resultados
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se puede demostrar que la optimizacion del extracto hidroalcohdlica a partir de la planta de
albahaca (Ocimum basilicum L) posee un grado significativo de contenido de polifenoles en
comparacion a otros extractos, esto a su vez mostrard compuestos bioactivos tan buenas como
alta capacidad antioxidante.

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, ECONOMICOS Y AMBIENTALES)

11.1. Impacto técnico

Este impacto ofrece a las industrias alimentarias facilitar el proceso de extractos vegetales
presentes en las plantas con la finalidad de obtener compuestos bioactivos, los cuales
aportarian a futuras investigaciones a suplementar antioxidantes sintéticos.

11.2. Impacto social

El extracto hidroalcoholico del albahaca (Ocimum basilicum) aportaria al desarrollo e
innovacion de nuevos productos, mejorando la calidad de los alimentos y contribuyendo al
crecimiento socio-econdmico de la provincia.

11.3. Impacto econdémico

Se fomentard el cultivo debido a la demanda de la planta, para la extraccién de sus
compuestos bioactivos, porque contiene una alta capacidad antioxidante, las cuales aportarian
al desarrollo socio-econdmico del sector. La produccion de extractos naturales tiene un costo
inferior a los aditivos sintéticos.

11.4. Impacto ambiental

Incentivar a las industrias alimentarias al uso de extractos naturales debido a que se degradan
facilmente y no son tdxicas para la salud, reduciendo la contaminacion del medio ambiente ya

que los productos quimicos alteran las condiciones ambientales.



12. PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DE PROYECTO

Tabla 17. Presupuesto.

Presupuesto para la elaboracion del proyecto
Cantidad |Recursos Horas de uso Va_lor . Valor tc_)ta! d ¢
unitario depreciacion

Equipos

1 Estufa 200 0.014 2.74

1 Balanza analitica 2 0.013 0.03

1 Espectrofotémetro 10 0.02 0.17

Subtotal 2.94
: N . Valor
Cantidad Descripcion Unidad unitario Valor total
Materiales

3 Fundas Polietileno U 0.12 0.36

3 Papel aluminio U 1.25 3.75

5 Pipetas 10ml U 3 15
Micropipetas microlit

1 100-1000 pl U %0 %0

1 Pizeta Plastica 500ml U 2.65 2.65

1 Punta 1000 pl U 25 25

1 Puntas de 10 a 200 pl U 21 21

4 Matraces aforados de U 5 20
10ml

20 Tubos de ensayo U 1 20
Matraces Erlenmeyer

4 250l U 3.15 12.6
Matraces aforados de

5 100ml U 6.8 34
Matraces aforados de

4 50ml U 7.9 31.6
Vasos de precipitacion

4 250l U 3.2 12.8

1 Agitador de vidrio U 3 3

1 Papel filtro U 2.5 2.5

2 Agua destilada L 2 4

1 Alcohol antiséptico L 3.9 3.9

1 Jabon liquido U 1.75 1.75

Subtotal 303.91

Reactivos

2 Metanol U 2.9 5.8

2 Etanol U 15 30
Acido Clorhidrico

1 100ml U 21 21

1 Acetato de sodio 800g U 27 27
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Carbonato de sodio
1 600g U 65 65
Reactivo de Folin-
1 Ciocalteu 100 ml U 60.92 60.92
Acido acético glacial
1 200ml U 70 70
1 Acido galico 100g U 103 103
1 Cloruro férrico 250 g U 112 112
1 Sal Mohr 100g U 47 47
1 TPTZ 3g U 480 480
1 Trolox U 115 115
Subtotal 1136.72
Material bibliogréafico y fotocopias
3 Esferos U 0.75 2.25
3 Empastados U 20 60
6 Anillados U 1 6
2 Tijeras U 0.5 1
2 Cuadernos U 0.75 1.5
330 Impresiones U 0.10 33
Subtotal 103.75
Gastos varios
15 Alimentacion Dias 2.5 37.5
20 Transporte Dias 0.3 6
350 Internet Horas 0.03 10.5
400 Luz Horas 0.1047 41.88
Subtotal 95.88
Materia Prima
Planta de albahaca
2 (Ocimum basilicum) kg 2:5 S
Subtotal 5
Analisis del perfil
fitoguimico
1 Perfil fitoquimico U 80 80
Imprevistos
1 Gastos varios % 10 172.32
Total 1895.52

Elaborado por: (Lozano G. & Sopalo A.)

13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1. Conclusiones

e EIl tamizaje fitoquimico mostrd la presencia de metabolitos secundarios en la droga

cruda de la planta de albahaca, en el extracto etandlico (compuestos fendlicos,

quinonas/benzoquinonas, flavonoides, quinonas). En el extracto acuoso se encontraron
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flavonoides, compuestos fenodlicos, alcaloides, mucilagos, mientras que el extracto
etéreo presentd compuestos grasos, agrupamientos lacténico y triterpenos/esteroides.
En las corridas experimentales se verificd el mejor procedimiento de extraccion,
demostrando un buen ajuste matematico asi se obtuvo una concentracién de etanol
89.82, un tiempo de 23.34 h y una temperatura de extraccion de 59.90°C. El proceso
de optimizacion numérica de la extraccion hidroalcohdlica se demostro a través de un
cotejo de los valores experimentales en polifenoles totales (103.23 mgAG/g) y
actividad antioxidante (779.88 uM Fe2+/g muestra); con los resultados obtenidos en el
predicho que arrojo Design expert, la optimizacién de polifenoles totales (102.442
mg/g) y actividad antioxidante (778.403 uM Fe2+/g muestra); los valores obtenidos
experimentalmente superan a los valores de la prediccion del programa.

Al evaluar el extracto optimizado se pudo apreciar sensorialmente un color verde claro
uniforme y opaco con un aroma intenso mentolado. Por su parte, en cuanto a las
caracteristicas fisico-quimicas, la actividad antioxidante fue 779.88 uM Fe2+/g
muestra, el contenido de polifenoles de 103.23 mgAG/g, poder antioxidante de
reduccion férrico (abts) 15.12 umol ET/g, un pH de 5.6, acidez de 0,31 %m/m &cido
sulfdrico y humedad de 98,02 %.

Recomendaciones

Establecer el control de la temperatura, debido que el aumento de temperatura y a
mayor prolongacion del tiempo, se evaporan los solventes que se encuentran con
diferentes concentraciones, perdiendo su composicion y rendimiento del extracto.

Para posteriores investigaciones se recomienda identificar los métodos con
cuantificaciones exactas, la cromatografia de gases permite separar las mezclas de
compuestos volatiles, las cuales son separadas en fases gaseosas, debido a que ninguna

técnica analitica puede ofrecer su capacidad de separacion a la hora de analizar.
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e Se recomienda que después del proceso de maceracion se debe dejar en un lugar
oscuro, debido que la proyeccion de la luz y la cantidad de tiempo afecta los
compuestos secundarios provocando reacciones y afectando a los analisis de los
resultados.
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15. ANEXOS
Anexos 1. Proceso de la obtencién de la droga cruda.

Figura 14. Recepcion de la planta de albahaca.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 15. Seleccion y limpieza.
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Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 16. Troceado y pesaje de la planta de albahaca.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 17. Deshidratado de la albahaca a 40 °C por 72 horas.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 18. Obtencion de la droga cruda de albahaca a través de la molienda.



Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 19. Determinacion de humedad de la droga cruda de albahaca.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Anexos 2. Proceso de la extraccion hidroalcohélica de la albahaca.

Figura 20. Pesaje de las muestras.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)
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Figura 21. Extractos hidroalcoholicos.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)

Figura 22. Procedimiento del método folin-cilcateur y frap.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)
Figura 23. Determinacion del contenido de poli fendlicos y capacidad antioxidante

mediante el espectrofotémetro.

Fuente: (Lozano G. & Sopalo A.)
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