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RESUMEN
El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de optimizar el proceso de extraccion

hidroalcohdlica de la droga cruda a partir de la planta “orégano”; por tanto se deshidrato la
planta en una estufa modelo Universal 30 por un tiempo de 4 horas a un temperatura de 40 °C
y se determind la humedad mediante el equipo Termo-balanza modelo ML-40 que permitié
comprobar la humedad final que resulto del 12,09 %.

Las corridas se establecieron mediante el programa Desig Expert 8.0.6 en el que determino 19
corridas con diferentes factores como: tiempo (6 h, 15 h'y 24 h), temperaturas (30 °C y 60°C)
y relacién masa/disolvente (1:10 y 1:20). El oregano al ser una planta aromatica posee
compuestos fendlicos que estan conformados por &cidos organicos como antioxidantes Segin
el analisis del perfil fitoquimico realizado destacan en su composicion: flavonoides,
triterpenos, quininas, saponinas, alcaloides, azlcares reductores, compuestos fendlicos en
mayor proporcion. Al someter la droga cruda a una solucion hidroalcohdlica se determiné el
contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de las diferentes corridas

experimentales con los distintos factores.

El extracto optimizado se presentd 10491,4 mg/L de capacidad antioxidante, valor superior a
los polifenoles totales 100,814 mg/L del extracto hidroalcohdlico mediante la optimizacion
numérica y al comprobar estos resultados, de la capacidad antioxidante es similar, y en cuanto

al valor de los polifenoles totales es inferior al valor de optimizacién numérica.

Palabras Claves: Antioxidante, Alcaloides, Flavonoides, Optimizacion, Polifenoles.
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Topic:

Optimization of the hydroalcoholic extraction process from oregano (Origanum vulgare L.)

Author:

Gavilanez Montesdeoca Sixto Alejandro

ABSTRAC
This work was carried out with the purpose of optimizing the hydroalcoholic extraction process

of the raw drug from the “oregano” plant; Therefore, the plant was dehydrated in a Universal
30 model stove for a time of 4 hours at a temperature of 40 ° C and the humidity was determined
by the ML-40 Thermo-balance equipment that allowed to check the final humidity resulting
from 12,09 %.

The runs were established by the Desig Expert 8.0.6 program in which I determine 19 runs
with different factors such as: time (6 h, 15 h and 24 h), temperatures (30 ° C and 60 ° C) and
mass / solvent ratio (1:10 and 1:20). The oregano being an aromatic plant has phenolic
compounds that are made up of organic acids as antioxidants. According to the analysis of the
phytochemical profile carried out, they stand out in their composition: flavonoids, triterpenes,
quinines, saponins, alkaloids, reducing sugars, phenolic compounds in greater proportion. By
submitting the crude drug to a hydroalcoholic solution, the total polyphenol content and
antioxidant capacity of the different experimental runs with the different factors were
determined.

The optimized extract was presented 10491.4 mg / L of antioxidant capacity, value superior to
the total polyphenols 100.814 mg / L of the hydroalcoholic extract by numerical optimization
and when checking these results, the antioxidant capacity is similar, and in terms of value of the
total polyphenols is less than the numerical optimization value

Keyword: Antioxidant, Alkaloids, Flavonoids, Optimization, Polyphenols.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El orégano es una planta aromatica, se cultiva de forma comercial en gran parte del mundo y
es destinado al consumo humano, procede de lugares silvestres de la region mediterranea del
sur de Italia. El cultivo de esta planta suele durar de 6 a 8 afios a partir del primer afio de su
cosecha. (Centeno, 2002)

Los polifenoles que provienen del metabolismo secundario de las plantas; estan compuestos al
menos por un anillo aromatico que estan unidos a un grupo 0 mas grupos de compuestos
hidroxilo. Existe una variedad de ciertos compuestos fenolicos y estos se pueden clasificar en
flavonoides y otros compuestos que estan formados por dos anillos, dependiendo de grado de
hidrogenacidn y de la situacion del heterociclo sirven como consérvate para alimentos y la vida
atil de los mismos, llamados Unicamente acidos fendlicos que contiene un anillo aromatico con
diferentes grupos funcionales que pueden estar formando por esteres con acidos organicos
como los antioxidantes para mejorar la condicion de la salud de las personas. (Gaibor D. R.,
2017).

El analisis del perfil fitoquimico del orégano se realiz6 mediante la aplicacion de pruebas
cualitativas para la deteccion inicial de metabolitos secundarios de la planta, basadas en la
extraccion mediante solventes de distintas polaridades y pruebas de coloracion (Colina, 2016).
La tendencia por utilizar extractos naturales como antioxidantes se ha incrementado en los
ultimos afios no solo por sus caracteristicas que aporta a los productos alimenticios, sino por
su poder antioxidante, antimicrobiano y antiinflamatorio. El orégano (Origanum vulgare L.)
posee compuestos quimicos como, Acido o -cumérico, &cido fertlico, acido cafeico, 4cido r -

hidroxibenzoico, acido vainillinico, acido rosmarinico. Mirceno, a -terpineno r -cimeno, g -



terpineno, timol, carvacrol, b —cariofileno, que a su vez cumplen una funcién especifica al

aplicar en los alimentos (Arcila-Lozano, 2004).

Para el proceso de extraccion hidroalcohdlica se emple6 19 corridas experimentales con
diferentes factores como concentracion de etanol (60%, 75% 'y 90%), relacion
masa/disolvente 1:10 y 1:20 y tiempo de extraccion (6, 15 y 24 horas), evaluandose en cada
una de las corridas la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles mediante métodos
espectrofotométricos; mediante la aplicacién y experimentacion se obtuvo el extracto optimo
a las condiciones de 60% de etanol, 60°C, 6 horas y la relacion masa/disolvente 1:10 Para el
disefio, tabulacion, procesamiento y optimizacion se utilizé el programa Desing Expert 8.0.

3. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos como agentes de la salud es
ampliamente conocido en multiples culturas del mundo y ha sido transmitido a través de
generaciones. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del tiempo por el rigor
cientifico de ensayos quimicos, farmacologicos, toxicologicos y clinicos; para explicar, de
forma racional, el uso terapéutico de una planta permitiendo, ademas, la vigencia de su empleo

en los alimentos.

El oregano (Origanum vulgare L.) es una especie que ha sido objeto de varias investigaciones
sobre su actividad biolégica, demostrado que la planta es fuente de sustancias bioactivas. Los
polifenoles presentan propiedades antioxidantes de gran interés en la industria de alimentos por

ser Utiles como preservantes y conservantes.

Los aditivos alimentarios son obtenidos mediante sintesis quimica, lo que puede genera dafio
a la salud de los consumidores. Este extracto puede ser utilizado como antioxidante
conservante, antimicrobiano e inflamatorio, lo cual mantiene la calidad de los productos

alimenticios.



Actualmente en la industria alimentaria se esta mostrando un cambio significativo en cuanto al
desarrollo de nuevos productos, mediante la aplicacion de ciertos extractos naturales de plantas
que poseen  caracteristicas de interés industrial como antioxidante, antimicrobiano,

antiinflamatorios que son utilizados como agentes conservadores de los alimentos.

4. BENEFICIARIOS
4.1. Beneficiarios Directos

Los productores de orégano del Canton Latacunga Barrio de San Buenaventura, y los
productores del Cantén Ambato.

4.2 .Beneficiarios Indirectos

Los estudiantes de la carrera de Ingenieria Agroindustrial que esta conformado por 405

alumnos entre hombre y mujeres.
Hombres

Mujeres



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los aditivos quimicos son sustancias que no se deben consumir como un alimento
convencional, ya que el consumo excesivo provoca consecuencias adversas al consumidora la
larga, el uso de compuestos quimicos en la conservacion de los alimentos ha sido empleada
durante mucho tiempo, el principal enfoque al querer implementar este conservante de origen

natural es que se pueda reemplazar de dichos aditivos y que los alimentos sean mas saludables.

La aplicacion de este aditivo marca una pauta importante con respecto al reemplazo continuo
de aditivos sintéticos por aditivos naturales, la tendencia por el consumo de productos naturales
se ha ido incrementado con el pasar del tiempo, como un atributo a la calidad de los alimentos,
al utilizar estos conservantes naturales tendra ciertos cambios fisicos-quimicos vy

organolépticos como color, sabor, olor.

Debido a la presencia de ciertos compuestos en el oregano el extracto hidroalcohdlico posee
propiedades medicinales que en cierta forma pueden prevenir enfermedades cancerigenas y
otras que pueden ocasionar al consumir alimentos con aditivos quimicos, mediante este
estudio pretende dar mayor énfasis en los extractos naturales, y determinar los polifenoles
totales y la capacidad antioxidante del orégano (Origanum Vulgare L.), dada la creciente
demanda por extractos naturales se deberia fortalecer esta industria que permita obtener estos

productos para la industria alimentaria.



6. OBJETIVOS

6.1.0bjetivo General

> Optimizar el proceso de extraccion hidroalcohdlica de la droga cruda obtenida a partir
del orégano (Origanum vulgare L.).

6.2.0bjetivos Especificos

> Determinar la composicién fitoquimica del orégano

» Optimizar el proceso de extraccion hidroalcoholica de la droga cruda en funcion del
contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante.

» Comprobar la optimizacion numérica del proceso de extraccion hidroalcoholica de la
droga cruda.

» Caracterizar el extracto hidroalcohdlica optimizado de la droga cruda.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS DE LOS OBJETIVOS

OBJETIVO

ACTIVIDAD
(TAREAS)

RESULTADO DE
LA ACTIVIDAD

DESCRIPCION DE LA
ACTIVIDAD (TECNICAS
E INSTRUMENTOS)

OBJETIVO N°1

Optimizar el proceso de
extraccion

hidroalcoholica de la

Determinacion del
extracto hidroalcoholico

Valorar la capacidad
antioxidante y
polifenoles totales del

Determinar los valores de

droga cruda en funcion &eilﬁrr]rggntalu ?Orid;eunncw) extracto extraccion  hidroalcohdlica
del  contenido  de vullo are L) g hidroalcohdlico  del | mediante ] el
polifenoles totales 'y g Ea orégano  (Origanum | espectrofotometro.
actividad antioxidante. Vulgare L.)

OBJETIVO N°2
Comprobar la| Determinacion  de  la | Verificar la cantidad -
optimizacion numérica | capacidad antioxidante y | 0 antioxidantes y Verificar ~ los  valores
del proceso de polifenoles totales del polifenoles totales del medlanf[g r_epllcas ) 'de
extraccion orégano (Origanum extracto extra_lcmon hidroalcohdlica
hidroalcoholica de la vulgare L.) hidroalcoholico del mediante ) el
droga cruda. orégano. espectrofotometro.

OBJETIVO N°3

Caracterizar el extracto
hidroalcohdlica
optimizado de la droga
cruda.

Determinacion
propiedades
quimicas del
hidroalcoholica
optimizado de la droga
cruda.

fisicas
extracto

Realizar andlisis del
extracto optimizado de
la droga cruda.

Registro e interpretacion de
resultados.

OBJETIVO N°4

Determinar la
composicion fitoquimica
del orégano

Determinacion de la
composicion fitoquimica
y quimica del oregano.

Analizar las
caracteristicas
fitoquimicos del
oregano.

Comparar resultados
mediante revision
bibliografica  del  perfil
fitoquimico.




8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO/TECNICA

8.1.Antecedentes
La industria alimentaria busca obtener alimentos con caracteristicas de buena calidad y que se

pueda conservar por mucho mas tiempo y sigan manteniendo sus caracteristicas nutricionales

y que estos alimentos no pierdan su inocuidad. (Coria, 2018)

Se quiere emplear extractos de plantas como conservantes naturales en alimentos a pesar de
esto los alimentos presentan un efecto oganoleptico negativo ya que estos aportan olores, y
sabores no acordes a los que aportan los conservantes y antioxidades quimicos a los alimentos.
(Coria, 2018)

El conocimiento probable del extracto hidroalcoholico del orégano (Origanum Vulgare L). se
da para el andlisis de los alimetos ya que los polifenoles totales y la actividad antioxidante es
para la conservacion y mayor durabilidad de los alimentos el cual permite mantener sus
caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas de los alimentos y esto se va a mantener
extracto en condiciones mediante la microencapsulacion del orégano para su posterior

aplicacion en alimentos. (Coria, 2018)

Los compuestos antioxidantes pueden ser nturales, sintenticos en los alimentos que ayudan en
la reduccidn de los efectos adversos y perjudiciales de las especies, causan efermedades como
las degenerativas. Recientemente los alimentos naturales y los antioxidantes naturales, como
las vitaminas y los fitoquimicos fenolicos han tenido un crecimiento significativo en los ultimos
tiempos. (P. O. Oviasogie, 2009)



8.2.Fundamentacion tedrica

8.2.1. Descripcion boténica

Tabla 1. Taxonomia orégano (Origanum vulgare L.)

Taxonomia
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiceaes
Subfamilia Nepetoideae

Tribu Mentheae
Genero Origanum
Especie Origanum vulgare L 1753

El orégano comprende algunas especies diferentes, con flores y hojas que presentan un olor
caracteristico y que su olor se percibe claramente. Las hojas secas del orégano (Origanum
Vulgare L.) este es nativo de Europa el genero (Origanum vulgare L.) pertenece a la familia
de las lamiceaes que presentan la clasificacion taxondmica de las diferentes especies. Las hojas
del orégano no solo son usadas como condimento alimentario también con el orégano se realiza

otros tipos de derivados. (Mejia, 2004).

8.2.2. Composicién quimica del orégano.
Existen muchos estudios acerca de la composicion quimica del orégano (Origanum Vulgare

L.) y usando los extractos acuosos y sus aceites. Se dan identificado diversos componentes
quimicos los flavonoides como éacidos el mas comun acido ferulico, caeinato, r-

hidroxibenzioco y el vainillinico. (Mejia, 2004)

El orégano ((Origanum Vulgare L.) es una planta muy utilizada como un condimento adicional
para la alimentacion, el cual también tiene otros usos, medicinales naturales desde hace miles

de afios. También es muy utilizado como aderezo para ensaladas y otros fines. (Penelo, 2018)

El orégano también posee contenido nutricional como es la vitamina A, C, E Y K, asi como
también fibra, hierro, magnesio, calcio y potasio cabe recalcar que el orégano contiene
componentes fitoquimicos que pueden aportar potenciales beneficios a la salud. . (Penelo,
2018)



8.2.3. Condiciones de desarrollo
Las condiciones del suelo para el cultivo del orégano deben ser preparados con una profundidad

baja de 20 a 30 cm y una buena mezcla de abonos (compost, humus de lombrices). En lo
ambiental las condiciones deben ser la mejores para que el orégano tenga un crecimiento
favorable més se desarrolla el climas templados frios el cual la temperatura debe ser minina de
15°C y una maxima de 20°C. Este tipo de plantas requiere de abundante agua durante el tiempo
de cultivo en especial después de la primera cosecha se debe regar abundante agua para que la

planta en si tenga un buen crecimiento.

8.2.4. Extracto hidroalcohdlico
En los extractos hidroalcoholico, el liquido que estéa en contacto con las plantas es el alcohol

etilico de diferentes graduaciones segun el activo a extraer. (Granvelada, 2016)

8.2.5. Clasificacion de los extractos.

8.2.5.1.Extractos fluidos o liquidos
Los extractos fluidos son preparaciones liquidas en tal virtud que 1 parte por masa o de volumen
es equivalente a 1 parte por masa de droga vegetal o droga cruda (Lenin, 2013), empleando
como disolvente agua, alcohol o una mezcla hidroalcohdlica donde cada mililitro contiene los
contribuyentes extraidos de 1 gramo del material crudo que se representa o se especifique lo

contrario. (Quifiones, 2016)

8.2.5.2. Extractos semisolidos o blandos
Los extractos pulverizados, blandos son preparaciones de consistencias intermedias entre los
extractos fluidos y pulverizados ya que estos son obtenidos por evaporacion parcial del solvente

(agua, alcohol o mezclas hidroalcohdlica) empleado en la extraccion. (Quifiones, 2016)

8.2.5.3. Extractos pulverizados o0 secos
Los extractos pulverizados son preparaciones solidas con consistencias de polvo obtenidos por
la evaporacion del disolvente utilizado para la extraccion a esto se le puede aplicar en diferentes

concentraciones de agua, alcohol o una mezcla hidroalcohélica. (Quifiones, 2016)
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8.2.6. Empleo de extractos vegetales en la industria alimentaria
Los extractos vegetales y su empleo en la industria alimentaria se encuentran sometidos a
diversos puntos de observacion dando que si bien en muchos casos estamos hablando de
extractos obtenidos de origen vegetal de plantas o frutos del consumo diario, y a la hora de
discutir acerca de los controles en la industria alimentaria nos encontramos con la
incomprension legislativa en cuanto se cumpla estrictamente y que cumpla con los requisitos
necesarios para solicitar la aprobacién como un nuevo alimentos o aditivo alimentario natural

es la legislacion. (Ferrer, 2016)

En el transcurso del tiempo ha aumentado las exigencias por alimentos mas sanos, nutritivos,
saludables y ecoldgicos pero lo principal que mantenga el sabor, texturas y satisfaga con las
necesidades nutricionales y larga vida de anaquel de los alimentos. (Yanelis, 2016)

8.2.7. Capacidad Antioxidante
Un antioxidante es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo cotidiano y que
estos pueden evitar o prevenir diferentes efectos adversos como antimicrobiano,
anticancerigeno y otros de especies reactivas sobre las funciones fisiologicas normales de los
humanos. Se usa en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos y
subproductos para retrasar el proceso de oxidacion en tanto que previenen el comienzo de la

rancidez oxidativa en los alimentos, (grasas). (Ledn, 2015)

Los antioxidantes y sus efectos saludables pero pocos conocemos su estructura, procedencia y
lo importante que es al incorporar a nuestro organismo como agentes naturales protectores de
células y tejidos, lo antioxidantes son compuestos sintetizados por las mismas plantas en sus
diferentes partes, se caracterizan por poseer un grupo hidroxilo (OH) unidos entre si por anillos.
(Géamiz, 2016)

Las técnicas de DPPH y FRAP, miden la habilidad de un antioxidante en la reduccion de un
oxidante, el cual cambia de color cuando es reducido y se basan en la capacidad de transferencia
de electrones. Presentes en los resultados del porcentaje de inhibicién de radicales libres, de
los extractos obtenidos de los diferentes tratamientos de extraccion, asi como de los flavonoides

catequina y taxifolina, que se utilizaron como estandares de referencia. (Soto, 2016)

La técnica FRAP (Poder Antioxidantes Reductor de Hierro) es una técnica microscopica muy

empleada en biologia celular para el estudio de la dindmica de las proteinas. (Salter, 2016)
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8.2.8. Tipos de antioxidantes

8.2.8.1. Antioxidantes no enzimaticos
Este es el nombre genérico de una familia homogénea de compuestos que tienen en su
estructura una porciéon hidroquinona metilada en mayor y menos grado y una cadena
isoprenoide. La a-tocoferol es el uno de los componentes méas abundantes de la vitamina E, la
vitamina E tiene un grupo hidroxilo fendlico responsable de la actividad estabilizadora de los
radicales libres presentes y una cadena que favorece a la regién lipidica de la bicapa de

antioxidantes. (Londofio, 2015)

8.2.8.2. Antioxidantes enzimaticos
Son antioxidantes producidos por el propio organismo, como las llamas enzimas el cual tienen
un poder reductivo. También hay un conjunto de enzimas que aportan proteccion de diferente
manera y que tienen como funcion principal regenerar las moléculas de los antioxidantes
perdidos. (Esther, 2016)

8.2.9. Evaluacion del proceso de secado de las hojas de orégano
El secado de las hojas frescas del orégano se realizo en una estufa sin circulacion forzada de

aire a temperatura de 40 °C durante 4 dias. (Inocente-Camones y col., 2015). Para facilitar la

pérdida de agua las hojas se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm.

La pérdida de humedad se determiné al inicio y durante el periodo de secado, tomando muestras
de diferentes zonas de la bandeja y sometiendo la muestra a un movimiento ocasional con el
propdsito de obtener homogeneidad en el contenido de humedad, el cual se determind por
gravimetria indirecta por volatilizacion mediante la separacion del agua de las hojas por secado
en una termobalanza (Sartorius Mod. MA-40, Alemania) a 105 °C hasta masa constante. Los
resultados se expresaron como porcentaje de humedad. La droga cruda obtenida por secado y
posterior molienda con molino manual se acondiciond en bolsas de doble cierre Ziploc (Thai

Griptech Co. LTD, Tailandia) y en desecadora hasta su posterior analisis.

8.2.10. Secado de hojas
Se desconoce el tiempo de cuando se comenzé a secar alimentos por deshidratacion, pero las

primeras noticias del secado de verduras se dio en el siglo VXII1, posterior a esto se implemento
el secado industrial. (Helen, 2016)
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8.3. Marco conceptual

- Actividad antioxidante: Es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de
otras moléculas.

- Hidroalcohdlico: Es una disolucion, en la cual el liquido que esta en contacto con las
plantas, el extracto tiene olor caracteristico, al de la materia prima desecada esta puede
ser obtenida por maceracion o percolacion; por lo general se emplea etanol de
diferentes graduaciones segun el activo a extraer.

- Antioxidante: Sustancia que impide la formacion de 6xidos.

- Flavonoides: Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc.

- Fenoles: Los fenoles como ya se menciond, son compuestos que resultan de reemplazar
un hidrogeno o més de su anillo aromatico por uno o mas OH.

- Polifenoles: Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas encontradas en
plantas caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula.

- Extracto: Sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla u otra cosa
por diversos procedimientos.

- Optimizar: Los objetivos comunes son minimizar el costo y maximizar el rendimiento
y/o la eficiencia.

- Bioactivos. Los compuestos bioactivos cumplen funciones en el cuerpo que pueden
promover la buena salud.

- Turbidez. Se entiende por turbidez o turbiedad a la medida del grado de transparencia
que pierde el agua o algin otro liquido incoloro por la presencia de particulas en
suspension

- Farmacologia: La farmacologia es la ciencia que estudia la historia el origen, las
propiedades fisicas y quimicas, la presentacion los efectos bioquimicos y fisioldgicos,
los mecanismos de accion, la absorcién, la distribucion la biotransformacion y la
excrecion, asi como el uso terapéutico de las sustancias quimicas que interacttian con
los organismos Vvivos.

- Alcaloides: Son productos de una secuencia de reacciones bioquimicas del
metabolismo de las plantas. (Medina, 2012)

- Polaridad: Es una propiedad de las moléculas que presentan la separacién de la cargas

eléctricas de las mismas en puntos opuestos. (Nicolas, 2011)
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Disolvente: Sustancia o liquido capaz de disolver un cuerpo u otra sustancia.
Quinonas. Una quinona (o benzoquinona) es uno de los dos isomeros de la
ciclohexanodiona o bien un derivado de los mismos.

Coeficiente: NUmero o parametro que se escribe a la izquierda de una variable o
incognita y que indica el nimero de veces que este debe multiplicarse.

Hipdtesis: Suposicién hecha a partir de unos datos que sirve de base para iniciar una
investigacion o una argumentacion.

Intercepto: Detener una cosa antes de que llegue a su destino

14



9. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS, HIPOTESIS

9.1.Hipdtesis nula
Ho. El tiempo, temperatura y la concentracion no influye en la optimizacion del proceso de

extraccion hidroalcohdlico a partir del orégano.

9.2.Hipdtesis alternativa
H1. El tiempo, temperatura y la concentracion influye en la optimizacion del proceso de

extraccion hidroalcohdlico a partir del orégano.
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10. METODOLOGIA / DISENO EXPERIMENTAL

10.1. Tipos de investigacion

La investigacion cuantitativa es el proceso el cual mediante generamos conocimiento y
obtenemos resultados reales y el propdsito de explicarla comprender y transformar de acuerdo
con las necesidades de la investigacion.

La investigacidn cuantitativa es la forma mas adecuada de llegar a los resultados que queremos

Ilegar con el fin Unico de tener datos confiables de los analisis.

10.1.1. Investigacion cuantitativa

La investigacion cuantitativa es aquella en la que se recogen y analizan datos cuantitativos
sobre variables. La investigacion cualitativa evita la cuantificacion. Los investigadores
cualitativos hacen registros narrativos de los fendbmenos que son estudiados mediante técnicas
como la observacidn participante y las entrevistas no estructuradas. La diferencia fundamental
entre ambas metodologias es que la cuantitativa estudia la asociacion o relacion entre variables

cuantificadas y la cualitativa lo hace en contextos estructurales y situacionales.

La investigacion cuantitativa se aplica mas en cuanto a los valores que arroja o resulta de la

investigacion gque se esta realizando.

10.1.2. Investigacion descriptiva

La investigacion descriptiva 0 método descriptivo de investigacion es el procedimiento usado
en ciencia para describir las caracteristicas del fendmeno, sujeto o poblacién a estudiar. Al
contrario que el método analitico, no describe por qué ocurre un fendmeno, sino que se limita

a observar lo que ocurre sin buscar una explicacion.

La investigacion descriptiva tiende mas a la descripcion del proceso de extraccién y la

metodologia que se esta aplicando para determinar si la investigacion es viable.
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10.1.3. Investigacion experimental

La investigacion experimental se diferencia de los otros tipos de investigacién porque el
objetivo de estudio y su método dependen del investigador y de las decisiones que establezca
para llevar a cabo el experimento. En el experimento se manipulan de manera voluntaria las
variables y se observan los resultados en un ambiente controlado. Se realizan repeticiones de
los experimentos para verificar determinadas hipotesis realizadas por el investigador. Esto se

puede realizar en un laboratorio o en el campo.

La investigacion experimental se acerca mas a la experimentacion y la aplicacion del disefio y
las variables que se propuso para la investigacion y llegar a ciertos valores que den resultados

apropiados a los que se requiere.

10.2. Técnicas
Las técnicas mas comunes y utilizadas en la investigacion cualitativa es la observacion, la

encuesta y la entrevista, y en la cuantitativa es mas por la recopilacion de datos estadisticos y
documental esta recoleccidn de datos se da mediante cuestionarios que asumen en nombre de

encuestas con el fin de tener datos estadisticos mas confiables.

10.3. Observacion
Es una técnica que consiste en observar atentamente el fenémeno, hecho o caso, tomar

informacion y registrarla para su posterior analisis.

- Esta técnica se empleara con la finalidad de identificar la eficacia del extracto

hidroalcoholico del orégano.
10.4. Instrumentos de investigacion
Ficha de observacion

Tipo de instrumento para conocer la manera como se desarrollan las actividades y los

resultados.

- Se utilizara para registrar los datos experimentales obtenidos de los diferentes

analisis fisicos - quimicos realizados.
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10.5. Materiales y Equipos

Materiales de Laboratorio

— Matraces Erlenmeyer 100 ml
— Matraces Erlenmeyer 250 ml
— Balones aforados 100 ml

— Balones aforados 50 ml

— Balones aforados 10 ml

— Balones aforados 500 ml

— Micropipetas

— Gradillas

— Tubos de ensayo

Equipos

— Espectrofotometro
— Balanza Analitica
— Bomba de vacio

— Estufas

Reactivos

— Acido clorhidrico

— Folin

— Solucion Tampon Acetato 20 mM
— Fosfato disodio

— Carbonato de sodio

— Etanol grado analitico

— Acido galico

— Solucion Cloruro Férrico
— Hidroxido de Sodio

—  Sal de Mohr

— Agua destilada

— Reactivo TPT



10.6. Metodologia

10.6.1. Descripcion del método de elaboracion

- Recepcion: Se verifico que los tallos y hojas del orégano se encuentren en buen
estado

- Seleccidn: hojas que presentaran de manera general las mismas caracteristicas de
estado vegetativo, tamafio, color y ausencia de manchas, grietas, alteraciones
morfoldgicas visibles e infestadas por hongos y parasitos.

— Secado: las hojas frescas de orégano se someterd a 40 °C, en una estufa sin
circulacion forzada de aire.

— Molido: una vez secadas las hojas se someti6 a molino manual se acondicionara en
bolsas de doble cierre Ziploc (Thai Griptech Co. LTD, Tailandia) y en desecadora
hasta su posterior analisis.

— Obtencion del extracto: Los extractos se obtuvieron por maceracion con agitacion
ocasional, al término del tiempo de extraccion de cada una de las corridas, la mezcla

resultante se filtré y se desecho el residuo solido.

— Fitoquimico: La muestra de droga cruda “oregano” se somete a diferentes analisis para

determinar la composicion quimica presente en la muestra.

— Determinacion del contenido de polifenoles totales: Los compuestos fendlicos se
cuantificaran de acuerdo al método descrito por Slinkard y Singleton (1997) con el

reactivo de Folin-Ciocalteu.
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10.6.2. Diagrama de flujo del extracto hidroalcoholico del orégano (Origanum

vulgare L.)
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10.6.3. Determinacion de pH

El pH es una unidad de medida que sirve para establecer el nivel de acidez o de alcalinidad de
una sustancia. El pH se expresa como logaritmo negativo de base 10 en la actividad de iones
de hidrogeno asi como establecer una cinta donde muestra que posee milimetros, centimetros
y metros, de igual forma el pH con su propia escala nos indica valores que van desde el 0 a 14,

donde 7 es neutro bajo de 7 son &cidos y arriba de 7 son alcalinos(Raffino, 2019)

10.6.4. Determinacion Humedad

Los alimentos todos tienen agua en algunos alimentos en mayor grado y en otros menores a
esto aparece dos formas de agua en los alimentos el uno es como agua libre que se libera con
facilidad por medio de la evaporacion o el secado, y el agua ligada esto se encuentra combinada

quimicamente a las proteinas presentes en los alimentos. (Alkemi, 2017)

El orégano se coloca en capas finas sobre una base para secar, el tiempo que debe transcurrir
para un buen secado es de 48 horas a temperatura de 40 °C y que las hojas y los tallos lleguen
a una humedad del 12 % y en los andlisis realizados la humedad final es de 12,09 % dando

como resultado que el valor esta acorde a lo establecido para el secado. (Scavone, 2010)

10.6.5. Ensayo FRAP
El ensayo se realiz6 siguiendo el procedimiento propuesto por Benzie y Strain (1996) y
teniendo en consideracion la modificacion de tiempo propuesta por Pulido y col. (2000). Este
método consiste en medir la capacidad de la muestra para reducir el hierro férrico a ferroso. A
un pH optimo se coloca en el medio de reaccion el complejo Fe**-TPTZ, () este complejo en
presencia de agentes reductores se reduce a Fe?*-TPTZ que desarrolla un color azul intenso con

un maximo de absorcién a 593 nm.

El reactivo FRAP estd compuesto por 0,0078 g de TPTZ [2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-triazina], al
cual se le aflade una gota de HCI (1:1), mas 2,5 mL de HCI 40 mM vy se disuelve totalmente.
Luego se adicionara 25 mL de buffer acetato (pH= 3,6) y 2,5 mL de una disolucion 20 mM de

FeCls, dejdndose incubar 37 °C durante 15 min.

Para la determinacion se tomaron 50 pL del extracto de la muestra y se afiadieron en un tubo
de ensayo de 10 mL de capacidad. Posteriormente, se adicionaron 1,5 mL del reactivo FRAP.

Se atemperd a 37 °C durante 30 minutos y se ley6 la absorbancia a 593 nm.
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El célculo de la actividad antioxidante se realizé por medio de una curva de calibracion de Fe?
empleando la sal de Mohr [Fe (NH4).SO4] como patrdn, segun la ecuacién siguiente:

(Ab—a) * fd
AAT =

P. M.

Donde:

AAT: Actividad antioxidante total.

A: Absorbancia del extracto.

a: Intercepto de la curva de calibracion.
b: Pendiente de la curva de calibracion.
V: Volumen del extracto (mL).

fd: factor de dilucién de la muestra

Grafica 1. Curva patrén para capacidad antioxidante.
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Elaborado por: Autor
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10.6.6. Determinacion del contenido de polifenoles totales
Los compuestos fendlicos se cuantificaron de acuerdo al método descrito por Slinkard y

Singleton (1997) con el reactivo de Folin-Ciocalteu. La preparacion de la muestra consistio en
tomar 1 g de orégano en polvo. Se mezclaron 50 pL de la muestra con 2,5 mL de disolucién
acuosa de Folin-Ciocalteu diluida 1:10. La mezcla se agitd y se dejé en reposo durante 5 min.
Se adicionaron 2 mL de una disolucién al 7,5 % (m/v) de Na.COs. Se agitd nuevamente, se
dejé reposar durante 2 h'y se leyo la absorbancia a 765 nm. Se utilizé &cido galico como patron
entre 100 y 900 mg/L. El contenido de fenoles totales se expresé como acido galico de orégano,

mediante la siguiente ecuacion:

(Ab;a) x v+ fd /1000

P. M.

CF =

Donde:

CF: Contenido de polifenoles totales.
A: Absorbancia.

a: Intercepto de la curva de calibracion.
b: Pendiente de la curva de calibracion.
V: Volumen total del extracto (mL).
fd: Factor de dilucion de la muestra.
P.M: Masa de la muestra.

Grafica 2. Curva patréon polifenoles totales “Folin”

CURVA PATRON POLIFENOLES TOTALES
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Elaborado por: Autor
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10.7. Disefio Experimental

En la investigacion se empleard el programa Design Expert 8.0.6 para el disefio experimental

y procesamiento de los extractos hidroalcohdlicos del orégano, de forma tal que el extracto

seleccionado presentara el mayor rendimiento de extraccion de polifenoles totales y actividad

antioxidante. Se utiliz6 el método de optimizacion numérica a través de un disefio de superficie

respuesta IV Optimo, generando un modelo matematico que describa las variaciones de las

variables en cada extracto.

Los factores evaluados fueron porcentaje de etanol (A), tiempo de extraccion (B), relacién

masa/disolvente (C) y temperatura (D), mientras que el rendimiento de extraccion de

polifenoles totales y actividad antioxidante fueron las variables de respuesta. EI niimero total

de combinaciones definidas por el software fue 19 corridas, entre las que se incluyen 3 réplicas.

Tabla 2. Descripcion del disefio

Detalle UM TIPO
Concentracion de 60%€Etanol
etanol 75% Etanol
% Numeérico 90% Etanol
Tiempo (h) 6 horas
15 horas
H Numeérico 24 horas
Temperatura (°C) °C Nominal 30°C
60°C
M/V Nominal
Relacién 1:10
masa/disolvente 1:20

Elaborado por: Autor
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Tabla 3. Representacion de las corridas experimentales

Corrida  Etanol Tiempo Temperatura  Relacion droga/disolvente

(%) (h) (°C)
1 60 15 30 1
1 60 15 30 1
1 60 15 30 1
2 75 15 60 2
2 75 15 60 2
2 75 15 60 2
3 60 24 30 2
3 60 24 30 2
3 60 24 30 2
4 90 6 30 1
4 90 6 30 1
4 90 6 30 1
5 60 15 30 1
5 60 15 30 1
5 60 15 30 1
6 60 15 60 2
6 60 15 60 2
6 60 15 60 2
7 75 24 30 1
7 75 24 30 1
7 75 24 30 1
8 75 15 60 2
8 75 15 60 2
8 75 15 60 2
9 75 15 60 1
9 75 15 60 1
9 75 15 60 1
10 90 6 60 2
10 90 6 60 2
10 90 6 60 2
11 90 15 30 2
11 90 15 30 2
11 90 15 30 2
12 60 6 30 2
12 60 6 30 2
12 60 6 30 2
13 60 24 60 1
13 60 24 60 1
13 60 24 60 1
14 90 24 30 1
14 90 24 30 1
14 90 24 30 1
15 75 15 30 2
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15 75 15 30 2
15 75 15 30 2
16 90 24 60 2
16 90 24 60 2
16 90 24 60 2
17 90 15 60 1
17 90 15 60 1
17 90 15 60 1
18 75 6 30 2
18 75 6 30 2
18 75 6 30 2
19 75 15 60 1
19 75 15 60 1
19 75 15 60 1

Elaborado por: Autor
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11. RESULTADOS
11.1. Anélisis Perfil Fitoquimico

La droga cruda fue sometida a pruebas quimicas para la deteccion de los componentes
bioactivos como los antioxidantes, polifenoles totales, alcaloides compuestos fendlicos y otros

Tabla 4. Analisis perfil fitoquimico del oregano

Metabolito Ensayo Extracto Extracto Extracto
Etéreo Etanolico Acuoso
Compuestos grasos Sudan +++
Alcaloides Dragendorff - ++ -
Agrupamiento lactonico Baljet - +++
Triterpenos / esteroides Lieberman. B +++ -
Catequinas Catequinas +++
Resinas Resinas -
AzUcares reductores Fehling +++ +++
Saponinas Espuma - +-
Compuestos fendlicos Cloruro férrico (111) +++ +++
Aminocidos libres / aminas Nihidrina +++
Quinonas / benzoguinonas Bortranger +++
Flavonoides Shinoda +++ +++
Glucosidos cardiotonicos Kedde -
Antocianinas Antocianidinas +-
Mucilagos Mucilagos +-
Principios amargos Principios amargos +++

Elaborado por: Autor

+: Presencia  +-: Regular -: Ausencia
En las tabla 4 se muestra la presencia de compuestos fitoquimicos donde se observa presencia
de compuestos fendlicos en el extracto etandlico y extracto acuoso, sin embargo en el extracto

etéreo no existe presencia.
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llustracion 1. Ensayos quimicos realizados al extracto etéreo “Sudan”

Segun (Vega Torres, 2009) en investigaciones similares se han identificado la presencia de
quinonas, benzoquinos y los aminoacidos libre, permite reconocer en un extracto la presencia
de compuestos grasos, se considerd positiva, si aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo

en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayo.

Previo a los anélisis en la imagen se muestra los extractos acuosos y la presencia de alcaloides
y terpenos, metabolitos no identificados en la marcha fotoquimica esto debido a la posible baja

en su concentracion durante el tiempo de secado de la planta.

llustracion 2. Ensayos quimicos realizados al extracto Etandlico “Dragendorff”
En la ilustracion 2 muestra el ensayo de Dragendorff para el extracto etéreo lo que se observa
en las paredes de los tubos de ensayo son los restos del residuo seco (no precipitado), mientras

que en el etandlico hay turbidez definida (++).
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llustracion 3. Ensayos quimicos realizados al extracto Acuoso “Dragendorff”

Los compuestos fenolicos en el ensayo del Cloruro Férrico son derivados del Pirocatecol (la
coloracion fue verde intensa y oscura) para el extracto hidroalcohdlico.

El extracto acuoso los compuestos presentes son derivados pirogalotanicos (coloracion azul

intensa oscuro.

llustracion 4. Baljet (1-5 de izquierda a derecha).

Segun el perfil fitoquimico de la droga cruda de orégano muestra que las hojas y los tallos
constituyen una fuente de antioxidantes y polifenoles totales, especialmente de naturaleza
simple como son los compuestos bioactivos que se encuentran ampliamente difundidos en el
reino vegetal

Para triterpenos Y esteroides el ensayo baljet muestra que el extracto etandlico indica mayor
presencia de componentes y en el extracto etéreo y el extracto acuoso no presenta ninguna

significancia en los analisis.




llustracion 5. Resinas (1-5 de izquierda a derecha).

El metabolito resistas al realizar el ensayo en el extracto etéreo, extracto etandlico y el extracto
acuoso no presenta caracteristicas ni presencia de compuestos en cuanto a la coloracion
podemos observar tonalidades algo similares excepto el tercer ensayo que da una coloracion

mas intensa.

lustracion 6. Cloruro Férrico (1-5 de izquierda a derecha).

Segun los ensayos fitoquimicos los compuestos fendlicos al ser sometido a los diferentes
extractos con el reactivo Cloruro férrico (111) existe mayor presencia de dichos componentes
en el extracto etandlico tanto como en el extracto acuoso en cambio en el extracto etéreo no
existe presencia, podemos observar que la coloracion de este ensayo es mas obscura en la
muestra 1 y 3 mientras tanto las muestras 2, 4 y 5 tienen una coloracion menos intensa que nos

permite determinar la cantidad de compuestos en la muestra.
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llustracion 7. Shinoda (1-5 de izquierda a derecha).

La identificacion de estos metabolitos secundarios se realiza mediante la prueba de Shidona
(Zn/HCI) la primera es la reaccion al magnesio en medio acido que reduce los flavonoides
generando al producto una coloracidén que del rojo anaranjado a una tonalidad violeta oscura,
el extracto etandlico y el extracto acuoso presentan mayor significancia, mientras el extracto

etéreo indica que no existe presencia pero si se observa una pequefia precipitacion en cada

muestra.

11.2. Efectividad del extracto
El grado alcohdlico tiene un efecto significativo en la extraccion de los compuestos que

contiene el orégano (Origanum vulgare L.) la droga cruda al ser sometida a un solucion
hidroalcoholica se puede determinar la presencia de dichos compuestos capacidad antioxidante
y el contenido de polifenoles totales en sus diferentes concentraciones de etanol (60, 75y 90%)

a cada muestra. (Alvis, 2012).

Considerando la presencia de compuestos tanto en el extracto acuoso como en el extracto
alcoholico se decide evaluar la efectividad del proceso en funcion de los polifenoles totales y

capacidad antioxidante. (Quifiones, 2016)

11.3. Influencia de la relacion droga/disolvente y tiempo de extraccién sobre el
contenido de polifenoles totales

El analisis de la varianza de los coeficientes para las variables respuestas del contenido de

polifenoles totales se observa que el modelo cuadratico resulto significativo con un nivel de

confianza del 95% mostrando que si existio relacion estadistica significativa entre la
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masa/disolvente con el tiempo de extraccion, y el R? indico un modelo que explica que el

96,04% de la variabilidad del contenido de polifenoles totales.

Tabla 5. Andlisis de varianza para el contenido de polifenoles

Fuente Valor
Modelo 0,003
A 7,84
B 24,34
AB 4,7913
A? 1,107
B2 34,33
R? 0,9604

Elaborado por: Autor
De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 5 la relacion masa/disolvente y el tiempo de
extraccion asi como sus homologos cuadréaticos tienen una diferencia en las interacciones

resulto significativa.

Grafica 3. Parcela Normal de Residuos en polifenoles totales

Normal Plot of Residuals

Normal % Probabiity
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Internally Studentized Residuals

Elaborado por: Autor
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Segun (Salcedo, 2017) dice que los residuos en la agroindustria es un potencial como fuente
de compuesto que evalla las caracteristicas quimica presentes en las plantas, en la gréafica 3
muestra que los residuos internamente estudiados inician desde una valor menor, mientras
aumenta el valor de la probabilidad normal se incrementa hasta llegar a un punto méaximo del

total de residuos.

Gréfica 4. Influencia de la relacion droga/disolvente “Etanol” con el tiempo de extraccion para polifenoles

totales.
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Elaborado por: Autor
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Segun (Martinez-Flores, 2016) los resultados obtenidos con respecto al efecto de temperatura
y la concentracién de etanol fueron similares, en esta gréfica podemos observar que los puntos
Optimos de la extraccion en polifenoles totales varia, y permite determinar el valor optimo de
polifenoles en relacion masa/disolvente con el porcentaje de etanol diluido en 1 gramo de droga

cruda “orégano”.

Gréfica 5. Influencia de la relacion droga/disolvente “Etanol” con el tiempo de extraccion para polifenoles totales.
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Elaborado por: Autor
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D: Relacion drogaldisolvente = 1

Elaborado por: Autor

La presente grafica nos muestra la relacion del tiempo de extraccién y la concentracion de
etanol con un contenido de polifenoles totales superior, al valor del optimizado a un

temperatura optima de extraccion es 60°C y la relacién droga/disolvente 1:10.

34



12. Influencia de la relacién droga/disolvente y tiempo de extraccién sobre la
capacidad antioxidante.
El andlisis de varianza para la capacidad antioxidante se observa que el modelo resulto

significativo con un nivel de confianza del 95% indicando que si hay una relacion estadistica
significativa con la interaccién de los factores sobre la variable dependiente del modelo, y en
cuanto al R?> muestra una significancia 98,91 % de variabilidad en la capacidad antioxidante

presente en la planta.

Tabla 6: Andlisis de varianza para capacidad antioxidante

Fuente Valor
Modelo 0,017

A 893,2638
B 358,8194
AB 741,5972
R? 0,9891

Elaborado por: Autor

Grafica 6. Parcela Normal de Residuos Capacidad Antioxidante

Normal Plot of Residuals

Normal % Probability
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Elaborado por: Autor
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Segun (Salcedo, 2017) dice que los residuos en la agroindustria es un potencial como fuente
de compuesto que evalla las caracteristicas quimica presentes en las plantas, en la gréafica 6
muestra que los residuos internamente estudiados inician desde una valor mejor, mientras
aumenta el valor la probabilidad normal se incrementa hasta llegar a un punto maximo del total

de residuos.

Grafica 7. Influencia de la relacién droga/disolvente “Etanol” con el tiempo de extraccion para capacidad

antioxidante.
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Elaborado por: Autor

La grafica presenta que la capacidad antioxidante con una concentracion de etanol del 75% y
el tiempo de extraccion de 15 horas, el contenido de capacidad antioxidante el punto mas alto

entre los 6325,46 mg/L a una temperatura de 30°C y la relacion droga cruda/disolvente 1:10.
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Gréfica 8. Influencia de la relacién droga/disolvente “Etanol” con el tiempo de extraccion para capacidad

antioxidante.
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Elaborado por: Autor

En esta gréfica presenta la relacion de Etanol “A” y el Tiempo de extraccion “B” y la cantidad
de capacidad antioxidante presente con los siguientes factores a controlar en el proceso de
extraccion a una temperatura de 60°C la relacién droga cruda/disolvente 1:10 y podemos ver

que 6325,46 mg/L esta por encima del valor predicho en la capacidad antioxidante.
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12.1. Optimizacion del proceso de extraccion

Para la optimizacion numérica del proceso de extraccion se emplean intervalos ya evaluados
de la (relacion droga/disolvente y tiempo de extraccion) para asi lograr mejores y mas alto los
resultados finales del mejor optimizado en polifenoles totales y la capacidad antioxidante

presente en la droga cruda “orégano”.

Tabla 7 . Restricciones para la optimizacion del proceso de extraccion

Paradmetro Limite Limite Superior Criterio
Inferior
Relacion droga/disolvente 1,0 2,0 Intervalo
Tiempo de extraccion (h) 6 24 Intervalo
Polifenoles totales (mg/L) 25,7625 124,88333 Maximizar
Capacidad antioxidante () 2099,4444 6325,4629 Maximizar

Elaborado por: Autor

En la Tabla 8 se indica la solucion optimizada para el proceso de extraccion acorde a las
restricciones anteriores. De cierta forma las dos soluciones presentan una similitud para las
variables dependientes se optd por la que mayor conveniencia 0 mas similitud tiene desde el

punto de vista estadistico.

38



Tabla 8. Soluciones optimizadas que cumplen con las restricciones

Parametro Solucién
Relacién droga/disolvente 1:10
Tiempo de extraccion 6
Polifenoles totales 100.814
Capacidad antioxidante 10491.4
Conveniencia estadistica 0,87015782

Elaborado por: Autor

La grafica presenta la variacion del contenido de polifenoles totales y la Figura 8 de igual
manera presenta la variacion de la capacidad antioxidante y su conveniencia en funcion de la
relacion masa/disolvente y el tiempo de extraccion, acorde a la optimizacion numérica que

presenta el proceso.

Gréfica 9. Relacion del optimizado a: etanol (X1), b (X2): tiempo de extraccién para polifenoles totales.
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Elaborado por: Autor
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Elaborado por: Autor

En esta grafica podemos observar la correlacion del etanol y el tiempo de extraccion tenemos
valores por encima y por debajo del valor en el contenido de polifenoles totales en extracto
optimizado, por encima del valor nos arroja un valor de 124,883 mg/L de polifenoles y como
un valor minimo del extracto optimizado nos da un valor de 25,7625 mg/L a una temperatura

de 60°C vy la relacién masa/disolvente de 1:10 de etanol.

Grafica 10. Relacién del optimizado a: etanol (X1), b (X2): tiempo de extraccion para capacidad antioxidante.
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Elaborado por: Autor
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Elaborado por: Autor

En la siguiente grafica podemos observar que los factores de control para el mejor optimizado
hidroalcoholico es Etanol y el tiempo de extraccion y el contenido de capacidad antioxidante
por cuanto como valor maximo es 6325,46 mg/L de antioxidantes y como valor minimo en el
mejor optimizado nos arroja el siguiente valor 2099,46 mg/L e antioxidantes a esto hace

referencia la temperatura de extraccion de 60°C vy la relacién droga cruda/disolvente 1:10 de
etanol al 60%.
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13. Evaluacion del optimizado

Para la obtencion del extracto optimizado de masa/disolvente se realizd6 mediante las
condiciones numéricas del optimizadolgr de droga cruda con 10 ml de etanol al 60% diluido
en agua destilada durante 6 horas a 60° C.

En el extracto optimizado presenta 0,111 mg/L de polifenoles totales, valor inferior al que se
determind en la teoria ya que este valor se comprob6 con diferentes diluciones al extracto,
modifica la cantidad de polifenoles presentes en el extracto hidroalcohdlico de la droga cruda
“orégano”. (Salomon, 2016)

El valor que determino el programa Desing Expert 8.0 para Capacidad antioxidante fue de
10491,4 mg/ml, al comparar el resultado mediante espectrofotometria da un valor de 10340,55
mg/L por tanto el valor de la teoria con la préactica se ajusta al modelo matematico con una

diferencia minima.
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13.1. CUADRO DE ACTIVIDADES

MARZO 2019

ABRIL 2019

MAYO 2019

JUNIO 2019

JULIO 2019

SEMANAS

SEMANAS

SEMANAS

SEMANAS

SEMANAS

ACTIVIDADES

1 2]3]4

3

4

7

8

10

11

12

13

14

15

16

17

Designacion de tema de Titulacion .

X

X

X

Aprobacion del tema de proyecto.

Designacion de tutor

Informacion general.

Descripcién del proyecto.

Justificacion del proyecto.

Beneficiarios del proyecto

El problema de investigacion.

Planteamiento de objetivos

Actividades y sistema de tareas en relacion
a los objetivos planteados.

Fundamentacion cientifica técnica

Metodologia y disefio experimental

Presupuesto para la elaboracion del
proyecto.

Revision de proyecto de investigacion por
parte del tutor.

Sustentacion de proyecto de investigacion.

Informe del resultado final del proyecto de
investigacion.
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14. IMPACTOS

14.1. Técnicos
El impacto técnico es el de ofrecer a la industria alimentaria un extracto un producto y permita

aplicar a los alimentos como es el extracto de orégano, este extracto tiene una capacidad de
antioxidantes muy alta que permitira reducir el uso de antioxidantes quimicos y sintéticos a la

industria alimentaria.

14.2. Sociales
En la parte social lo que se busca que este extracto hidroalcohdlico del orégano (Origanum

Vulgare L.). Sea una iniciativa importante al producir de forma regular y mejorar la calidad
de los alimentos, que nos permitira generar un desarrollo mejor en el ambito social y econémico

de la provincia.

14.3. Ambientales
Mediante este proyecto se pretende incentivar que las industrias alimentarias puedan utilizar

este tipo de extractos que permita mejorar el impacto ambiental por eso uso de ciertos productos

quimicos y que a lo largo del tiempo llegan a afectar la salud de los consumidores.
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15. CONCLUSIONES

El proceso de secado de las hojas y tallos del orégano, se realizé en un orden nominal
que permitié definir el tiempo de secado 48 horas a 40°C y obtener las hojas con una

humedad del 12,09% y coincide con el indicador de humedad final.

Durante el proceso de extraccion al comprobar la optimizacion del extracto
hidroalcohdlico de la droga cruda se determind ciertos compuestos entre ellos podemos
destacar los principales, polifenoles totales y capacidad antioxidante y el andlisis
fotoquimico se detectd la presencia quinonas, alcaloides, triterpenos, saponinas

compuestos fendlicos, flavonoides, entre otros.

El extracto hidroalcohdlico optimizado presento 100,814 mg/L de polifenoles totales al
que se obtuvo mediante la optimizacion numerica, y en cuanto a la capacidad
antioxidante 10491.4 mg/ml que resulto ser superior al resultado que se determind en

el laboratorio.

En el analisis del perfil fitoquimico mediante los distintos metabolitos al ser sometidos
a diferentes ensayos como Shidona, espuma, cloruro férrico (111) y otros, se determina
si hay presencia en los tres extractos sometidos, extracto acuoso, extracto etéreo y el

extracto etandlico.
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16. RECOMENDACIONES

Evaluar los polifenoles totales y capacidad antioxidante del extracto para garantizar

que cumpla con los requisitos, vida util y evitar la oxidacion de los alimentos.

Tener en cuenta y evaluar el empleo del extracto hidroalcohdlico en la industria
alimentaria mediante un analisis previo y comprobar las cantidades minimas y maximas

permitas como ingrediente bioactivo en la industria de los alimentos.

Se recomienda socializar los resultados y que se continuidad, dar mayor realce a la
experimentacion para que se den mejores resultados a los obtenidos en cuanto a

polifenoles totales y la capacidad antioxidante.
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17. CRONOGRAMA DE PRESUPUESTO

PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION
Recursos DEL PROYEC.:TQ
Cantidad | Unidad V. Uréltarlo Van;TotaI
Equipos
Estufas 1 120 1,344.00 11,2
Espectrofotdmetro 120 2,538.00 21,13
Balanza analitica. 1 120 3,545 30
Agitador Metélico 1 7,5 9,5
Bafio Maria 1 120 993,83 8,3
80,13
Transporte y salida de campo:
Laboratorio de la carrera de
ingenieria agroindustrial. . U 2 2
2
Materiales
Frascos de vidrio 250 ml 10 U 13,5 135
Papel aluminio 10 U 3 30
Papel Traza 1 U 6,5 6,5
Pipetas 20 U 3 60
Propipeta 4 U 10 40
Balones aforados de 10 ml 4 U 14,5 58
Tubos de ensayo 24 U 2 48
Matraz Erlenmeyer 250 ml 10 U 4,5 45
Matraz Erlenmeyer 100 ml 20 U 4,5 90
Balones aforados de 100 ml 5 U 4,45 22,25
Balones aforados de 50 ml 4 U 4,45 17,8
Vasos de precipitacion (250 ml). 8 U 6 48
Agitador de vidrio. 3 U 4 12
612,55
Material Bibliografico y fotocopias.
Carpetas. 2 U 0,75 15
Esferos. 3 U 0,4 1,2
Copias. 250 U 0,02 5
Impresiones. 200 U 0,05 10
Anillados 4 U 2,7 10,8
Computadora 1 U 975 975
1003,5
Gastos Varios.
Internet. 300 Horas 0,5 150
Transporte. 16 Dias 6 96
Alimentacion. 16 Dias 2,25 36
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282

Materia prima.

Extfacto hidroalcohdlico de orégano 6 U 533 30
(Origanum vulgare L.)
Reactivos
Reactivo TPTZ 1 mL 800 800
Carbonato de sodio 1 mL 65 65
Etanol 1 mL 120,55 120,55
Acido Galico 1 mL 103,65 103,65
Folin 1 mL 95,85 95,85
1185,05
Sub Total
IMPREVISTOS 12%
TOTAL 3197,23

Elaborado: Gavilanez. A (2020).
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Anexo 4. Solucioén de &cido galico para curva patron.
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Anexo 5. Dragendorff (1-5 de izquierda a derecha).

Anexo 6. Lieberman B. (1-5 de izquierda a derecha).
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Anexo 7. Ensayo de la Espuma (1-5 de izquierda a derecha).
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