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Resumen 

La aplicación de extractos vegetales para el tratamiento de diferentes afecciones es una 

práctica extendida en todo el territorio nacional, determinada por el tipo de flora de la región. 

El uso de Neurolaena lobata planta conocida popularmente como “Tres puntas” ha 

aumentado en los últimos meses dado que se le atribuyen propiedades antivirales y 

terapéuticas. Las infecciones víricas aumentan el estrés oxidativo afectando el equilibrio redox 

de las células, razón por la que ha surgido interés en la obtención de compuestos 

antioxidantes, los cuales se encargan de mantener el equilibrio en las células al retrasar o 

inhibir su oxidación y se ha evidenciado que las plantas son una fuente potencial de este tipo 

de compuestos, asociando esta actividad con la presencia de compuestos fenólicos. Estudios 

anteriores de Neurolaena lobata indican la posible presencia de metabolitos con potencial 

antioxidante, es por ello que el objetivo de este trabajo fue desarrollar el análisis fitoquímico 

de Neurolaena lobata con la finalidad de determinar su potencial actividad antioxidante 

mediante la extracción, el tamizaje fitoquímico, la separación de los compuestos y la 

evaluación de su actividad antioxidante mediante la técnica HPLC-DPPH, determinándose la 

presencia de compuestos captadores de radicales libres, flavonoides, sesquiterpenos, fenoles 

y taninos en los extractos de la planta observando que al emplear maceración se obtiene una 

concentración mayor de polifenoles, concluyendo así que Neurolaena lobata posee actividad 

antioxidante y sus extractos pudieran tener diferentes usos en la industria alimenticia, la 

nanobiotecnológica y la farmacéutica. 

Palabras clave: 

• NEUROLAENA LOBATA 

• ANTIOXIDANTES 

• RADICALES LIBRES 

• HPLC-DPPH 
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Abstract 

The plant extracts application for the treatment of different conditions is a widespread 

practice throughout the national territory determined by the type of flora in the region. The 

use of Neurolaena lobata, a plant popularly known as “Tres puntas”, has increased in recent 

months since antiviral and therapeutic properties are attributed to it. Viral infections increase 

oxidative stress by affecting the redox balance of cells, cause for interest has arisen in 

obtaining antioxidant compounds, which are responsible for maintaining the balance in cells 

by delaying or inhibiting their oxidation and it has been shown plants are a potential source 

of this type of compounds, associating this activity with the presence of phenolic compounds. 

Previous studies of Neurolaena lobata indicate the possible presence of compounds with 

antioxidant potential, therefore  the objective of our work was develop the phytochemical 

analysis of Neurolaena lobata in order to determine its potential antioxidant activity, through 

extraction, phytochemical screening, separation of the compounds and the evaluation of their 

antioxidant activity apply HPLC-DPPH technique, determining the presence of free radical 

scavenging compounds, flavonoids, sesquiterpenes, phenols and tannins in the plant extracts, 

observing that by using maceration a higher concentration is obtained of polyphenols, 

concluding that Neurolaena lobata has an antioxidant activity and its extracts be able to uses 

in different issues as in the food, nanobiotechnology and pharmaceutical industries. 

Key words:  

• NEUROLAENA LOBATA 

• ANTIOXIDANTS 

• FREE RADICALS 

• HPLC-DPPH 
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1 Capítulo I: Introducción 

Se puede definir como antioxidante a cualquier sustancia que elimine directamente 

las especies reactivas de oxígeno (ROS), actúe indirectamente para regular el alza de las 

defensas antioxidantes o inhiba la producción de ROS (Sotler et al., 2019). La importancia de 

los antioxidantes se basa en que para mantener la homeostasis redox, los radicales libres que 

se encuentran en exceso producto del metabolismo deben ser neutralizados por 

antioxidantes enzimáticos o antioxidantes no enzimáticos, sin embargo el cuerpo humano los 

produce en poca cantidad por lo que el resto deben ser suministrados en la dieta, a nivel 

químico se sintetizan antioxidantes como el hidroxianisol butilado (BHA) y el hidroxitolueno 

butilado (BHT) usados para prolongar la vida útil de los alimentos, sin embargo se han 

asociado a la formación de subproductos peligrosos por lo que se ha empezado una búsqueda 

de antioxidantes naturales, los cuales se encuentran principalmente en plantas como 

vegetales comestibles, hierbas y especias que se caracterizan por su alto contenido en 

compuestos fenólicos, carotenoides, vitaminas entre otros (Flieger et al., 2021).   

Los antioxidantes se utilizan en diferentes áreas, pero ha surgido un especial interés 

en la industria alimenticia, en la nanobiotecnológica y en la farmacéutica (Caleja et al., 2015).  

Los antioxidantes se pueden clasificar en función de su origen: sintéticos o naturales; modo 

de acción: enzimáticos o no enzimáticos, dentro del grupo de los no enzimáticos se 

encuentran las vitaminas, carotenoides, minerales y compuestos fenólicos (Sotler et al., 

2019).  

Neurolaena lobata L. conocida popularmente como ‘‘tres puntas’’ es una planta 

medicinal perteneciente a la familia Asteraceae que se utiliza en las provincias de Santo 

Domingo de los Tsáchilas y Manabí donde se le atribuyen propiedades medicinales como 

diurético, hipoglucemiante, hipotensivo, agente antimicrobiano y tónico por lo que se 

administra para tratar dolores estomacales y fiebre (Lima & Morales, 2014).  Recientemente 
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se le han atribuido propiedades terapéuticas frente a infecciones provocadas por el virus 

SARS-CoV-2, lo que ha provocado un aumento de su ingesta por parte de la población 

Santodomingueña.  

En estudios anteriores se ha reportado que se han aislado diferentes compuestos a 

partir de las hojas de tres puntas como polifenoles en extractos de diclorometano y acetato 

de etilo, en la decocción de las hojas se reportan neuroleninas y furanoheliangólidos 

(sesquiterpeno), lactonas como neurolina A y neurolina B, lobatina A y lobatina B (Paredes et 

al., 2019). Además, se le atribuyen propiedades antioxidantes según el estudio de Nayak, et 

al., (2014) al encontrar la presencia de taninos y flavonoides, sin embargo, no todos los 

compuestos flavonoides tienen actividad antioxidante es por ello que el objetivo de este 

estudio fue desarrollar el análisis fitoquímico de Neurolaena lobata con la finalidad de 

determinar su potencial actividad antioxidante.   

1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivo General  

Desarrollar el análisis fitoquímico de Neurolaena lobata con la finalidad de determinar su 

potencial actividad antioxidante. 

1.1.2 Objetivos Específicos 

• Recolectar y describir características morfológicas de la especie vegetal de interés 

para la confirmación. 

• Obtener extractos y fracciones de Neurolaena lobata, utilizando extracción líquido-

líquido. 

• Identificar algunas especies químicas en base a ensayos químicos y cromatografía en 

capa fina. 

• Determinar la actividad antioxidante y realizar enfrentamientos in vitro para evaluar 

su actividad antimicrobiana.  
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2 Capítulo II: Marco Teórico 

2.1 Generalidades de Neurolaena lobata 

2.1.1 Información Taxonómica 

Tabla 1 

Clasificación taxonómica 

Taxón Nombre 

Reino Plantae 

Clase Equisetopsida 

Subclase Magnoliidae 

Superorden Asteranae 

Orden Asterales 

Familia Asteraceae 

Género Neurolaena R. Br 

Especie Neurolaea lobata 

Nota: Adaptada de Trópicos (n.d). Neurolaena lobata. Copyrigth 2022 

Nombres Populares: Tres puntas, tres dedos, hiera amarga, gavilana, garrapatilla, 

yaxta, mano de tigre, balsilla, capitana, contragavilana, mano de lagarto, amargón, yerba del 

cáncer y salvia cimarrona (Pruski & Ernest, 2018) 

2.1.2 Familia Asteraceae 

Las Asteráceas son la familia con más plantas vasculares, aproximadamente con 

25037 especies, representado el 8% de toda la flora mundial (Panero & Funk, 2008). Se 

encuentran en hábitats forestales, pastizales de gran altitud, incluso se puede encontrar en 

espacios verdes urbanos, algunas crecen en áreas húmedas, templadas y subtropicales (Rolnik 

& Olas, 2021). 
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Las Asteráceas se distinguen por ser arbustos, hierbas, árboles o enredaderas, con 

laticíferos o conductos de resina presentes en algunos taxones (Simpson, 2010). La mayoría 

de las hojas están cubiertas con un indumento y pelos de todas las longitudes y colores, estas 

son exestipuladas, simples o compuestas, espirales u opuestas (Rolnik & Olas, 2021; Simpson, 

2010). La inflorescencia consta de uno o más capítulos dispuestos en varias inflorescencias 

secundarias, cada capítulo consta de un receptáculo compuesto plano a cónico que lleva de 

una a muchas flores y subtendido por una o más series de brácteas (Simpson, 2010). 

Uno de los compuestos más importantes que se ha podido identificar en la familia 

Asteraceae son las lactonas sesquiterpénicas, cuya estructura básica se basa en un esqueleto 

de 15 átomos de carbono formado alrededor de tres unidades de isopreno (Sülsen & Martino, 

2018); las lactonas sesquiterpénicas se caracterizan por tener un sabor amargo y ser incoloras 

(Rolnik & Olas, 2021).  Los extractos de la familia Asteraceae han demostrado capacidad para 

captación de radicales libres (Rolnik & Olas, 2021). 

2.1.3 Género Neurolaena R. Br 

El género Neurolaena encuentra en áreas tropicales del sur de México, Guatemala y 

otros estados de América Central, a excepción de la especie Neurolaena lobata la cual tiene 

una distribución tropical bastante amplia que va desde el Sur de México y muchas de las islas 

de las Indias Occidentales hasta la Guayana Holandesa y hacia el sur hasta de Perú, las demás 

especies tiene una distribución limitada (Passreiter et al., 1999). 

Las especies de Neurolaena son mesofíticas, frondosas, anuales robustas o perennes 

robustas, pueden distinguirse por su involucro de 3-5 seriados, cabezas homógamas y 

receptáculo escamoso, en su mayoría son plantas bastante majestuosas con corimbos de 

flores de color amarillo dorado o amarillo verdoso, contiene sesquiterpenos denominados 

neuroleninas (Bueno et al., 2021, Passreiter et al., 1999) 
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2.1.4 Usos 

Las hojas de la planta han sido utilizadas en infusiones en la medicina tradicional para 

combatir dolores de diferentes orígenes, enfermedades parasitarias, fiebre, malaria, úlceras, 

en el tratamiento de trastornos inflamatorios, diabetes y diferentes tipos de cáncer (García-

González et al., 2007; Girón et al., 1991; Vasas et al., 2021). 

De los tallos y las hojas se hacen extractos acuosos los cuales son administrados de 

forma oral para tratar la malaria (Gupta et al., 2005).  Puede usarse en el cuidado de heridas 

debido a su capacidad para detener el sangrado, además de inhibir el crecimiento bacteriano 

y ayuda a la cicatrización rápida (Nayak et al., 2014). 

Algunas investigaciones han demostrado que el extracto tiene actividad 

antiinflamatoria, antimicrobiana, antinociceptivo, antiulcerogénicas y antiprotozoaria (Berger 

et al., 2001; De Las Heras et al., 1998; Gracioso et al., 2000; Gracioso et al., 1998; Walshe-

Roussel et al., 2013). 

2.1.5 Composición Química  

El tallo y las hojas contienen un principio amargo constituido por 

sesquiterpenlactonas derivados del timol (Gupta et al., 2005), además se han podido aislar 

once flavonoides de extractos de diclorometano, acetato de etilo y agua, de las hojas de la 

planta, incluidos cinco derivados de quercetagenina, cuatro derivados del kaempferol y dos 

derivados de luteolina.  

Las hojas contienen lactonas como neurolina A y neurolina B, lobatina A y lobatina B, 

neurolina CF, lobatina C, 8β-isovalerianiloxi-9α-hidroxi-caly-culatolide y 8β-isovalerianiloxi-

9α-acetoxi-caly-culatolide (Paredes et al., 2019). 
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2.1.6 Propiedades biológicas 

Algunas investigaciones han demostrado que el extracto crudo de las hojas de N. 

lobata tienen actividad antiinflamatoria (De Las Heras et al., 1998), debido a que el extracto 

se administró y hubo una reducción de la producción de factor de necrosis tumoral (TNF-α) 

estimulada por lipopolisacárido en monocitos THP-1 en un 72% en relación con el control del 

vehículo estimulado. 

El extracto hidroalcohólico de N. lobata y, en particular sus fracciones divididas, tienen 

propiedades analgésicas, ya que inhibieron significativamente la constricción abdominal 

inducida por ácido acético en ratones (Gracioso et al., 1998). 

El extracto etanólico de N. lobata inhibió significativamente el crecimiento del 

parásito de Trypanosoma cruzi y Trichomonas vaginalis demostrando así ser antiprotozoaria 

(Berger et al., 2001). Las fracciones de hexano (48%), cloroformo (70%) y acuosa (52%), del 

extracto hidroalcohólico de N. lobata ayuda a reducir las lesiones gástricas, debido a que hay 

un aumento en los mecanismos defensivos de la mucosa como la producción de moco y las 

síntesis de prostaglandinas (Gracioso et al., 2000).   

2.2 Radicales libres 

Los radicales libres (RL) son cualquier especie capaz de existir de forma independiente, 

contienen uno o más electrones desapareados en su capa externa, lo que le da una 

configuración inestable cinéticamente (Halliwell & Gutteridge, 2015); son muy reactivos, 

tienen vida media corta, razón por la que actúan cerca al sitio en que se forman (Halliwell & 

Gutteridge, 2015). Al ser inestables genera energía que es liberada por medio de las 

reacciones con moléculas cercanas como proteínas, carbohidratos, ácido desoxirribonucleico 

(ADN) y lípidos (Aguilar et al., 2018; Pham-Huy et al., 2008). 
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Figura 1 

 Estructura de un átomo estable y un radical libre 

 

Nota: Adaptado de “Antioxidantes e inhibición de radicales libres: lipoperoxidación y 

carbonilación” (p. 62), por O. A. Aguilar-Paredes et al., 2018, Mexican Journal of 

Biotechnology, 3(1):60-72. 

Los radicales libres a pesar de tener diferencias químicas, comparten mecanismos de 

acción similares a nivel molecular que pueden provocar enfermedades (Fregoso et al., 2016). 

Los radicales libres del oxígeno presentan funciones en el organismo las cuales son favorecer 

las síntesis de prostaglandinas y la síntesis de colágeno, además participan en la fagocitosis, 

así mismo ayudan a disminuir la síntesis de catecolaminas por las glándulas suprarrenales, 

activan las enzimas de la membrana celular, ayudan en la quimiotaxis y modifican la 

biomembrana (Halliwell & Gutteridge, 2015).  

Cuando hay el aumento de la contracción de los radicales libres hay la aparición de un 

desequilibrio entre la velocidad de generación y la inhibición por el sistema antioxidante 

endógeno, lo que origina un estrés oxidativo el cual está asociado a diferentes enfermedades 

como las cataratas, envejecimiento, cáncer y enfermedades cardiovasculares (Aguilar et al., 

2018; Poljsak et al, 2013). Los radicales libres también se generan por fuentes externas como 

la exposición de rayos X, el ozono, la contaminación del aire, el tabaquismo y por productos 

químicos industriales (Flieger et al, 2021; Poljsak et al., 2013). 
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Los radicales libre incluyen a especies químicas como el radical hidroxilo (OH), 

superóxido (O2), óxido nítrico (NO), dióxido de nitrógeno (NO2), peroxilo (ROO) y peroxilo 

lipídico (LOO) (Pham-Huy et al., 2008). 

2.2.1 Estrés Oxidativo 

Es una alteración del equilibrio al aumentar el contenido intracelular de radicales 

libres, haciendo que las defensas antioxidantes de las células sean incapaces de inhibir el daño 

(Halliwell & Gutteridge, 2015). El daño que causa el estrés oxidativo se denomina a menudo 

daño oxidativo, el incremento del daño oxidativo puede aumentar un estrés oxidativo y 

también ocasiona fallas en los sistemas de reparación y remplazo (Halliwell & Gutteridge, 

2015). Una clase de estrés oxidativo oxida a los aminoácidos produciendo modificaciones en 

la formación de los grupos carbonilo, modifica su estructura, actividad y función (Aguilar et 

al., 2018).  

2.2.2 Efecto Nocivo de los Radicales Libres 

Los radicales libres pueden acumularse en el cuerpo con la edad, dando inicio al 

proceso de envejecimiento, además están asociados a diversas enfermedades como el 

Alzheimer, la distrofia muscular, la enfermedad de Parkinson y la aterosclerosis (Flieger et al., 

2021; Singh & Jialal, 2006). El daño celular producido por las especies reactivas del oxígeno 

ocurre en diversas macromoléculas:  

- Lípidos: se genera la peroxidación lipídica y afecta a las estructuras ricas en ácidos 

grasos poliinsaturados. 

- Proteínas: se oxidan ciertos aminoácidos, hay formación de grupos carbonilo y 

existe entrecruzamientos de las cadenas peptídicas. 

- ADN: Generan errores en la transcripción y traducción del (ARN) ácido ribonucleico, 

ocurren mutaciones y carcinogénesis. 
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2.2.3 Especies Reactivas de Oxígeno (ROS)  

Los ROS son necesarios para la regulación de la expresión génica, la apoptosis, la 

proliferación, los procesos de fosforilación de las proteínas o la concentración de calcio en la 

célula, eliminación de microorganismo, y la activación de proteínas que controlan la división 

celular (Flieger et al., 2021), se generan a partir de fuentes endógenas y exógenas. 

2.3 Antioxidantes  

Se puede definir el término antioxidante desde diferentes enfoques, para Halliwell & 

Gutteridge (2015) ‘‘un antioxidante es cualquier sustancia capaz de retrasar, prevenir o 

eliminar el daño oxidativo causado en una molécula diana’’. Mientras que otros autores 

definen como antioxidante a cualquier sustancia que es capaz de eliminar especies reactivas 

de oxígeno o actuar de una forma directa para regular su alza o inhibir su producción (Lobo et 

al., 2010). Un antioxidante actúa estabilizando los radicales libres mediante la donación de un 

electrón, suelen ser de bajo peso molecular y algunos pocos se producen de forma natural por 

el metabolismo celular como el glutatión, el ubiquinol y al ácido úrico (Shi et al., 1999).  

Las sustancias antioxidantes fueron conocidas por su papel en procesos industriales 

como la prevención de que las grasas insaturadas se tornen rancias, prevención de corrosión 

de metales y polimerización de combustibles, pero el evento que marcó una diferencia en el 

estudio de los antioxidantes fue la identificación de las vitaminas E, A y C lo que llevó a la 

identificación de los agentes antioxidantes como agentes reductores que prevenían las 

reacciones oxidativas (Flieger et al., 2021).  

2.3.1 Clasificación  

Los antioxidantes se pueden dividir según su origen, natural o sintético, su lugar de 

acción, exógenos o endógenos, su modo de acción, enzimáticos o no enzimáticos y según su 

efecto final (Flieger et al., 2021).
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Figura 2 

Clasificación de los antioxidantes  

 

Nota. Adaptado de ‘‘Antioxidants: Classification, Natural Sources, Activity/Capacity Measurements, and Usefulness for the Synthesis of Nanoparticles 

Materials’’ por Flieger, J. et al., 2021, Materials, 14(15).
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2.3.1.1 Antioxidantes De Origen Natural. Se encuentran principalmente en plantas; 

frutas, vegetales, hierbas y especias. Las plantas poseen una gran variedad de moléculas que 

pueden actuar como antioxidantes entre ellas las vitaminas, compuestos fenólicos, 

carotenoides, terpenoides y flavonoides (Flieger et al., 2021). Los antioxidantes naturales son 

de gran importancia para la salud y la prevención de enfermedades como trastornos 

neurodegenerativos, envejecimiento, trastorno reumático entre otros. El cuerpo produce de 

forma natural antioxidantes que se encargan de prevenir el estrés oxidativo como el glutatión, 

la ubiquinona y el ácido úrico, pero se producen en cantidades insuficientes por lo tanto deben 

ser suministrados a través de la dieta favoreciendo el consumo de vitaminas A y E, flavonas, 

carotenos y productos naturales a partir de plantas (Doughari, 2012).   

Otra fuente potencial de antioxidantes naturales son los microorganismos; hongos, 

bacterias, protozoos, levaduras y microalgas que producen una gran variedad de compuestos 

antioxidantes como carotenoides, polifenoles, vitaminas entre otros (Chandra et al., 2020). Se 

consideran como fuente potencial dado que en comparación con las plantas se pueden 

cultivar de forma más rápida y en condiciones controladas, uno de los compuestos más 

prometedores es el micotiol aislado a partir de actinomicetos que ha sido eficaz para 

descomponer peróxido de hidrógeno, arseniato entre otros (Rani et al., 2021).  

2.3.1.2 Antioxidantes Exógenos. Los antioxidantes exógenos son los que no se 

producen de forma natural en el metabolismo e ingresan al cuerpo principalmente a través 

de la dieta y juegan un papel importante en el equilibrio entre la oxidación y la antioxidación 

de los sistemas vivos (Bouayed & Bohn, 2010). Los principales antioxidantes exógenos son los 

ácidos fenólicos, flavonoles, isoflavonas, flavonas y las vitaminas: C que se pueden encontrar 

en los cítricos, la vitamina E que se encuentra en frutos secos y aceites vegetales, el 

betacaroteno en zanahorias y calabazas, o mediante la ingestión de suplementos que 
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contengan antioxidantes o cofactores como cobre, zinc, manganeso, hierro y selenio (Romero 

et al., 2013).  

2.3.1.2.1 Vitaminas. Son micronutrientes orgánicos de estructura molecular diversa y 

necesarios para el ser humano en pequeñas cantidades, son suministradas por la dieta de 

forma general, la vitamina E engloba a un grupo de tocoferoles y tocotrienoles y es conocida 

por ser un potente antioxidante lipofílico que se encuentra en las membranas celulares 

actuando como agente protector de moléculas lipídicas, su estructura se compone de dos 

partes principales: un anillo aromático denominado cromano con un grupo hidroxilo y una 

cadena lateral polipronoide (Romero et al., 2013).  

La vitamina E se considera un importante antioxidante dado que evita que los ácidos 

grasos poliinsaturados de los fosfolípidos de la membrana celular sufran peroxidación celular 

y además inhibe la peroxidación de las lipoproteínas de baja densidad, actúa reduciendo los 

radicales al transferirles un átomo de hidrogeno a partir de su anillo cromano dando como 

resultado un radical estabilizado, además neutraliza peróxidos y oxida el singlete de oxígeno, 

actúa de forma sinérgica con el selenio, la vitamina E funciona como protección frente a 

enfermedades cardiovasculares además de reducir problemas circulatorios y aumentar la 

resistencia y fuerza muscular (Moussa et al., 2019). 

2.3.1.2.2 Compuestos Fenólicos.  Son metabolitos secundarios que se 

encuentran principalmente en las plantas se dividen en dos grupos; ácidos fenólicos y 

polifenoles, incluyen a los flavonoides y taninos, su importancia radica en que actúan como 

agentes quelantes de metales y captores de especies reactivas de oxígeno especialmente 

sobre el radical peroxilo y el radical hidroxilo, el ácido gálico precursor de los taninos es el 

compuesto que presenta mayor actividad antioxidante (Sotler et al., 2019).  

La capacidad antioxidante de los compuestos fenólicos está dada por el número y la 

posición de los grupos hidroxilo y la naturaleza de las sustituciones en los anillos aromáticos 
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debido a que su capacidad para estabilizar radicales libres, está dada por su estructura 

compuesta por grupos hidroxilo, los dobles enlaces del anillo bencénico y el doble enlace del 

grupo funcional oxo (Minatel et al., 2017).   

2.3.1.2.3 Flavonoides. Son compuestos aromáticos que se encuentran en las 

plantas  sobre todo en las hojas, frutos y flores tienen como esqueleto el difenilproprano, son 

de bajo peso molecular, son solubles en agua, alcohol y disolventes orgánicos polares, 

incluyen a los flavonoles, antocianinas, isoflavonoides, flavononas y flavonas, siendo la 

quercetina el compuesto más abundante y prometedor dado que actúa previniendo el estrés 

y muerte celular al eliminar las especies reactivas de oxígeno, quelando iones metálicos y 

estabilizando el singlete de oxígeno  (Procházková et al., 2011).  

Los flavonoides tienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas, anticancerígenas, 

antitumorales y antiflamatorias, su actividad antioxidante está dada por las propiedades de 

óxido reducción de sus grupos hidroxifenólicos y de la relación estructural entre los diferentes 

grupos de su estructura química, además se ha observado que estimulan la acción de otros 

antioxidantes como la de la catalasa, protegen especialmente queratinocitos, ganglios 

linfáticos, tejido nervioso y endotelio (Romero et al., 2013).  

2.3.1.2.4 Taninos. Los taninos son compuestos fenólicos que son solubles en 

agua y su peso molecular varía entre 500 a 3000 uma, tienen propiedades antimicrobianas, 

anticancerígenas, antimutagénicas y antioxidantes pudiendo actuar como antioxidantes 

primarios es decir donando electrones, o secundarios capturando radicales de oxígeno libres, 

además funcionan como agentes quelantes de iones metálicos y retrasan la oxidación 

interviniendo en la reacción de Fenton (Amarowicz, 2007). 

2.3.1.3 Antioxidantes Endógenos. Incluyen al conjunto de moléculas antioxidantes 

de actividad enzimática o no enzimática que se localizan en el citoplasma y orgánulos 

celulares, los de actividad enzimática son liposolubles y se encuentran mayoritariamente en 
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las membranas celulares mientras que los no enzimáticos son solubles en agua y se localizan 

en el citoplasma (Moussa et al., 2019).  

2.3.1.3.1 Antioxidantes Enzimáticos.  Se encargan de convertir productos 

metabolitos oxidados en peróxido de hidrógeno y luego agua, utilizan como cofactores el 

hierro, zinc, cobre y manganeso, algunos actúan como sistema de defensa primaria como el 

superóxido dismutasa (SOD) que es una enzima desintoxicante del radical superóxido, la 

catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx) que están involucradas en la desintoxicación de 

los peróxidos, tiorredoxina reductasa que está involucrada de prevención de la oxidación de 

proteínas, mientras que el glutatión reductasa que se encarga de la regeneración del glutatión 

y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que se encarga de la regeneración de la nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato (NADPH) se consideran sistemas de defensa secundarios 

(Bouayed & Bohn, 2010). 

2.3.1.3.2 Antioxidantes No Enzimáticos. Juegan un papel importante en el 

metabolismo celular y en la cadena respiratoria, actúan como interceptores de especies 

reactivas de oxígeno, se encargan de terminar las reacciones en cadena y son de bajo peso 

molecular, los antioxidantes no enzimáticos son el glutatión (GSH), ácido úrico, ácido lipoico, 

NADPH, coenzima Q, albúmina y bilirrubina (Bouayed & Bohn, 2010).   

2.3.1.4 Antioxidantes De Origen Sintético. Los antioxidantes de origen sintético son 

bioequivalentes a sus formas naturales como la vitamina C y el ácido L-ascórbico que es de 

síntesis química, los más empleados son el BHA (hidroxianisol butilado), BHT (hidroxitolueno 

butilado) y la TBHQ (hidroquinona tercbutilada) todos de estructura fenólica, se emplean en 

la industria alimentaria para prevenir la oxidación de alimentos principalmente para prevenir 
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el deterioro oxidativo de los lípidos y prolongar la vida útil de los alimentos (Carocho & 

Ferreira, 2013).  

2.4 Actividad Antioxidante 

El término antioxidante se emplea de forma general para agrupar diferentes 

sustancias que pueden ser fenoles, tioles o aminas, los antioxidantes pueden ser de carácter 

hidrofílicos y lipofílicos de forma que cada compuesto antioxidante posee su propio perfil 

bioquímico, el mecanismo de acción de cada compuesto está determinado por la presencia 

de grupos funcionales como hidroxilos o aminas, el número y la posición en que se encuentren 

teniendo mayor actividad los que se encuentran en la posición orto y una menor actividad los 

que se encuentran en posición meta (Flieger et al., 2021).  

Los antioxidantes pueden actuar de diferentes maneras, donando electrones, 

captando radicales o donando hidrógenos, mejorando la defensa antioxidante endógena, 

reparando el daño celular resultante de la oxidación, descomponiendo el peróxido de 

hidrógeno, actuando como inhibidores de enzimas prooxidantes, como agentes estabilizantes 

de los hidroperóxidos y como agentes quelantes de metales (Sotler et al., 2019). Sin embargo, 

son conocidos principalmente por su acción de eliminación de radicales libres de oxígeno al 

volverlos radicales estables donando electrones lo que previene que los radicales libres dañen 

biomoléculas como lípidos, proteínas y ADN (Mansour & Dhouha, 2021). En función a su 

mecanismo de acción los antioxidantes se pueden considerar de actividad primaria, 

secundaria o terciaria en función de su acción frente agentes oxidantes (Sotler et al., 2019).   

2.4.1 Antioxidantes Primarios  

Son antioxidantes que intervienen en las reacciones de oxidación de forma activa 

eliminando ROS/RNS, por lo que se consideran como un mecanismo de ruptura además 

inhiben la formación de ROS al suprimir el inicio de la cadena oxidativa (Selman et al., 2006). 

Pueden eliminar radicales de tipo hidrofílicos o lipofílicos, la vitamina C, el ácido úrico, 
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bilirrubina, la albúmina y los tioles eliminan radicales de origen hidrofílico mientras que la 

vitamina E y el ubiquinol eliminan los radicales de naturaleza lipofílica (Niki, 1993).  

2.4.2 Antioxidantes Secundarios  

Actúan inhibiendo la formación de radicales libres mediante la reducción del peróxido 

de hidrogeno y de los hidroperóxidos, eliminan productores de especies reactivas de oxígeno, 

actúan de forma indirecta en la quelación de iones metálicos de transición, tienen acción 

antiinflamatoria, inhiben el NADPH oxidasa y se encargan de la regulación de vías de 

transducción de señales sensibles a reacciones de oxidorreducción (Bast & Haenen, 2013). 

Pueden tener actividad indirecta como la activación de factores de transcripción que 

conducen a la expresión de enzimas antioxidantes endógenas (Reuland et al., 2013),  

2.4.3 Antioxidantes Terciarios  

Los antioxidantes terciarios son considerados reparadores o de novo, son el conjunto 

de enzimas que se encuentran en el citosol y mitocondrias que se encargan de reconocer, 

degradar y eliminar proteínas oxigenadas previniendo su acumulación, por ejemplo, enzimas 

proteolíticas, proteasas y peptidasas, además reparan moléculas dañadas como ADN (Niki, 

1993).  

2.5 Aplicaciones  

El uso de antioxidantes en la industria alimenticia es una práctica extendida y se han 

utilizado principalmente para alargar la vida útil de los alimentos, retardar la oxidación, inhibir 

el crecimiento microbiano y conservar el sabor, se añaden principalmente a los alimentos ricos 

en grasas insaturadas además ha recibido gran interés por parte de la industria de los 

alimentos funcionales donde actúan como aditivos que incrementan la calidad de los 

alimentos (Loizzo & Tundis, 2019).   

La industria farmacéutica también se ha interesado en el uso de antioxidantes dado 

que el estrés oxidativo causado por especies reactivas de oxígeno está ligado a diferentes 
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patologías que abarcan desde cáncer hasta trastornos neurodegenerativos por lo tanto 

sugieren el uso de antioxidantes como la catalasa, el licopeno, la coenzima Q10, la quercetina 

entre otros, como agentes terapéuticos y profilácticos, además proponen sistemas de 

administración de fármacos de forma localizada, esta idea ha surgido de que la mayor ingesta 

de antioxidantes se produce a través de los alimentos pero su disponibilidad se ve afectada 

por un gran número de factores como la escasa solubilidad, la permeabilidad ineficaz, el 

efecto del primer paso y la degradación, por lo que han desarrollado liposomas, 

micropartículas y nanopartículas para mejorar la eficiencia de la administración de 

antioxidantes (Ratnam et al., 2006).   

Han recibido especial interés en el área de nanotecnología donde se plantea su uso 

como potencial reductor para sustituir reactivos tóxicos que se utilizan en la síntesis química 

para reducir cationes metálicos, lo que ha dado paso a la nanobiotecnología que plantea que 

al sustituir sustancias químicas por extractos naturales con potencial antioxidante se podría 

aumentar las aplicaciones de las nanopartículas en el área biomédica (Flieger et al., 

2021).  Este tipo de síntesis denominada verde no se ha limitado al área biomédica y se 

plantean aplicaciones para la producción de biomateriales, en la industria en la fabricación de 

iones de litio, en los bioprocesos con la remediación ambiental y la conservación de alimentos, 

mejora de resonancia magnética, elaboración de pigmentos y terapia génica (Henriksen et al., 

2017). 

2.6 Técnicas de Análisis de Muestras 

2.6.1 Cromatografía en Capa Fina  

La cromatografía en capa fina (TLC) es una técnica empleada para separar e identificar 

componentes de una mezcla y determinar la pureza de un compuesto de forma rápida y 

sencilla (Bele & Khale, 2010). Se compone de una fase móvil que puede ser un solvente puro 

una mezcla de varios y una fase estacionaria; la fase estacionaria suele ser una placa de 
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aluminio recubierta con una capa de un material absorbente comúnmente sílica gel, la 

muestra se coloca en un extremo de la placa cromatográfica y la placa se coloca en una cubeta 

que contiene la fase móvil; la fase móvil desplaza la muestra por capilaridad separando los 

compuestos en base a su afinidad por la fase estacionaria de forma que los compuestos con 

mayor afinidad por la fase móvil se desplazarán más arriba en la placa que los que presenten 

mayor afinidad por la fase estacionaria, la TLC se basa en el principio de la adsorción donde 

las sustancias serán retenidas sobre una superficie solida por efecto de fuerzas fisicoquímicas 

(Cardona, 2010; Bele & Khale, 2010).  

La elección de la fase móvil y de la fase estacionaria dependerá del tipo de compuesto 

que se quiera separar y su polaridad. El valor del factor retención (Rf) se utiliza para 

determinar el comportamiento de un compuesto en TLC, representa la relación entre la 

velocidad de movimiento de un compuesto y la velocidad de la fase móvil, el Rf puede tomar 

valores desde 0 a 1 y puede emplearse para identificar compuestos si las condiciones de la 

TLC son las mismas que la TLC de referencia caso contrario no podría emplearse debido a que 

el Rf depende de la naturaleza del adsorbente, la fase móvil, la temperatura, el espesor de la 

capa, el tanque de revelado, la masa de la muestra y la técnica cromatográfica empleada a 

menos que (Néstor et al., 2019).  

2.6.2 Cromatografía Líquida de Alta Presión 

La cromatografía liquida de alta presión (HPLC) o cromatografía liquida de alta 

resolución es una variación de la cromatografía liquida que se utiliza para separar y analizar 

analitos en una mezcla con una alta resolución y sensibilidad (Gika et al., 2016). Se compone 

de una fase móvil y una estacionaria; la fase estacionaria puede ser sólida o líquida acoplada 

a un soporte sólido, la muestra se inyecta y la fase móvil que puede tener diferentes 

combinaciones de solventes se encarga de movilizarla sobre la fase estacionaria, de forma que 

los componentes con mayor afinidad por la fase estacionaria se desplazaran a una velocidad 
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inferior que aquellos que presenten menor afinidad, las diferentes fases que se separen 

dependerán de las interacciones de la absorción superficial, el intercambio iónico, la 

solubilidad y los efectos estéricos entre la muestra y las dos fases (Ismail & Nielsen, 2010).  

Se lleva a cabo en un cromatógrafo líquido de alto rendimiento equipado con un 

reservorio, una bomba, un inyector, una columna, un detector y un registrador, la fase móvil 

se coloca en el reservorio, la bomba succiona la fase móvil para que fluya por todo el sistema, 

en el inyector se coloca la muestra, el horno se encarga de mantener la temperatura constante 

dentro del equipo, en la columna se coloca la fase estacionaria, el detector se coloca al final 

de la columna y es el responsable de captar las variaciones en los efluentes de la columna y 

convertirlos en señales eléctricas que son registradas, los detectores pueden ser universales 

y selectivos, los selectivos pueden ser de fluorescencia y medir una propiedad ya sea física o 

química de los componentes de la mezcla de forma que solo los que la posean serán 

detectados (Suarez & Morales, 2018).  

2.6.2.1 HPLC-DPPH. El método de HPLC en línea es un método rápido para la 

detección de compuestos captadores de radicales, permite separar mezclas complejas y 

evaluar la capacidad de captar radicales de sus componentes de forma simultánea, presenta 

como ventaja frente a otros métodos de evaluación de la actividad antioxidante que permite 

identificar directamente las moléculas que capturan los radicales, se basa en la reacción de 

los analitos separados por HPLC con una solución metanólica de un radical libre y la 

decoloración inducida por el antioxidante al capturar el radical que se detecta a una 

absorbancia de 515 nm (Koleva et al , 2000).  

2.6.3   Resonancia magnética nuclear  

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una poderosa herramienta para la 

identificación de estados químicos en la materia, cuando comenzó su auge se encontró 

aplicaciones en las industrias de biomedicina, alimentos y petróleo; algunas de las primeras 
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investigaciones fueron la composición del petróleo y fracciones de petróleo (Dunn et al., 

2002). La RMN es una técnica utilizada para dilucidar información estructural y aislar los 

metabolitos dentro de sistemas complejos (Dunn et al., 2002).  

La RMN es un método que permite la detección simultánea de diversos grupos de 

metabolitos secundarios (flavonoides, taninos, terpenoides, etc.) además de abundantes 

metabolitos primarios; se ha usado para identificar y caracterizar la composición de varios 

tipos de plantas, alimentos y tejido (Kim et al., 2010; Pramai et al., 2018). Un espectro de RMN 

refleja los niveles molares de los metabolitos presentes en una planta; es una técnica útil para 

la elucidación de estructuras, al usar varias mediciones de RMN bidimensionales, muchas 

señales pueden identificarse sin la necesidad de un mayor fraccionamiento del extracto (Kim 

et al., 2010). 
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3 Capítulo III: Metodología 

3.1 Material Vegetal  

Se utilizaron hojas frescas de Neurolaena lobata L. ‘‘tres puntas’’ recolectadas en La 

Concordia-Santo Domingo de los Tsáchilas-Ecuador; con Latitud (DMS) S 40° 45' 36'' y Longitud 

(DMS) E 73° 59' 3.4''. Se escogieron hojas grandes y verdes que se encontraran en buen 

estado, aproximadamente se recolectaron 4 kg de hojas frescas. Las hojas frescas fueron 

lavadas para eliminar los residuos (Cornell Nutrient Analysis Laboratory, 2021).  

3.2 Diseño de la Investigación  

Se empleó un estudio observacional de tipo descriptivo.  

3.3 Materiales y Reactivos 

Tabla 2 

Materiales, equipos y reactivos utilizados en estudio 

Materiales Equipos Reactivos 

Vasos de precipitación Rotavapor Cloroformo 

Crisol Estufa Metanol 

Embudo de separación Cámara de flujo laminar Acetato de etilo 

Tubos de ensayo Agitador  Cloruro férrico al 1% 

Tubos con tapa rosca Balanza analítica Ácido sulfúrico 

Cajas Petri Autoclave Hidróxido de sodio al 20% 

Asa Driblasky 
Mufla Hidróxido de potasio al 10% 

Pipeta de 10 mL 
Desecador Ácido clorhídrico 1N 

Micropipeta Refrigeradora 
Acetato de sodio 



41 

 

Materiales Equipos Reactivos 

Gradillas de plástico 
Espectrofotómetro UV-VIS Cloruro férrico 5% 

Parafilm 
Baño María Hidróxido de sodio al 10% 

Mechero de alcohol Transiluminador  Reactivo de Wagner  

Probeta de 100 mL 
Centrifuga Carbonato de Sodio 

Pinzas 
Homogeneizador Agar Papa Dextrosa 

Balón de aforo  Agar Nutriente 

Placas de silicagel  Medio LB 

Papel filtro  Ampicilina 

Embudos de decantación  Agua salina 

Erlenmeyer  Reactivo Folin- Ciocalteu 

  Ácido gálico  

  Cloruro de sodio 
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Figura 3 

Diagrama de flujo de la obtención de los extractos y las fracciones 
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3.4 Comprobación Taxonómica e Identificación Botánica 

Se tomaron muestras completas de la planta conocida como Tres puntas y se llevaron 

a la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, donde el Dr. Fernando Hurtado, docente en 

botánica y Doctor en biología, certifico que la especie se trata de Neurolaena lobata. 

3.5 Preparación de la Muestra  

Las hojas limpias se secaron durante una semana al ambiente con una temperatura 

promedio de 23.3 °C, posterior a eso se llevaron a los laboratorios de Ciencias Químicas de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ‘‘ESPE’’, Sede Santo Domingo- Ecuador. donde se 

colocaron en una estufa a 35°C por 2 horas. Una vez que estuvieron secas totalmente se 

procedió a moler las hojas en uno molino común.  

3.6 Caracterización de la Materia Prima  

3.6.1 Cenizas Totales 

Para la determinación de cenizas totales se empleó el método de la USP30-NF25/561 

con modificaciones, se colocó un crisol en una estufa a 108°C durante 2 horas, una vez 

culminado el tiempo se trasladó a un desecador hasta que se enfrió, luego se pesaron 2 g de 

la muestra pulverizada y tamizada en el crisol, se colocó en una mufla a 500°C durante 4 horas, 

una vez incineradas las muestras se enfrió el crisol dentro de un desecador y se pesó, la 

muestra se reintrodujo en la mufla durante 30 minutos a 500°C y se repitió el proceso hasta 

que se obtuvo un peso constante (USP 30, 2007).  

El ensayo de cenizas totales se realizó por triplicado, los valores se promediaron y el 

resultado se determinó mediante la siguiente ecuación:  

%𝐶 =
𝑀𝑓 − 𝑀𝑐

𝑀𝑜 − 𝑀𝑐
𝑥100 

Donde:  

%C= Porcentaje de cenizas totales  
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Mc=masa de crisol vacío (gr) 

Mo=Masa de crisol más la muestra (gr) 

Mf=Masa del crisol con la ceniza (gr) 

100=Factor matemático 

3.7 Extracción 

Se emplearon dos métodos de extracción: decocción y maceración.  

3.7.1 Decocción 

Se tomaron 460 g de muestra molida y se añadió 2300 mL de agua; se llevó a cocción 

y una vez que comenzó a burbujear el agua se dejó por 15 minutos, pasado ese tiempo se 

procedió a filtrar la muestra primero con papel de filtrar café y luego con papel filtro con un 

rango de retención de 20 a 25 µm obteniéndose un extracto acuoso (D0).  

3.7.2 Extracción líquido-líquido de la fase de acetato de etilo  

Se tomó 450 mL del extracto acuoso y se realizó la extracción líquido-líquido con 

acetato de etilo, empleando un embudo de separación, se dejó decantar hasta observar una 

separación y se recuperaron dos fases; la fase acuosa (D01) y la fase de acetato de etilo, este 

proceso se repitió por tres veces.  

La fase de acetato de etilo se llevó a rotavapor para concentrar el extracto a una 

temperatura de 40°C, presión 240 mbar se fue disminuyendo la presión hasta que se observó 

la formación de una pasta y se llevó al extractor para eliminar en su totalidad el solvente, 

obteniendo un peso de 1.2 g de la fracción de acetato de etilo (D02).  

3.7.3 Maceración 

Se tomó 231 g de hojas secas previamente molidas, luego se colocó 950 mL de una 

solución de cloroformo y metanol en relación 1:1 hasta cubrir por completo la muestra y se 

dejó macerar por una noche. Una vez macerado se filtró la muestra en papel filtro con un 

rango de retención de 20 a 25 µm, a continuación, el extracto se concentró en un rotavapor a 
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una temperatura de 40°C y una presión de 474 mbar primero y luego a una presión de 337 

mbar, esta se continuó modificando hasta que se observó la formación de la pasta y se llevó 

al extractor para eliminar en su totalidad los solventes obteniendo 2.5 g del extracto de 

maceración (M0). 

3.7.4 Extracción líquido-líquido de la fase de acetato de etilo  

Se tomó 1.5 g del extracto de maceración y se realizó una extracción líquido-líquido 

con agua y acetato de etilo empleando un embudo de separación y se dejó se dé la separación 

entre los dos líquidos inmiscibles, se recuperaron dos fases, fase acuosa (M01) y la fase de 

acetato de etilo, este proceso se repitió por tres veces.  

La fase de acetato de etilo se llevó al rotavapor a una temperatura de 40°C a una 

presión de 240 mbar, se fue modificando la presión hasta que se observó la formación de una 

pasta y se llevó al extractor para eliminar los residuos del solvente, obteniendo 0.8 g de la 

fracción de acetato de etilo (M02).  

3.8 Rendimiento  

Se determinó el rendimiento de cada fracción al dividir la cantidad de muestra luego 

de ser concentrada en el rotavapor por la cantidad de producto que había en solución.   

3.9 Análisis Fitoquímico 

Se disolvió una alícuota de cada extracto en 10mL de agua destilada y se realizó el 

tamizaje fitoquímico cualitativo en los extractos de maceración (M0) y acuoso (D0), para 

identificar la presencia de saponinas, taninos, fenoles, cumarinas, quinonas, triterpenos, 

flavonoides y alcaloides; aquellos que resultaron positivos se ensayaron con las fracciones de 

acetato de etilo (M02) y (D02), el estudio se ejecutó por duplicado. Los resultados se 

reportaron en base a la Tabla 3 (Cerpa, 2007).     
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Tabla 3 

 Significación considerada para reportar los resultados del tamizaje fitoquímico 

 

3.9.1 Saponinas 

Prueba de Saponificación espumeante  

Se colocó un mL de la disolución del extracto más 5 mL de agua en un tubo de ensayo 

con tapa, luego se agito durante 10 minutos y se evaluó la presencia de la espuma de altura 

entre 4 mm hasta 20 mm por más de 2 minutos (Nayak et al., 2014). 

3.9.2 Taninos 

Ensayo con FeCl3 al 1%  

A un mL de la disolución del extracto se le adiciono 2 mL de cloruro férrico al 1% en 

un tubo de ensayo, se evaluó el desarrollo de una tonalidad marrón rojiza a negra azulada 

(Nayak et al., 2014). 

3.9.3 Fenoles  

Ensayo con FeCl3 al 5%   

A un mL de la disolución del extracto en un tubo de ensayo se le adicionaron 3 gotas 

de acetato de sodio en un tubo más 0.5 mL de solución de cloruro férrico al 5% en solución 

salina, se evaluó la aparición de una tonalidad azul intensa (Pant et al., 2017).  

Especificación Significado Comentarios 

- Negativo Sin cambio de coloración 

± Escasa presencia Cambio mínimo de coloración 

+ Presencia Cambio leve de coloración 

++ Presencia estable Cambio de coloración 

+++ Presencia constante Cambio de coloración notable 

++++ Presencia abundante Cambio de coloración prolongado 



47 

 

3.9.4 Cumarinas  

Ensayo de KOH al 10% 

En un tubo de ensayo se colocó un mL de la disolución del extracto más 3 gotas de 

KOH al 10% y se evaluó la aparición de una coloración amarillenta, luego se adiciono 0.5 mL 

de HCl al 1N para desvanecer la coloración (López, 2017).  

3.9.5 Quinonas 

Prueba de Borntrage 

Se colocó un mL de la disolución del extracto en un tubo de ensayo y luego se llevó a 

baño maría durante 10 minutos a una temperatura de 55°C, una vez finalizado el tiempo se 

adiciono 1 mL de KOH al 10% luego se agito el tubo y se goteo cloroformo, se evaluó la 

aparición de una tonalidad rojiza (López, 2017). 

3.9.6 Triterpenos 

Prueba de Salkowski 

A un mL de la disolución del extracto en un tubo se le adicionaron 10 mL de cloroformo 

y se calentó durante 30 minutos a 55°C en un baño María, una vez culminado el tiempo se 

adiciono 1 mL de H2SO4 concentrado, se evaluó la presencia de una coloración marrón rojiza 

(Nayak et al., 2014). 

3.9.7 Flavonoides 

Prueba de reactivo alcalino  

A un mL de la disolución del extracto en un tubo de ensayo se le goteo NaOH al 10% 

y se evaluó la presencia de una coloración amarilla intensa luego para desvanecer el amarillo 

se goteo H2SO4 concentrado (Pant et al., 2017). 

Reacción con NaOH 20% 

A un mL de la disolución del extracto en un tubo de ensayo se le añadieron 5 gotas de 

NaOH al 20% y se evaluó el cambio de tonalidad (Colina, 2016).  
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3.9.8 Alcaloides 

Reactivo de Wagner 

En un tubo de ensayo se añadió un mL de la disolución del extracto y se disolvió en 2 

mL de HCl al 10%, luego se añadieron 3 gotas del reactivo de Wagner, se evaluó la presencia 

de un precipitado (López, 2017). 

3.10 Cuantificación de Polifenoles  

La cuantificación de polifenoles se llevó a cabo en los laboratorios de nutrición y 

calidad del INIAP- Santa Catalina según el protocolo de Slinkard & Singleton (1967). 

3.10.1 Curva de calibración  

A partir de una solución de ácido gálico de 200 ppm se preparó la siguiente curva de 

calibración:   

Tabla 4 

Valores empleados para la curva de calibración 

Concentración 

mg/mL 
mL de Ácido gálico 

mL de agua 

destilada 
Absorbancia 

0 0 10 0.052 

5 0.25 9.75 0.066 

10 0.5 9.5 0.169 

40 2 8 0.378 

80 4 6 0.734 

100 5 5 0.902 
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Figura 4 

Curva de calibración del ácido gálico  

 

  

3.10.2 Cuantificación 

Se realizó la cuantificación de polifenoles en el extracto acuoso (D0) y en el extracto 

de maceración (M0); la cuantificación se realizó por duplicado.  

Se tomó 0.1 g de la muestra y en cada tubo con muestra se adiciono un mL de buffer 

de extracción (Metanol 70%, H2O 30% y A.F 0.1%) y se colocaron en el homogenizador MP 

Fast Prep por 60 segundos a PM 24x2 & 6,5 M/S, una vez culminado el tiempo se colocó en la 

centrifuga Sigma a 9°C, PM 29x2 & 6,5 M/S por 13 minutos y se volvieron a centrifugar por 15 

minutos, de los tubos se tomó el sobrenadante, se colocó en balones de aforo de 5 mL y se 

repitió el proceso 4 veces más. Los balones de aforo se colocaron en oscuridad hasta su uso y 

una vez culminadas las extracciones se aforaron con buffer de extracción.  

Se tomó un mL de la muestra del extracto acuoso (D0) y de la extracción de la 

maceración (M0) y se les añadió 6 mL de agua destilada más un mL del reactivo de Folin-
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Ciocalteu y se dejó reaccionar por 3 minutos, a continuación se añadió 2 mL de carbonato de 

sodio al 20% y se trasladaron los tubos a un baño María a 40°C durante 2 minutos, una vez 

culminado se realizó la lectura de la absorbancia en un espectrofotómetro a una longitud de 

onda de (760 nm) y se verifico que la lectura estuviera dentro de la curva de calibración, en el 

caso del extracto acuoso no estaba en rango por lo tanto se tuvo que diluir hasta que entro 

en la curva de calibración.  El contenido de polifenoles se expresó en mg de ácido gálico (GAE) 

/100 g de muestra y se calculó mediante la ecuación:  

𝑚𝑔. 𝐴𝑐. 𝑔á𝑙𝑖𝑐𝑜/𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
𝐿𝑅 (

𝑚𝑔
𝐿

) ∗ 𝑉𝑡 (𝐿) ∗ 𝐹𝐷

𝑃𝑚 (𝑔)
 

Donde:  

LR= Lectura de regresión 

Vt= Volumen total  

Pm= Peso de la muestra 

FD= Factor de la dilución  

3.11 Análisis cromatográfico  

3.11.1 Cromatografía de Capa Fina (TLC) 

La cromatografía de capa fina se realizó con las fracciones de acetato D02 y M02, se 

tomó una pequeña cantidad de muestra y se disolvió en un mL de metanol; como fase 

estacionaria se emplearon placas de silicagel 60 F254 Macherey-Nagel de 8 cm marcadas a lápiz 

a un centímetro del borde inferior para utilizarse como guía para colocarse la muestra y a un 

centímetro del borde superior para determinar el límite de la corrida cromatográfica, como 

fase móvil se empleó hexano, acetato de etilo y diferentes soluciones de hexano-acetato de 

etilo (4:1), (2:1), (1:2) y (1:4) con un volumen final de 2 mL. Se colocaron 2 µL de cada muestra 

a una distancia de 1.5 cm entre ellas sobre la placa, el proceso de sembrado se repitió tres 

veces y se colocó la placa en el solvente dentro de una cubeta cromatográfica con tapa. 
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Se dejó que el solvente migrará hasta la marca superior y a continuación se retiraron 

las placas del solvente y se dejaron secar, para la detección no se aplicó ningún tratamiento 

químico, las placas se observaron en un transiluminador de luz UV de onda media (312 nm) y 

se contabilizaron el número de bandas en cada placa para determinar en qué solución hubo 

mayor separación. 

En la placa que se observó mayor separación se determinó la coloración de cada 

banda y el valor de Rf de las bandas; para determinar el valor de Rf de las bandas se tomó la 

distancia desde el punto donde se sembró la muestra hasta su nueva posición y la distancia 

entre el punto de siembra de la muestra hasta el frente del disolvente (Martinez et al., 2003).  

Se determinó el Rf de cada banda según la ecuación:  

𝑅𝑓 =
𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑓𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
 

3.12 Determinación de Actividad Biológica  

3.12.1 Actividad Antioxidante 

La actividad antioxidante se determinó mediante el uso de HPLC-DPPH en los 

Laboratorios de la Universidad Nacional de Colombia, para ello se enviaron alícuotas en tubos 

de Eppendorf de la fracción de maceración (M0) y las fracciones de acetato de etilo (D02) y 

(M02).  

Se llevo a cabo en una columna RP-C18e (LiChroCART; 5 um, 4.6x250 mm) y las 

condiciones de operación fueron: para el analito volumen de inyección:40 uL; Flujo:0,6 

mL/min; Analito: 2 mg/mL; Detección DAD 200-600 nm y para el DPPH, flujo DPPH:0.4 mL/min 

(5 g/L) y detección:515 nm.  

3.12.2 Actividad Antibacteriana 

Preparación de los extractos 



52 

 

Se tomó una alícuota del extracto y se disolvió en 3 mL de agua, luego se tomó un mL 

de esa solución y se añadió 9 mL de agua para obtener una solución al 10 %. Se tomó 0.5 y un 

mL de la solución al 10% a las cuales se les añadió 4.5 y 4 mL de agua para obtener soluciones 

al 1 y 2 % respectivamente. El procedimiento se realizó para el extracto acuoso (D0), extracto 

de maceración (M0), fracción de maceración de acetato de etilo (M02) y fracción de decocción 

de acetato de etilo (D02). 

Preparación del medio 

Se preparó Agar Nutriente (TM MEDIA), siguiendo las indicaciones del fabricante para 

100 mL, se realizó una mezcla homogénea y se llevó a la autoclave; se dispenso en cajas Petri 

previamente esterilizadas. 

Preparación del inoculo 

Se obtuvo Escherichia coli comercial (BL21) la cual se cultivó en caldo Luria Bertani 

(LB) en el que se mantuvo por 4 días en agitación.  

Método de difusión en discos 

Se realizó la siembra de E. coli por extensión con el uso de un asa Driblasky.  Los discos 

se impregnaron con las soluciones de los extractos aproximadamente con 0,10 µL y se 

colocaron en el medio, de la misma manera para el control positivo (Ampicilina) y control 

negativo (agua salina 0.9), se llevó a la incubadora por 24 horas 

3.12.3 Actividad Antifúngica  

Preparación del medio 

Se usó medio de Agar de Dextrosa y Papa (PDA), siguiendo las indicaciones del 

fabrícate para 100 mL, se realizó una mezcla homogénea y se llevó a la autoclave; una vez 

autoclavado el medio se le agregó ampicilina y se dispenso en cajas Petri. 

Preparación del inóculo 
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Fue donado por Jhony Maldonado quien lo obtuvo a partir de suelo para su tema de 

tesis "Caracterización de hongos entomopatógenos con potencial para el control biológico de 

estrés biótico en plantas” 

 Método de pozo en Agar 

Se realizaron pozos de 7 mm de diámetro sobre la superficie del agar y en cada uno 

de ellos se depositó 0,20 µL de los extractos a evaluar, además del control positivo (Metanol) 

y negativo (agua salina), se dejó reposar por 30 minutos; se tomó con un sacabocados el hongo 

y se colocó en medio de la caja Petri a continuación se incubo por un tiempo de 96 horas.  

3.13 Resonancia Magnética Nuclear  

La resonancia magnética nuclear se realizó en los laboratorios de la Universidad 

Nacional de Colombia donde se tomaron los espectros 1H RMN de las mezclas para identificar 

en macro los componentes de los extractos obtenidos. Se utilizó el Bruker AVANCE 400, a 40O 

MHz para H1.  
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4. Capítulo IV:  Resultados y Discusión 

4.1 Descripción Botánica de Neurolaena lobata 

Arbusto mediano erecto, anual o perenne, de 1-4 metros de altura, tallo pubescente, 

terete y acanalado. Hojas de peciolo corto a subsésiles, acuminadas en cada extremo, 

trilobadas, de color verde oscuro, hirsutas y peludas en el lado superior, presenta márgenes 

dentados, textura rugosa, generalmente de 1 a 3 lóbulos, pinnadamente nervadas y 

fuertemente reticulada como se observa en la Figura 4. Olor suave y sabor amargo.  

Figura 5 

Hoja de Neurolaena lobata 
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Figura 6 

Dibujo lineal de Neurolaena lobata 

 

Nota: Adaptada de Neurolaea lobata, Flora of Panamá, Trópicos. CC BY-NC-SA 3.0 

Como podemos ver la figura 6 las flores de Neurolaena lobata se caracterizan por ser 

tubulares, campanuladas, oblongas, brácteas involúcrales imbricadas en series 3-4, corolas 

amarillas, cabezas discoideas, de aproximadamente 20 flores, dispuestas en una 

inflorescencia compuesta denominada capítulo, cabezas numerosas, cimas pedunculadas 

terminales o laterales que van desde las axilas de las hojas superiores; receptáculo con 

numerosas páleas delgadas largas como las brácteas involucrales internas. 
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Figura 7 

Flores de Neurolaena lobata 

 

4.2 Cenizas  

Tabla 5 

Contenido total de cenizas en las hojas 

Peso 

muestra 

Peso crisol 

vacío 

Peso 

crisol+muestra 

Peso 

crisol+cenizas 

% Cenizas 

totales 
DE 

2.003 38.832 40.835 38.958 6.290  

2.004 38.743 40.747 38.870 6.337  

2.003 38.787 40.79 38.905 5.891  

    6.172 ±0.24 

 

Para regular la calidad de los extractos vegetales se emplean diferentes técnicas 

químicas para caracterizar la materia prima, entre ellas la determinación de cenizas totales ha 

sido una de las más empleadas, se basa en la calcinación o ignición de la materia orgánica por 

lo que el valor de cenizas totales expresa de forma general el contenido de materia inorgánica 

y minerales en la muestra seca (Vasantrao, 2012). Un valor alto de cenizas totales refleja un 
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manejo poco adecuado del material vegetal y la presencia de impurezas, en esta investigación 

se obtuvo un valor de cenizas totales de 6.2% ±0.24 el cual está dentro de los límites 

establecidos por la (Organización Mundial de la Salud, 1998) (<10%) y la Farmacopea 

Americana (<12%) (USP 30, 2007), por lo tanto, este valor nos indicó que el material vegetal 

cumplía con este parámetro de calidad y podía ser utilizado para el proceso de extracción.  

4.3 Rendimiento  

Tabla 6 

Rendimiento de cada extracción 

Método Muestra obtenida % Rendimiento 

Decocción 1.27 L NR 

Maceración  25 g 10.9 

Fraccionamiento maceración 1.2 g 8 

Fraccionamiento decocción 0.8 g 4.4 

Nota: No se realizó (NR) 

Para la obtención exitosa de compuestos bioactivos, la preparación de la muestra y el 

proceso de extracción son claves, la extracción consiste en la separación de los metabolitos 

secundarios de una muestra vegetal mediante el uso de solventes, se pueden utilizar 

diferentes tipos de métodos y solventes en función del tipo de planta, órgano, polaridad, 

naturaleza química del compuesto, tiempo de recuperación y estabilidad al calor (Abubakar & 

Haque, 2020). 

En este estudio se utilizó maceración y decocción para la obtención de los extractos 

debido a que son los métodos más empleados para el consumo humano. Como resultado se 

obtuvieron 25 g extracto con un rendimiento del 10,9 % por el método de maceración y 1.27 

L por el método de decocción donde no fue posible determinar el rendimiento de extracción 
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dado que para concentrar la muestra se requería aplicar temperaturas altas que podrían 

degradar los metabolitos secundarios.  

Debido a que en las extracciones se obtuvo una mezcla de una amplia gama de 

compuestos, se fraccionaron mediante extracción líquido-líquido para separar los 

componentes en base en la polaridad, obteniéndose 1.2 g del fraccionamiento del extracto de 

maceración con un rendimiento del 8 % y 0.8 del fraccionamiento del extracto de decocción 

con un rendimiento del 4.4 %, esta diferencia se debe a los solventes utilizados dado que para 

la maceración se empleó un sistema cloroformo-metanol y para la decocción solamente agua, 

de forma que al combinar un solvente no polar con un polar se lograron extraer compuestos 

de diferente polaridad; en la decocción se extraen principalmente polares, de forma que al 

realizar el fraccionamiento con un no polar disminuyó la cantidad de compuestos extraídos 

por decocción en comparación con el método de maceración (Sasidharan et al., 2011).  

4.4 Tamizaje 

Tabla 7 

Resultados del tamizaje fitoquímico  

Metabolito 
Extracto de la 

maceración (M0) 

Acetato de 

etilo (M02) 

Extracto 

acuoso (D0) 

Acetato de 

etilo (D02) 

Saponinas - NR - NR 

Taninos ++++ + +++ ++ 

Cumarinas - NR - NR 

Flavonoides ++++ +++ ++ ++ 

Flavonoides* ++++ ++ ++++ +++ 

Quinona ++ + +++ +++ 

Alcaloides + - - NR 

Fenoles ++++ +++ ++ ++ 

Triterpenos - NR - NR 

Nota: Flavonoides: Prueba de reactivo alcalino y Flavonoides *: Reacción con NaOH 20%. NR: 

No se realizó 
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El tamizaje fitoquímico permite identificar la presencia de metabolitos primarios y 

secundarios en un extracto, es un método cualitativo que se basa en reacciones 

colorimétricas, descritas en la literatura y de fácil reproducción, el tamizaje fitoquímico es una 

herramienta que permite realizar un análisis preliminar de la composición de los extractos de 

forma que es posible descartar las fracciones que no tienen potencial actividad antioxidante 

(Abubakar & Haque, 2020).  

Se determinó un resultado negativo para la presencia de saponinas y cumarinas 

resultado que coincide con lo obtenido por Morales & Lima (2014). Se obtuvo presencia de 

alcaloides solamente en el extracto de la maceración resultado que coincide con lo reportado 

por Nayak et al., (2014). Los alcaloides son de naturaleza básica y su solubilidad dependerá 

del pH, de forma generalizada son poco solubles en agua y para su extracción se utilizan 

solventes no polares como el cloroformo (Acosta, 2008). Es por ello que no se obtuvieron 

alcaloides en la fracción acuosa, pero si en la de maceración; resultado que se corrobora en el 

estudio de Córdova et al., (2009) donde al emplear un solvente polar no obtuvieron presencia 

de alcaloides en el extracto de N. lobata.  

No se registró presencia de triterpenos en el extracto de maceración, reporte que 

coincide con lo obtenido por Nayak et al., (2014), ni en el acuoso dado que los terpenoides se 

caracterizan por ser hidrofóbicos (Perveen & Al-Taweel, 2018).  

Se registró un resultado positivo de quinonas, taninos, fenoles y flavonoides en todas 

las muestras, siendo el extracto de la maceración la muestra donde hubo mayor presencia de 

flavonoides, taninos y fenoles; mientras que en el extracto acuoso hubo mayor presencia de 

quinonas. Resultado que coincide por lo obtenido por Lima & Morales, (2014) donde el 

extracto etanólico de N. lobata fue positivo ante la presencia de (flavonoides) quercetina, 

rutina, ácido clorogénico y antraquinonas.  
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Los compuestos fenólicos; flavonoides y taninos funcionan como agentes quelantes 

de metales y captores de especies reactivas de oxígeno (Sotler et al., 2019). De forma que los 

dos extractos analizados (M0); (D0) y sus fracciones (M02) y (D02) indican un posible potencial 

antioxidante.  

4.5 Cromatografía de Capa Fina  

La cromatografía de capa fina se realizó con las fracciones de acetato de etilo (D02) y 

(M02); se determinó que al emplear la solución hexano-acetato de etilo (2:1) ocurría una 

mayor separación de los compuestos al observarse 11 bandas en la (D02) y 8 bandas en la 

(M02) mientras que con las otras proporciones se obtenía menor cantidad de bandas Tabla 8, 

esto se debe a que los componentes de la muestra presentan polaridad media (Altemimi et 

al., 2017).  

Tabla 8 

 Número de bandas obtenidas en cada solución 

Muestra Solución Hexano-Acetato de Etilo Número De Bandas 

D02 1:0 0 

D02 4:1 3 

D02 2:1 11 

D02 1:2 6 

D02 1:4 5 

D02 0:1 4 

M02 1:0 1 

M02 4:1 5 

M02 2:1 8 

M02 1:2 4 

M02 1:4 3 

M02 0:1 3 

Nota: D02: Fracción de acetato de etilo decocción, M02: Fracción de acetato de etilo 

maceración 
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Tabla 9 

Resultados de la cromatografía de capa fina hexano-acetato de etilo (2:1) 

Muestra Rf Coloración UV (312 nm) 

D02 .91 Amarilla 

D02 .86 Naranja 

D02 .83 Naranja 

D02 .75 Naranja 

D02 .7 Naranja 

D02 .66 Verde 

D02 .58 Naranja 

D02 .5 Amarillo 

D02 .35 Naranja 

D02 .33 Naranja 

D02 .25 Verde 

M02 .86 Naranja 

M02 .83 Naranja 

M02 .66 Celeste 

M02 .5 Verde 

M02 .41 Celeste 

M02 .35 Azul 

M02 .33 Verde 

M02 .25 Azul 

Nota: D02: Fracción de acetato de etilo decocción, M02: Fracción de acetato de etilo 

maceración 
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Figura 8.   

Cromatografía en capa fina de los extractos de acetato de etilo D02 y M02  

 

Nota. A Luz visible. B Luz UV 312 nm. Fase estacionaria: sílicagel Fase móvil: Hexano:Acetato 

de etilo (2:1)  

Al determinar los valores de Rf de cada banda y emplear UV para su detección se 

observó compuestos de fluorescencia amarilla, naranja y verde en la muestra (D02) con 

diferentes polaridades; mientras que en la (M02) hubo presencia de compuestos de 

fluorescencia naranja de baja polaridad y compuestos de fluorescencia azul y verde de mayor 

polaridad.  

Ciertos metabolitos fluorecen a una longitud de onda adecuada sin embargo no 

existen reportes del color de la fluorescencia de los diferentes metabolitos en UV a una 

longitud de onda media; sin embargo la coloración naranja ha sido característica de los 
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flavonoides pudiendo variar y ser amarilla o azul dependiendo de la estructura del flavonoide, 

los flavonoles arrojan tonalidades naranja-amarillo, las flavonas naranja, mientras que los 

fenoles suelen tener tonalidad azul; las antraquinonas amarilla y los taninos coloración rojiza 

(Wagner & Bladt, 1996).  

De forma que en base a los resultados obtenidos en el tamizaje y las coloraciones 

observadas se podría asumir que existe presencia de flavonoides de tipo flavonas y flavonoles, 

antraquinonas y taninos en la fracción de acetato de etilo (D02); mientras que en la fracción 

de acetato de etilo (M02) se asume la presencia de flavonoides, flavonas y taninos lo que 

concuerda con lo obtenido por Lima & Morales (2014).  

4.6 Cuantificación de Polifenoles 

Tabla 10 

 Cuantificación de polifenoles  

Muestra Absorbancia (mg GAE/g) 

Extracto de la 

maceración 

(M0) 

0.473 18.93 

18.90 0.471 18.87 

0.472 18.91 

Extracto acuoso 

(D0) 

0.548 4.42 

4.69 0.614 4.96 

0.581 4.69 
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Figura 9 

Polifenoles totales  

 

Nota: M0: Extracto maceración, D0: Extracto acuoso  

El método del reactivo de Folin-Coiocalteu para la cuantificación de polifenoles, se 

basa en la trasferencia de electrones en medio alcalino desde compuestos fenólicos para 

formar un cromóforo azul el cual está constituido por fosfomolibdeno o fosofotúngstico, 

donde la máxima absorción depende de la concentración de los compuestos fenólicos, 

generalmente se usa el ácido gálico como compuesto estándar de referencia (Singleton et al., 

1999). El extracto acuoso presentó una concentración de 4.69 mg GAE/g y el extracto de 

maceración 18,9 mg/g, la concentración de polifenoles en el extracto acuoso es bastante 

inferior a la obtenida en el extracto de maceración, esto se debe a que la recuperación final 

de los este tipos de compuestos se puede ver afectada por el pH y la temperatura, dado que 

varios tipos de polifenoles se degradan al ser sometidos a temperaturas elevadas y los 

compuestos fenólicos más abundantes, flavonoides y taninos son más solubles en metanol 

(Colina, 2016; Padmashree et al., 2014).  
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La presencia de polifenoles en ambos extractos indica la presencia de compuestos que 

han demostrado actividad antioxidante por la presencia del fenol (Hatami et al., 2014). Lo que 

consolida los resultados obtenidos del tamizaje y en la cromatografía en capa fina.  

4.7 Actividad Biológica  

4.7.1 Actividad Antioxidante  

El análisis HPLC-DPPH reveló la presencia de captadores de radicales libres en la 

fracción de maceración (M0) y en las fracciones de acetato de etilo (M02) y (D02) como se 

observa en las Figuras 11, 12 y 13.  

Figura 10.  

Cromatograma de la disminución del radical DPPH en el control.   

 

Nota: Cromatografía control: Picos correspondientes a la separación del blanco. 

Cromatografía DPPH: Cromatografía del DPPH normal sin ser reducido.  
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Figura 11 

Cromatograma de la disminución del radical DPPH en el extracto de maceración (M0)  

 

Nota: Cromatografía M0: Picos correspondientes a la separación de los analitos presentes en 

la muestra del extracto de la maceración. Cromatografía DPPH: Picos correspondientes a la 

reducción del DPPH.   

Figura 12 

Cromatograma de la disminución del radical DPPH en la fracción de acetato de etilo (M02) 

 

Nota: Cromatografía M02: Picos correspondientes a la separación de los analitos presentes 

en la muestra de la fracción de acetato de etilo de la maceración. Cromatografía DPPH: Picos 

correspondientes a la reducción del DPPH.   
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Figura 13 

 Cromatograma de la disminución del radical DPPH en la fracción de acetato de etilo (D02) 

 

Nota: Cromatografía D02: Picos correspondientes a la separación de los analitos presentes en 

la fracción de acetato de etilo de decocción. Cromatografía DPPH: Picos correspondientes a la 

reducción del DPPH.   

El radical DPPH ha sido ampliamente empleado en ensayos de actividad antioxidante 

por ser un radical libre estable y se caracteriza por la deslocalización de su electrón sobrante 

lo que le confiere una tonalidad morada intensa y una fuerte banda de absorción a los 515 

nm, cuando un compuesto antioxidante actúa sobre el DPPH le dona un electrón lo que 

disminuye su tonalidad intensa y también su absorbancia (Kedare et al., 2011).  

Los picos positivos que se observan en el cromatograma corresponden a cada 

compuesto separado en la columna en función de su afinidad por la fase móvil presentando 

mayor tiempo de retención los compuestos menos polares, los picos negativos corresponden 

a la reducción del radical DPPH por parte de compuestos con actividad antioxidante dando 

como resultado una absorbancia negativa en la lectura a 515 nm, de forma que cada 

coincidencia representa la presencia de un compuestos con actividad antioxidante; se observa 
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que en los tiempos de retención 4 y 17 minutos hay dos compuestos que presentan actividad 

reductora y son comunes en los tres cromatogramas. Un antioxidante puede actuar 

capturando radicales, neutralizándolos o evitando su producción, al observar la presencia de 

compuestos reductores de DPPH en los cromatogramas se determina que las tres fracciones 

tienen actividad antioxidante.  

4.7.2 Actividad antimicrobiana  

No se observó un efecto inhibitorio de los extractos y fracciones probadas sobre el 

crecimiento de E. coli y Aspergillus spp como se observa en las Figuras 14 y 15.  

Figura 14 

Actividad inhibitoria de extractos y fracciones de Neuroalena lobata sobre E. coli 

 

Nota: A: Extracto de maceración (M0), B: Fracción de acetato de etilo maceración (M02), C: 

Extracto acuoso (D0) y D: Fracción de acetato de etilo decocción (D02).  
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Figura 15 

Actividad inhibitoria de extractos y fracciones de Neuroalena lobata sobre Aspergillus spp. 

 

Nota: A: Extracto de maceración (M0), B: Fracción de acetato de etilo maceración (M02), C: 

Extracto acuoso (D0) y D: Fracción de acetato de etilo decocción (D02).  

La actividad biológica de una especie vegetal se ve determinada por la composición y 

cantidad de metabolitos secundarios; ninguno de los extractos y fracciones probadas en 

diferentes concentraciones inhibió el crecimiento de E. coli, como se observa en la Figura 14, 

por lo tanto, no tuvieron un efecto antibacteriano, resultado que se corrobora en una 

investigación realizada por Chariandy et al., (1999) donde observaron que N. lobata tiene un 

mayor poder antimicrobiano frente a otras bacterias como Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus. Nayak et al., (2014) obtuvo un resultado 

contrario al de este estudio, donde demostró que el extracto crudo de N. lobata obtenido 

mediante maceración con etanol si tuvo un efecto antimicrobiano frente a E. coli. Mientras 

que Perera (2017) observó que, en hojas más jóvenes, hay un mayor número de compuestos 
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secundarios debido a que funcionan como método de defensa al carecer de dureza y grosor. 

La diferencia obtenida en nuestra investigación puede deberse a que los compuestos que se 

aislaron no tenían esta actividad biológica 

En N. lobata; los metabolitos secundarios a los que se les ha atribuido propiedades 

antimicrobianas son las lactonas sesquiterpénicas, la diferencia de resultados se explica por 

el tipo de solventes empleados y que en este estudio no se recolectaron hojas jóvenes, en 

consecuencia, la concentración de este tipo de metabolito en los extractos posiblemente es 

baja como para ejercer una acción antibacteriana (Passreiter et al., 1999; Tiwari et al., 2011). 

No hubo un efecto antifúngico sobre Aspergillus spp por parte de los extractos y 

fracciones de N. lobata como se observa en la Figura 15, este resultado se corrobra con el 

estudio realizado por Lentz et al., (1998), donde observó que N. lobata no tiene un efecto 

antifúngico frente a algunos hongos incluido Aspergillus spp. A pesar de que los extractos no 

tuvieron efecto antimicrobiano, hay investigaciones donde han determinado el potencial 

antioxidante que presentan los extractos de N.lobata atribuida a la presencia de flavonoides, 

los cuales reducen la expresión de la nucleocápside e inhiben la expresión de enzimas 

responsables de la replicación (Flieger et al, 2021), además que la infección por el virus 

promueve el estrés oxidativo lo que ha llevado a una búsqueda de antioxidantes como 

suplemento en el tratamiento de los síntomas, sin embargo, cabe recalcar que la acción de los 

flavonoides puede verse afectada por la degradación en el estómago y que algunos 

compuestos de bajo peso molecular pierden su actividad en las células (Diniz et al., 2020). 

4.8 Resonancia Magnética Nuclear  

El análisis de RMN reveló la presencia de hidrógenos alílicos, bencílicos, alquinos 

terminales, olefínicos, del grupo hidroxilo unidos a sistemas aromáticos y de carbonos 

unidos a oxígenos de tipo éter como se observa en las Figuras 16 y 17. 
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Figura 16 

RMN en el extracto de maceración (M0) y fracción de acetato de etilo (M02) 

 

Nota: A (fracción de acetato de etilo) y B (extracto de maceración) 

Figura 17 

RMN en la fracción de acetato de etilo (D02) 
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Figura 18 

RMN en el extracto de maceración (M0) superpuesto con una lactona sesquiterpenica 

(bmse001215) 

 

Nota: A: picos similares en el rango de 1.70 – 1.90 ppm y B: picos similares en el rango 3.89 – 

3.93 ppm 

En una revisión general de los espectros se observa que no hay presencia de 

hidrógenos de aldehídos y de ácidos carboxílicos en D02 como se observa en la Figura 17, los 

cuales se encuentran en un rango de 9,5-10 y 11 ppm respectivamente, hasta el momento no 

se han reportado metabolitos secundarios de N. lobata en este rango corroborado así los 

resultados obtenidos. 

La presencia de hidrógenos unidos a sistemas aromáticos ubicados en la posición 6.5 

y 8 ppm, indica posiblemente la presencia de flavonoides (Kerr et al., 1981). Así mismo se 

reporta la presencia del hidrógeno alílico, el cual esta relacionado con la presencia de lactonas 

sesquiterpénicas (García, 2003). Para la identificación de lactonas sesquiterpénicas se utilizó 

la lactona sequiterpénica 326 (bmse001215) obtenido de la base de datos Biological Magnetic 

Resonance Data Bank, la cual se compara con el espectro de la muestra M0 (figura 18), 

observando similitud en los desplazamientos 1.70 – 1.90 ppm y 3.89 – 3.93 ppm; este 
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resultado puede ser debido a que algunas señales parecen estar solapadas con las señales de 

otros metabolitos; además, las lactonas sesquiterpénicas sufren reacciones de hidrolisis lo que 

podría afectar la estructura molecular (Saucedo Hernández et al., 2009). En múltiples 

investigaciones de análisis de RMN de N. lobata se han reportado variedad de sesquiterpenos 

(Lajter et al., 2014; Vasas et al., 2021; Walshe-Roussel et al., 2013).  
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5. Capítulo V: Conclusiones 

Se determinó que Neurolaena lobata tiene actividad antioxidante de tipo primaria al 

comprobarse la presencia de compuestos reductores de radicales mediante la técnica HPLC-

DPPH. Se evidenció la presencia de compuestos fenólicos, flavonoides, flavonas, flavonoles, 

sesquiterpenos, taninos y quinonas en los extractos mediante el tamizaje fitoquímico y 

cromatografía en capa fina.  

Los compuestos fenólicos presentes en N. lobata son de polaridad media al 

observarse su presencia en el extracto de maceración y en el de decocción, pero son más 

solubles en compuestos polares.  

El estudio permitió aplicar por primera vez la técnica HPLC-DPPH sobre extractos de 

Neurolaena lobata, especie vegetal que adquirió gran popularidad al atribuirle propiedades 

antivirales y terapéuticas frente a la infección causada por el SARS-CoV-2, los resultados 

obtenidos podrían apoyar esta teoría por la presencia de flavonoides antioxidantes, sin 

embargo, la acción de los flavonoides se ve afectada por un gran número de factores como la 

degradación.   

Los extractos y fracciones de Neurolaena lobata obtenidos, no presentan acción 

antimicrobiana frente a E. coli y Aspergillus, posiblemente a causa de las condiciones del 

extracto o la baja concentración de los compuestos responsables de esta actividad.  

Los resultados comprueban la idea de que las plantas son una fuente potencial de 

antioxidantes naturales con aplicaciones en la industria alimenticia, la nanobiotecnológica y 

la farmacéutica.  
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6. Capítulo VI:  Recomendaciones 

Se recomienda emplear métodos que no requieran temperaturas elevadas para la 

extracción de compuestos fenólicos y seleccionar solventes que no sean de difícil 

recuperación para disminuir el costo y tiempo de extracción.  

Determinar las condiciones que aumentan el rendimiento de la extracción y unificar 

los pesos utilizados en las alícuotas para disminuir la variación de resultados en los polifenoles 

totales.  

Purificar los analitos que presentan actividad captadora de radicales y determinar su 

estructura química para realizar estudios sobre la toxicidad y biodisponibilidad para la 

determinación de su uso más adecuado.  

Realizar estudios sobre la resonancia magnética núclear de los flavonoides presentes 

en los extractos de Neurolaena lobata para actualizar la información disponible.  
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