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Resumen

En Ecuador, la diabetes mellitus tipo 2 (DTM2) es un problema de salud publica que
demanda el desarrollo de tratamientos alternativos eficientes. Este proyecto busca disefiar un
método experimental para la extraccion y caracterizacion de metabolitos bioactivos de
Momordica charantia ecuatoriana, para la obtencion de extractos con propiedades
antihiperglucemiantes utilizando métodos convencionales y no convencionales. La investigacion
evalUa el efecto de las técnicas y solventes en la composicion fitoquimica de los extractos. Se
recolectaron frutos maduros de Momordica charantia (MC) de dos provincias de Ecuador que
fueron sometidos a secado, molienda y tamizado. Las extracciones se realizaron por maceracion
y ultrasonido utilizando cloroformo-metanol 1:1 y etanol-agua 7:3. Los extractos fueron
concentrados con un rotavaporador y sometidos a caracterizacion fitoquimica por reacciones,
cromatografia en columna y cuantificacion de polifenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteu. Ademas, se model6 el proceso de extraccion en Aspen Plus. Mediante el andlisis de
varianza (ANOVA), se concluye que la fraccidn obtenida con la fase mévil cloroformo-metanol
(7:3) de maceracion con etanol al 70%, present6 mayor cantidad de polifenoles totales,
confirmando que la fruta posee un alto potencial como fuente de metabolitos con propiedades

antidiabéticas, contribuyendo al desarrollo de tratamientos naturales accesibles en Ecuador.

Palabras Clave: Fitoquimica, extraccion, metabolitos secundarios, diabetes tipo 2, Momordica

charantia.



Abstract

In Ecuador, type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a public health issue that requires the
development of efficient alternative treatments. This project aims to design an experimental
method for the extraction and characterization of bioactive metabolites from Ecuadorian
Momordica charantia, obtaining extracts with antihyperglycemic properties using conventional
and non-conventional methods. The research evaluates the effect of techniques and solvents on
the phytochemical composition of the extracts. Mature fruits of Momordica charantia (MC) were
collected from two provinces in Ecuador and subjected to drying, grinding, and sieving.
Extractions were performed using maceration and ultrasound with chloroform-methanol 1:1 and
ethanol-water 7:3 as solvents. The extracts were concentrated using a rotary evaporator and
subjected to phytochemical characterization by reactions, column chromatography, and total
polyphenol quantification using the Folin-Ciocalteu method. Additionally, the extraction process
was modeled using Aspen Plus. Through analysis of variance (ANOVA), it was concluded that
the fraction obtained with the mobile phase chloroform-methanol (7:3) using maceration with
70% ethanol showed the highest number of total polyphenols. This confirms the fruit's high
potential as a source of metabolites with antidiabetic properties, contributing to the development

of accessible natural treatments in Ecuador.

Keywords: Phytochemistry, extraction, secondary metabolites, type 2 diabetes, Momordica

charantia.
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Capitulo 1



1.1. Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad que afecta negativamente el modo en
que el cuerpo usa la glucosa como fuente de energia provocando un aumento en las
concentraciones de azucar en la sangre si no se trata (OMS, 2023). La DTM2 es uno de los
principales problemas de salud pablica en el mundo, y Ecuador no esta exento. Segun el
Ministerio de Salud Publica (MSP), la diabetes en el pais ha aumentado en los ultimos afios,
perjudicando principalmente a la poblacién mayor de 20 afios, convirtiéndose en una de las
principales causas de mortalidad y discapacidad. A nivel mundial, la Federacidn Internacional de
Diabetes (FID) estima que 537 millones de personas viven con diabetes, proyectando que esta
cifra alcance los 643 millones para el 2030 y los 783 millones para el 2045. Este rapido
crecimiento se caracteriza por factores como el sedentarismo, la mala alimentacion y la

aceleracion del desarrollo poblacional (H. Sun et al., 2022).

En Ecuador, el impacto de la diabetes en zonas urbanas es grave, donde los estilos de vida
poco saludables, la alimentacion carente de valor nutricional y la falta de acceso a programas de
prevencion complican la situacién. Un estudio desarrollado por el Instituto Nacional de
Estadistica y Censos (INEC) en 2022 indic6 que, en el pais, aproximadamente el 5,3% de las
muertes estan relacionadas con complicaciones derivadas de la diabetes mellitus ocupando un
tercer lugar, siendo el COVID-19 y las enfermedades isquémicas del corazon las que lideran la

lista ubicandose como el primer y segundo lugar respectivamente (INEC, 2022).

Esta enfermedad no solo afecta la calidad de vida de los pacientes, sino que también
representa un alto costo economico para el sistema de salud publica. Segun un anélisis del MSP,

el gasto promedio anual para un paciente con DMT?2 sin complicaciones es de $826 ddlares



anuales lo que para una expectativa de vida muy ajustada serian $27.600 dolares, mientras que
para un paciente que experimente las patologias cronicas de la diabetes tiene un costo de $296
mil ddlares para toda la vida (costo por esperanza de vida) y alrededor de $22.520 délares

anuales (Acosta, 2017).

El desafio del control de la diabetes en Ecuador se debe a la limitacion en el acceso a
tratamientos farmacolégicos eficaces y asequibles. La metformina, por su efectividad en la
reduccion de la glucosa en sangre, es uno de los farmacos mas habituales para tratar la diabetes
tipo 2, especialmente por su bajo costo. Sin embargo, es importante destacar que, seguin
investigaciones previas, el consumo a largo plazo de metformina puede acarrear ciertos riesgos
no deseados, entre ellos se encuentran la acidosis lactica y la deficiencia de vitamina B12 (De
Jager et al., 2010). Por tales motivos, surge la necesidad de encontrar otras opciones terapéuticas
confiables y perdurables, como las de origen natural, que permitirian disminuir los efectos
colaterales de las terapias actuales y el problema en cuanto a la adhesion a los tratamientos

tradicionales.

Entre estas alternativas, los compuestos naturales se han vuelto cruciales, especialmente
aquellos con actividad antihiperglucemiante y antioxidante. Estudios anteriores en modelos
animales, como ratones o ratas, han comprobado que los extractos de Momordica charantia
pueden reducir los niveles de azucar en la sangre al modular las vias metabolicas que tienen
relacion con la secrecion de insulina y la captacion de glucosa en los tejidos periféricos que son
los tejidos que no incluyen al sistema nervioso central como los masculos, el tejido adiposo, el
higado, y otros tejidos involucrados en el metabolismo y el almacenamiento de energia (K. Sun

etal., 2023).



1.2.Descripcion del Problema

La diabetes es una enfermedad metabolica cronica que afecta a millones de personas en
todo el mundo, y Ecuador no es una excepcion. La prevalencia de la diabetes en el pais esta en
constante aumento, lo que la convierte en un importante problema de salud publica. La
hiperglucemia, caracteristica de la diabetes, puede desencadenar graves complicaciones de salud
si no se controla adecuadamente, impactando negativamente la calidad de vida de los pacientes y
generando una carga considerable para el sistema de salud, las personas con diabetes enfrentan
dificultades para mantener niveles adecuados de glucemia, especialmente después de las

comidas, debido al impacto de las costumbres locales.

La Momordica charantia, conocida como cundeamor en Ecuador, se presenta como una
alternativa prometedora dado que contiene una variedad de compuestos bioactivos con
propiedades hipoglucemiantes comprobadas en estudios cientificos. Entre estos compuestos se
encuentran péptidos, alcaloides, charantia, triterpenos y polifenoles, este estudio se centralizara

en la cuantificacion de polifenos (lavonoides y fenoles).

A pesar del potencial de la Momordica charantia, las investigaciones sobre su uso como
tratamiento para la diabetes se han centrado principalmente en variedades que crecen fuera de
Ecuador. Esto representa una oportunidad para investigar la variedad ecuatoriana de Momordica
charantia y evaluar su potencial terapéutico especifico, considerando que factores como las
condiciones agroecoldgicas pueden influir en la composicion fitoquimica de la planta y, por

ende, en su actividad biologica.

En este contexto, este estudio se enfoca en el desarrollo de una metodologia

estandarizada para la extraccion y caracterizacion de los metabolitos bioactivos de la Momordica



charantia ecuatoriana. El objetivo principal es obtener extractos enriquecidos con propiedades
hipoglucemiantes que puedan constituir una alternativa terapéutica viable y accesible para el

control de la diabetes en Ecuador.

La investigacion se llevara a cabo considerando las restricciones existentes, como la
disponibilidad limitada de la planta en Ecuador, ya que no se cultiva y solo se encuentra en
forma silvestre. La sostenibilidad ambiental se abordara mediante la recoleccion responsable de
la planta, asegurando que no se impacte negativamente el ecosistema local. Finalmente, se
buscara que las técnicas de extraccion sean econémicamente viables para que los productos

derivados sean accesibles para la poblacion.

1.3.  Justificacion del Problema

El creciente nimero de casos de diabetes mellitus tipo 2 a nivel mundial representa un
importante desafio de salud publica. Esta enfermedad crénica afecta a millones de personas y
esta asociada a complicaciones graves, como enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal
y trastornos neuroldgicos en gran parte debido al inadecuado control de los niveles de glucosa en
sangre. En las ultimas décadas, los indices de diabetes han mostrado un preocupante aumento,
posiciondndose como una de las principales causas de mortalidad global (Arif et al., 2021),
representando una carga econdmica considerable para los sistemas de salud por los costos
asociados a su tratamiento y manejo. Esta tendencia subraya la urgencia de desarrollar
tratamientos terapeuticos mas seguros, eficaces y accesibles para mejorar el control glucémico y

reducir las complicaciones derivadas de la diabetes.
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A pesar de la disponibilidad de tratamientos farmacoldgicos como la metformina, existen
desafios importantes en el manejo de esta enfermedad. La metformina, aunque eficaz para
controlar la glucemia, puede causar efectos secundarios gastrointestinales como diarrea, nauseas
y dolor abdominal, lo que puede llevar a algunos pacientes a abandonar el tratamiento. Ademas,
su uso prolongado puede provocar deficiencia de vitamina B12, lo que aumenta el riesgo de

complicaciones neurologicas.

Dentro de las alternativas terapéuticas emergentes, Momordica charantia también
conocida como Cundeamor es una planta ampliamente estudiada en regiones de Asia, ha
demostrado un considerable potencial hipoglucemiante y farmacolégico en el tratamiento de la
diabetes. Estudios recientes han mostrado resultados prometedores en cuanto a su capacidad para
reducir los niveles de glucosa en sangre (K. Sun et al., 2023). Sin embargo, la investigacién
sobre esta planta en Ecuador, especificamente en lo que respecta a su variedad local, es escasa.
Esto representa una significativa brecha en el conocimiento cientifico y una oportunidad para
explorar su potencial terapéutico en el contexto ecuatoriano, donde las condiciones
agroecoldgicas podrian influir en la composicion fitoquimica y, por ende, en su actividad
bioldgica, adicionalmente, a pesar de ser una especie invasora se ha demostrado que posee un
gran potencial en el escalamiento de su cultivo. Dado el impacto de las costumbres locales,
muchas personas diagnosticadas o con predisposicion a desarrollar sindromes metab6licos
enfrentan dificultades para mantener niveles adecuados de glucemia después de las comidas. Por
tanto, es crucial disefiar productos con actividad antioxidante y antihiperglucemiante que

complementen las estrategias clinicas y nutricionales existentes (April-Lalonde et al., 2023).



Este estudio se enmarca en los campos de la biomedicina y la farmacologia, con un
enfoque particular en la salud humana y el desarrollo de terapias alternativas basadas en
productos naturales. EI propdsito principal es establecer un disefio experimental que permita
replicar y modelar la extraccion y caracterizacion de los metabolitos bioactivos de Momordica
charantia de Ecuador, para obtener fracciones enriquecidas con compuestos potencialmente
antidiabéticos. La caracterizacion fitoquimica detallada de estos metabolitos sera esencial para
identificar aquellos con actividad hipoglucemiante, tal como se ha sugerido en investigaciones
previas sobre otras variedades (Fuquene, 2018). Se espera que los resultados de este estudio
contribuyan al desarrollo de la industria farmacéutica nacional y a la mejora de la calidad de vida

de los pacientes con diabetes en Ecuador.

1.4. Objetivos

1.4.1. Obijetivo general

Desarrollar un disefio experimental reproducible y escalable de la extraccion y
caracterizacion de metabolitos bioactivos de la variedad ecuatoriana de Momordica charantia,
para la obtencidn de extractos enriquecidos con posibles propiedades antihiperglucemiantes en el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 en Ecuador mediante la aplicacién de técnicas de

extraccion convencionales y no convencionales y el modelado en Aspen Plus.

1.4.2. Obijetivos especificos
e Emplear técnicas de extraccion convencionales y no convencionales para la obtencién de
extractos y fracciones enriquecidas en metabolitos secundarios de la fruta de la

Momordica charantia.



e Evaluar la capacidad antioxidante y la fitoquimica de los extractos y fracciones obtenidos
de Momordica charantia mediante técnicas de caracterizacion fitoquimica.
e Modelar el proceso de extraccion de las fracciones ricas en los metabolitos de interés

mediante el programa de simulacion Aspen Plus.

1.5. Marco Tebrico

1.5.1. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad metabdlica global que afecta a millones de
personas, y su prevalencia esta en constante aumento. Esta enfermedad se caracteriza por la
incapacidad del cuerpo para regular adecuadamente los niveles de glucosa en sangre, lo que
resulta en hiperglucemia (Espinosa et al., 2017). Si no se controla, la hiperglucemia puede
conducir a complicaciones graves como enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal y

trastornos neurolégicos.

El tratamiento actual de la diabetes se basa en gran medida en farmacos sintéticos como
la metformina, pero estos tratamientos pueden tener limitaciones, incluyendo efectos secundarios
indeseables, pérdida de eficacia con el tiempo y costos elevados. La busqueda de alternativas
terapéuticas mas seguras, eficaces y accesibles ha llevado a un creciente interés en los
compuestos naturales derivados de plantas, especialmente aquellos con una larga historia de uso

en la medicina tradicional (J Alfaro et al., 2000).

1.5.2. Momordica charantia
La Momordica charantia, también conocida como mel6n amargo o cundeamor, es una

planta tropical perteneciente a la familia Cucurbitacea, conocida por su sabor amargo, se ha



utilizado tradicionalmente en varias culturas para tratar la diabetes, lo consumen crudo, frito o
encurtido. Existen dos variedades: el melon amargo chino, con frutos verdes con sabor amargo
que al madurar su cascara se vuelve naranja y sabor dulce y el melén amargo hindua, de color
verde oscuro y con sabor amargo fuerte que al madurar se endulza. (Thakur et al., 2015).
Diversos estudios cientificos han corroborado su potencial hipoglucemiante, atribuyéndolo a la

presencia de una amplia gama de metabolitos bioactivos en sus frutos, hojas y semillas. (Ospina

& Serrano, 1995).

1.5.3. Taxonomiay morfologia

Segun (Barraza F, 2015), la taxonomia y morfologia de Momordica charantia se

describen en la Tabla 1.

Tabla 1

Taxonomia y Morfologia de la Momordica charantia

Reino:
Subreino:

Division:
Saper Division:
Clase:
Subclase:
Orden:
Familia:
Género:
Especie:

Nombre Cientifico:

Nombre Comun:

Plantae
Tranqueobionta (plantas vasculares)

Magnoliophyta (plantas con flores)
Spermatophyta (plantas con semillas)
Magnolipsida (dicotiledoneas)
Dilleniidae
Vioales
Cucurbitaceae
Momordica
Charantia L
Momordica charantia

Meldn amargo, Cundeamor, entre otros.

Fuente: (Barraza F, 2015)
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1.5.4. Metabolitos Bioactivos y su Actividad Hipoglucemiante

Momordica charantia posee una amplia gama de metabolitos bioactivos, incluyen
alcaloides, flavonoides, terpenoides, saponinas, polifenoles y esteroides, entre otros, que
contribuyen a su efecto hipoglucemiante. Entre ellos, los alcaloides son compuestos con varias
actividades bioldgicas, destacan por su capacidad para retardar la digestion de carbohidratos, lo
que disminuye la velocidad a la que la glucosa ingresa al torrente sanguineo. Los flavonoides,
tienen una gran capacidad antioxidante, protegen las células del pancreas que producen insulina,
favoreciendo su buen funcionamiento. Otros compuestos, como los terpenoides en especial la
charantina, estimulan la liberacién de insulina y aumenta la respuesta de los tejidos a esta
hormona, facilitando el control de la glucosa. Las saponinas también son importantes en la
reduccion de la absorcién de glucosa en el intestino y genera la secrecion de insulina. De igual
manera, los polifenoles, tienen propiedades antioxidantes, protegen las células y promueven la
sensibilidad a la insulina. Finalmente, los esteroides, han demostrado tener una mayor aceptacion
del cuerpo a la insulina, facilitando asi un control de los niveles de glucosa en los tejidos.

(Andrade et al., 2012)

1.5.5. Métodos de Extraccion y Caracterizacion Fitoquimica

Para aislar y caracterizar los metabolitos bioactivos de Momordica charantia, se emplean
diversas técnicas de extraccion, tanto convencionales como no convencionales. La maceracion es
un método convencional, requiere la extraccion de los compuestos bioactivos utilizando
solventes como metanol, cloroformo, etanol y agua. En cambio, las técnicas no convencionales,

como la extraccion por ultrasonido o microondas, son més eficientes y rapidos.
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1.5.6. Relevancia del Estudio en el Contexto Ecuatoriano

Momordica charantia ecuatoriana, a pesar de ser utilizado tradicionalmente en varias
culturas no ha sido estudiada a profundidad, esto genera una oportunidad para investigar
cientificamente su composicion fitoquimica y su potencial terapéutico, tomando en cuenta que

esta se ve afectada debido a las variaciones climaticas de su ecosistema.

En Ecuador, la MC es utilizada en ciertas regiones de manera artesanal en infusiones o
como té, pero aun no se han realizado analisis exhaustivos de ella, generando asi una
oportunidad para desarrollar un analisis de la fitoquimica de la planta y su potencial
antidiabético, considerando que esta puede haber sido alterada debido a las variaciones

climaticas a comparacion de la procedencia de la planta.

El desarrollo de una metodologia estandarizada para la extraccién y caracterizacion de los
metabolitos bioactivos de Momordica charantia ecuatoriana es crucial para sentar las bases para
futuros estudios clinicos. Estos estudios podrian determinar la eficacia y seguridad de la planta
como tratamiento alternativo para la diabetes en la poblacion ecuatoriana, contribuyendo a

mejorar la salud y el bienestar de las personas que viven con esta enfermedad.

Este proyecto de investigacion se alinea con los crecientes esfuerzos globales para
explorar el potencial terapéutico de las plantas medicinales. Al centrarse en la Momordica
charantia ecuatoriana, este estudio no solo contribuird al conocimiento cientifico sobre esta
planta, sino que también podria tener un impacto significativo en el desarrollo de un tratamiento

natural, accesible y eficaz para la diabetes en Ecuador.



Capitulo 2
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2.1. Metodologia

2.1.1. Ubicacion de la investigacion
El estudio se realizo en la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) en la ciudad
de Guayaquil, Ecuador, altitud aproximada de 97 metros sobre el nivel del mar, temperatura

promedio de 27°C y humedad relativa de 65-75 %.

La cosecha del material vegetal de Momordica charantia provino principalmente de
Santo Domingo y Guayas, estas son provincias costeras del Ecuador. Santo Domingo cuenta con
un clima tropical, una temperatura promedio de 23.3°C y humedad relativa de 87.3%, mientras

que Guayas presenta una temperatura promedio anual de 25°C y humedad relativa de 77,8%.

2.1.2. Duracion

Este proyecto de investigacion se desarrollé durante un periodo aproximado de cinco
meses (septiembre-enero), contados desde su aprobacion, durante el 11 PAO 2024. El muestreo
de la primera fase comenzo el 18 de septiembre del 2024 y finalizé el 30 de septiembre, para la

segunda fase el muestreo inici6 el 12 de noviembre y concluy6 el 10 de diciembre del 2024.

2.1.3. Diagrama del proceso

La Figura 1 muestra los pasos involucrados en el proceso experimental, que va desde la
etapa del tratamiento fisico de la materia prima, continuando por el proceso quimico que incluye
el uso de solventes polares y no polares para las extracciones y, posteriormente, concluye con
una caracterizacion fitoquimica como método cualitativo y finalizando con el método de Folin-

Ciocalteu para la cuantificacion de polifenoles.



Figura 1
Diagrama del proceso experimental

Recoleccion
de la fruta
madura

ﬁ Molienda ﬁ

Extraccion no Extraccion
convencional convencional
(ultrasonida)

Y
Extraccion 2 Extraccion Maceracion 1 Maceracion 2
(etanol al 70%) (Metanol y (Metanol y (etanol al
Cloroformo) Cloroformo 1:1) 70%)

_ |Caracterizacion| _

7| fitoguimica |
Cromatografia
en Columna

Prueba de
Folin Ciocalteu

2.2. Materiales, equipos y reactivos

2.2.1. Materiales

14

Filtro, agitadores de vidrio, espatulas, vidrio reloj, vasos de precipitacion, recipientes de

aluminio, frasco de vidrio, embudos Buchner, matraces Kitasato, embudos de decantacion, tubos
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de ensayo, pipetas volumétricas, peras, algoddn, arena, columnas cromatograficas, balones de

destilacion, papel aluminio y matraces aforados.

2.2.2. Equipos
En el Laboratorio de Sintesis y Caracterizacion Quimica, se dispuso de una balanza
analitica (Radwag), licuadora (Oster), molino manual (Corona), bomba de vacio (Gast), estufa

(Barstead), Bafio ultrasonico digital pro+ y un espectrofotometro (Thermo scientific).

En el Laboratorio de Analisis Quimico e Instrumental se utilizé un rotavaporador (Buchi)

y un Vortex mixer (Fisher scientific).

2.2.3. Reactivos

Metanol, cloroformo, etanol al 70%, &cido clorhidrico al 1%, &cido sulfurico concentrado,
acido acetico concentrado, &cido galico, reactivo de Kellér-kilani, reactivo de Dragendorff,
reactivo de Mayer, reactivo de Wagner, reactivo de Hager, reactivo de Folin-Ciocalteu, extracto
de Ixora, hidréxido de sodio al 10 y 5%, amoniaco al 2%, tricloruro de hierro al 5%, silica gel,

carbonato de sodio y agua.

2.3. Tratamiento de materia prima

2.3.1. Recoleccion de la fruta de Momordica charantia
Se cosecho manualmente 5 kg de la fruta madura de Momordica charantia y se la coloco
sobre papel absorbente para evitar que los liquidos de la fruta se concentren, fermenten y

terminen degradando la materia vegetal (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
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Figura 2

Referencia al tamafio de la fruta de Momordica charantia con una moneda de $0,25

2.3.2. Secado

Al material vegetal recolectado en estado maduro se limpio retirando los tallos, hojas e
impurezas. Luego, fue separada en corteza, semillas y puestas colocandolas en papel aluminio
para llevarlas al secador de bandejas a una temperatura de 40 °C por 15 horas (Figura 3). Las
semillas fueron secadas por segunda vez siguiendo las mismas condiciones de temperatura y
tiempo. Se registraron los pesos antes y después del secado para la determinacién de la humedad

usando la siguiente ecuacion:

ot Humedad — Materia vegetal himeda [g] — Materia vegetal seca[g] % 100 (1)
oHumedad = Materia vegetal himeda [g]

ZIiV:1 Xi 2
N

%Humedad total =

Siendo N el nimero de bandejas por cada parte de la materia vegetal.

La corteza seca se la almacen6 en fundas etiquetadas y las semillas se las colocd en un

recipiente de aluminio para la siguiente etapa.
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Figura 3

Secado de la corteza y semilla de Momordica charantia

2.3.3. Molienda

El material vegetal seco fue pulverizado. La corteza fue procesada con una licuadora,
logrando un polvo muy fino (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) y para las s
emillas se utiliz6 un molino manual, obteniendo una consistencia pastosa (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). Por consiguiente, se registro el peso de las partes ya

molidas y pulverizadas usando una balanza analitica.

2.3.4. Tamiz

La corteza pulverizada fue colocada en tamices (jError! No se encuentra el origende lar
eferencia.) con la finalidad de homogenizar el tamafio de las particulas. En caso de haber
materia vegetal con un tamafio superior al deseado, este se trituré de nuevo en la licuadora y se

volvio a tamizar.
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2.4 Extraccion Convencional

2.4.1. Extraccion por maceracion

Se realizé una maceracion utilizando 523,06 gramos de material organico seco y 1 litro
de una mezcla de metanol y cloroformo (1:1) hasta completar 3 extracciones (jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia.). Posteriormente, se cambio el solvente a etanol al 70%
para una segunda maceracion, utilizando el material organico seco sobrante hasta completar las 3
extracciones. (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
En ambos casos el procedimiento es el mismo, se dejo reposar la mezcla por 24 horas, seguido
de filtracion al vacio, recolectando cada extracto y repitiendo el proceso tres veces. Al finalizar,
la materia organica filtrada de la primera maceracién se seco en una estufa a 40 °C durante 6
horas para eliminar posibles restos de solventes y se realizd el cambio con el solvente

correspondiente (etanol 70%) a la segunda maceracion.

2.5.Extraccion no convencional

2.5.1. Extraccién por ultrasonido

Se realizaron extracciones por ultrasonido por triplicado, utilizando dos solventes
diferentes en funcion de la polaridad. La primera extraccion, se utilizaron 87.5 gramos de
material organico seco y 175 ml de una mezcla de metanol y cloroformo (1:1), sometiendo la
mezcla a un bafio ultrasénico durante 30 minutos (jError! No se encuentra el origende lar
eferencia.). Luego se filtrd al vacio y la materia organica se seco en una estufa a 40°C durante 4

horas, repitiendo este procedimiento dos veces mas, recolectando los extractos en cada etapa. La
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segunda extraccion se utilizo el material organico seco de la primera extraccion con 175 ml de

etanol al 70% como solvente, siguiendo el mismo procedimiento de la primera extraccion.

2.6.Técnicas

2.6.1. Filtracion al vacio

Se realiz6 filtracion al vacio en cada etapa de cada maceracion; para ello se utilizé un
embudo Bichner, papel filtro, un matraz Kitasato y una bomba de vacio (jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia.). Los extractos filtrados fueron medidos con una probeta y
almacenados en refrigeracion para su posterior evaporacion, y los solidos retenidos fueron

pesados.

2.6.2. Concentracion

Luego se tomd los extractos y se los colocd, uno a la vez, en un balén de fondo redondo
de acuerdo con el volumen de cada extracto en el rota-evaporador a una temperatura en bafio
maria de 40°C, debido a que los flavonoides son compuestos fundamentales de los polifenoles
totales y se empiezan a degradar a partir de esta temperatura. Se ajustd una revolucion de 40-60
RPM, con control manual de la presion hasta extraer todo el solvente obteniendo un sélido

(Figura 4).
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Figura 4

Equipo Evaporador rotatorio o rota-evaporador

12 O X R

2.7.Caracterizacion fitoquimica cualitativa
Para cada prueba se utilizaron 500 uL de extracto concentrado (19/10mL) en un tubo de

ensayo Y se realizaron las siguientes pruebas:

2.7.1. Prueba para deteccion de alcaloides

¢ Reactivo de Dragendorff. Se agregd 1,5 ml de HCl al 1% y 3 gotas de reactivo de
Dragendorff, la aparicion de un precipitado de color rojo anaranjado indico la
presencia de alcaloides.

e Reactivo de Mayer. Se agregd 1,5 ml de etanol y 3 gotas del reactivo de Mayer, la
aparicion de un precipitado de color crema indica la presencia de alcaloides.

e Reactivo de Wagner. Se afiadieron 2 gotas del reactivo de Wagner, la aparicion de un
precipitado marrdn rojizo o coloracion en la interfase indica un resultado positivo.

e Reactivo de Hager. Se afiadieron 2 gotas del reactivo de Hager, el precipitado o

coloracion amarilla indica la presencia de alcaloides.
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2.7.2. Prueba para deteccion de fenoles (Flavonoides, taninos)

e Prueba de NaOH-4cido. Se agrego 1,5 ml de etanol y luego 3 gotas de solucién de
NaOH al 10%. Una coloracion amarilla o anaranjada indico la presencia de
flavonoides. Para confirmar se afiadié 5 gotas de &cido clorhidrico diluido (HCI) al
1% a la mezcla, hasta que el pH volvio a ser neutro o ligeramente &cido pH (6-7). La
desaparicion del color confirmd la presencia de flavonoides.

e Test de FeCls. Se agregd 1 ml de FeCls al 5%. Un color verde oscuro, negro o azul
sugirio la presencia de compuestos fendlicos.

e Prueba de Ixora (flavonoides). Se afiadié 2 gotas del extracto de Ixora al tubo de

ensayo. EI cambio de color a amarillo, anaranjado o rojo indicé un resultado positivo.

2.7.3. Prueba para deteccion de terpenoides
e Prueba de Salkowski: Se afiadié 0,5ml de cloroformo a la muestra. Luego, se agrego
cuidadosamente 0,5 ml de &cido sulfarico concentrado. Una coloracién marrén rojiza

en la interfaz indic6 la presencia de terpenoides.

2.7.4. Prueba para deteccion de saponinas
e Prueba de la espuma. Se afadi6 1,5 ml de agua destilada, luego se lo agitd
vigorosamente durante 3 minutos. La formacién de espuma, que persiste al calentar

en bafio maria, indico la presencia de saponinas.

2.7.5. Prueba para deteccion de esteroides
e Prueba de Liebermann-Burchard. Se afiadié 0,5 ml de 4cido acético a la muestra. Por

consiguiente, se enfrio la solucion con hielo y se agregé cuidadosamente 0,5ml de
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H2SO4 concentrado. El desarrollo de color de violeta a azul o verde azulado indica la
presencia de un anillo esteroideo, es decir, la porcion aglicona de los glucésidos

cardiacos.

2.7.6. Prueba para deteccion de glucosidos antraquinénicos
e Reaccion con hidréxido de sodio y amoniaco: Se agregd 0,4ml de hidroxido de sodio
al 5% y 0,4ml de amoniaco al 2%. La coloracion rojiza indic6 un resultado positivo y

la coloracion verde, un resultado negativo.

2.7.7. Prueba para deteccion de glucésidos cardiotonicos
e Reaccion de Kellér-Kilani: Se afadio 0,5ml del reactivo kellér-Kilani a cada extracto.

La aparicion de un anillo marrén o rojizo en la interfase indico un resultado positivo.

2.8. Cromatografia en columna

2.8.1. Técnica de slurry

A cada extracto se realiz6 cromatografia en columna utilizando silica (SiO2) como fase
estacionaria y mezclas de cloroformo, metanol y agua como eluyentes en diferentes proporciones
(Tabla 2). Se utilizaron columnas cromatograficas de 1,0 cm de didmetro y longitud de 30cm
(Figura 5). Primero se compactd una pequefia cantidad de algodon en el fondo de la columna,
luego se prepard una suspensién de 4g de silica con 10ml de cloroformo, se retird el excedente
del diluyente sin secar la silica, seguido se coloc6 una capa de arena de 3 mm y 500 pl del

extracto (100 mg/ml).
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Se abrio la llave de paso hasta visualizar que el extracto alcanzd la interfase entre la arena
y la silica gel. Posteriormente iniciamos el proceso de separacion con los solventes de menor
polaridad; colocandolos cuidadosamente por la pared interna de la columna para no dafar la capa
de arena. Se control6 el flujo del solvente hasta que alcanzo la interfase entre la arena y la silica
gel, se procedio a colocar el proximo solvente y retirar el volumen del eluyente presente en la
silica gel. Por cada fase movil se obtuvo una fraccidn recolectada en un tubo de ensayo y
finalmente colocada en un baldn para su concentracién en el rotavapor, obteniendo un total de 8

fracciones por cada extracto, colocando el solido en tubos Eppendorf. (M. Kaminski et al., 1982)

Figura 5

Elaboracion de columna cromatogréafica

Tabla 2

Fases méviles de cromatografia en columna

Fase movil Proporcion
Cloroformo 100
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Cloroformo: Metanol 70:30
Cloroformo: Metanol 50:50
Cloroformo: Metanol 30:70
Metanol: Agua 70:30
Metanol: Agua 50:50
Metanol: Agua 30:70
Agua 100

2.9. Cuantificacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Se realizd la curva de calibracién, agregando a cada disolucion de agua y acido géalico
250uL del reactivo de Folin-Ciocalteu, luego se agito por 5 miny agregd 750uL de Na,COs al
20%, se agitd con el uso de un vortex, luego se dejé reposar las muestras en oscuridad y
refrigeracion. Por consiguiente, se midieron las absorbancias en el espectrofotometro a760nm

obteniendo la ecuacidon de la curva de calibracion siguiendo la siguiente estructura:

y=bx+a 3)

Donde:

a, b = se obtiene de la curva de calibracion del acido galico

y = absorbancia

X = Concentracidn de fenoles (ug/ml) o Equivalente de acido géalico

Para la cuantificacion de polifenoles, se disolvieron las muestras colocadas en tubos
Eppendorf hasta 1ml, de las cuales se tomaron alicuotas de 667 uL de cada fraccion y se
colocaron en tubos de ensayo con 333 uLL de reactivo de Folin Ciocalteau 1N, se dejo reposar

por 5 minutos y luego se adicion6 1000 L de carbonato sodico (Na2COz) al 20%, se agitd en un
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vortex por 5 minutos a velocidad con un nivel de 8 y se dejo reposar por 2 horas en la oscuridad
a temperatura ambiente para finalmente leer las absorbancias en el espectrofotometro a 760nm.

(Garcia Martinez Eva et al., n.d.).

Ademas, se realizaron los calculos para determinar la cantidad de polifenoles totales

utilizando la ecuacion (4):

GAE xV x FD
CFT = — (4)

Donde:

CFT = Contenido fendlico total equivalente de acido galico (GAE/Q)
GAE = Equivalente de acido galico (ug/ml)

V = volumen de la muestra (ml)

FD = Factor de dilucién

W = Peso de la muestra (g)

La curva de calibracion del acido galico se prepar6 mediante diluciones sucesivas de una
solucion estandar de 100 ug/ml, obteniendo concentraciones finales en el rango de 0 a 20 ug/ml.
Para cada dilucion, se utiliz6 un volumen especifico de la solucion estandar en el rango de 0 a
200uL. A cada mezcla se afiadieron 500 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (1N) y 500 pL de
Na2CO03 al 20% y se completd un volumen total de 2 ml con agua destilada (Garcia Martinez

Evaetal., n.d.), asegurando la misma proporcion de reactivos en todas las muestras.



2.10. Disefio experimental

El disefio experimental es un disefio factorial completamente aleatorizado, en el cual se
evaluaran dos factores: el tipo de extraccion y el tipo de solvente, ambos con dos niveles. Los

niveles del factor de extraccion son maceracion y ultrasonido, mientras que para el factor de

solvente se utilizaran cloroformo:metanol (1:1) y etanol:agua (7:3). La combinacion de los

niveles de ambos factores genera un total de 4 tratamientos experimentales, cada uno con 3
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réplicas, lo que resulta en 12 experimentos en total (Tabla 3). Las muestras seran procesadas de

manera aleatoria para minimizar sesgos y garantizar la validez de los resultados.

Tabla 3

Descripcion del disefio experimental

Experimento Factor A Factor B Réplica
Meétodo de extraccion Solvente
1 Maceracion Cloroformo-metanol 1:1 1
2 Maceracion Cloroformo-metanol 1:1 2
3 Maceracion Cloroformo-metanol 1:1 3
4 Maceracién Etanol-agua 7:3 1
5 Maceracion Etanol-agua 7:3 2
6 Maceracion Etanol-agua 7:3 3
7 Ultrasonido Cloroformo--metanol 1:1 1
8 Ultrasonido Cloroformo-metanol 1:1 2
9 Ultrasonido Cloroformo-metanol 1:1 3
10 Ultrasonido Etanol-agua 7:3 1
11 Ultrasonido Etanol-agua 7:3 2
12 Ultrasonido Etanol-agua 7:3 3
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Con este disefio experimental se busco evaluar como la cantidad de polifenoles extraidos

en mg de equivalente de acido acético por gramo de muestra se ven influenciados por el tipo de

solvente y el método de extraccion. En la Tabla 4 se muestran las variables que forman parte de

la fase experimental.

Tabla 4

Tipos de variables del proceso experimental

Tipo de variable

Variable

Caracteristicas

Independiente

Tipo de extraccion

Tipo de solvente

Maceracion y ultrasonido
Polaridad alta
(cloroformo)

Polaridad media (etanol)

Polaridad baja (metanol-

agua)

Dependiente

Contenido de polifenoles (mg
GAE/qg)

Presencia de metabolitos
secundarios

Determinado como
equivalentes de &cido
galico (GAE)

Positivo 0 negativo

Controlada

Temperatura
Relacion muestra 1g: solvente
10ml

Max. 40°C
1:2
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2.10.1. Analisis estadistico
Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) con la finalidad de evaluar el efecto principal
de los métodos y solventes utilizados en la extraccion de polifenoles presentes en la fruta de
Momordica charantia, asi como su interaccion, se analiz6 si su combinacion influye
significativamente en los resultados. Ademas, se generaron graficos de interaccion para
visualizar como varia la concentracion de polifenoles dependiendo del método y el solvente

utilizado, considerando las tres réplicas.

2.10.2. Simulacion del proceso

La simulacion del proceso se realizé utilizando el software Aspen Plus, empleando un
enfoque de modelaje continuo para representar las etapas de extraccion de los metabolitos
bioactivos de MC. EI modelaje incluyo la identificacion y simulacién detallada de las etapas
clave, como el secado, triturado, mezcla de solventes y materia prima, la evaporacion y la
separacion de componentes, ademas del ajuste de las condiciones operativas (Figura 6). A los
equipos se los identifico con la letra “B” y a las corrientes con la letra “S”. La configuracion de
unidades para el proceso fue METCBAR seleccionando como fases validas vapor-liquido. El
método termodinamico empleado fue el IDEAL para los componentes seleccionados que se

mencionan en el siguiente apartado.



Figura 6

Flujograma del proceso

Seleccion del sistema de
unidades en METCBAR

v

Especificacion de los
componentes
convencionales y no
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Seleccidén de métodos y
propiedades fisicas

v

Ingreso de los parametros
para compuestos no
convencionales

v

Definir el diagrama de flujo:
bloques y corrientes

v

Especificacién de las
corrientes del proceso

v

Seleccion de los equipos y
sus condiciones

v

Seleccién de opciones de
convergencia

v

Resumen de resultados
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2.10.3. Ingreso de compuestos

En la simulacion se identificaron los componentes a ser usados en el proceso de
simulacion que son el cloroformo, metanol, etanol, agua, aire (para el proceso de secado) y el
acido galico en representacion a los polifenoles todos identificados como Convencionales, es
decir que sus propiedades fisicoquimicas y sus interacciones con otros componentes son
especificadas por el simulador y el método seleccionado. Ademas, se ingresd un componente No
convencional denominado como SOLID en representacion a la biomasa a ser tratada, para este
elemento se ingresaron las propiedades que fueron HCOALGEN y DNSTYGEN teniendo como
atributos de los componentes a GENANAL, PROXANAL, ULTANAL y SULFANAL; para
completar los atributos se ingresaron valores de humedad, densidad, valor calorifico, tamafio de

particula.

2.10.4. Condiciones necesarias para los equipos de la simulacién

e Secador: Se utiliz6 un secador continuo de tipo Shortcut, utilizando aire como medio
gaseoso para extraer la humedad del material solido. El equipo operd con dos corrientes
de ingreso: una para el flujo del s6lido humedo y otra el flujo del aire caliente, con
presion de 1 atm que permite su secado.
Para configurar su funcionamiento, se ingresaron parametros experimentales como el
porcentaje de humedad promedio de las cascaras y semillas del 72% con un tiempo de
residencia de los s6lidos de 24h y la temperatura de secado de 40°C.

e Molienda: Se realizé siguiendo el método de seleccidn de equipo escogiendo asi el

molino giratorio como el equipo mas adecuado. La funcion seleccionada para este tipo de
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molino fue US Bureau of Mines. Ademas, se configurd el tamafio maximo de particula de
salida de 2mm siendo este parametro obtenido experimentalmente y presion de 1 atm.

e Mezclador (Maceracidn): Se utilizo un tanque con dos corrientes de entrada, una
correspondiente a la materia prima (SOLID) y la otra a los solventes (etanol-agua 7:3),
implementando condiciones meticulosamente controladas, ajustando parametros
experimentales como tiempo de residencia de 24h, temperatura de 30°C, presion de latm.

e Filtro: Se selecciond un equipo de filtracion rotatorio modelo “Solids separator”. Se
ingresd valores obtenidos de la fase experimental de la fraccion de liquido en el liquido
saliente de 0,7 y la fraccion de sélido para el sélido saliente que fue de 0,9 a una presion
de 1 bar.

e Evaporador: Para la fase de evaporacion al vacio se utilizé un separador flash a una
temperatura de 40°C y una presion de 0,05bar para la evaporacion de agua y etanol de los
extractos.

e Separador: Se empled un equipo de separacion de fases con dos corrientes de entrada, el
concentrado y otra del solvente de fase movil (cloroformo-metanol 5:5). Se ingresé
valores de fraccion de separacion para una de las corrientes de salida que fue de 0,4 para
el cloroformo y 0,4 para el metanol indicando que solo una parte del extracto con

polifenoles se separd con la fase movil mencionada.

La simulacion tiene como propoésito evaluar como influyeron las condiciones del proceso
en los resultados de la extraccion, identificando parametros importantes como la temperatura y el
tipo de solvente en cada etapa del proceso. Con esto, se evalud la viabilidad técnica y las

interacciones entre las variables de disefio, destacando la importancia de los métodos de
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extraccion y los solventes utilizados. Ademas, la simulacién integré la informacion experimental

con predicciones, facilitando futuras adaptaciones del proceso.



Capitulo 3
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3.1. Resultados y analisis

3.1.1. Tratamiento de materia prima

Las cascaras y semillas de MC se secaron a 40°C durante 15 y 30 horas, respectivamente,
mostrando porcentajes de humedad del 89% en las cascaras y 52% en las semillas, obteniendo la
curva de secado presente en la Figura 7. Una vez secas, se obtuvo un tamafio de particula entre
180um y 2mm. Este rango de tamafios es adecuado para optimizar la transferencia de masa
durante las extracciones, ya que permite una mejor interaccion del disolvente con la biomasa. Al

final del proceso, se mezclaron tanto las cascaras como las semillas, obteniendo una sola

biomasa para la extraccion.

Figura7

Curva de secado de la fruta

Curva de Secado

y =-2E-06x2 - 0,0003x + 0,3044
0285 R*=0,9871

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)
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3.1.2. Extracciones
Se llevo a cabo dos tipos de extracciones: convencional por maceracion y no convencional

por ultrasonido utilizando cloroformo: metanol (1:1) y etanol al 70 %, cuyos extractos fueron
concentrados a 40°C en un rotavapor y una revolucién de 40-60 RPM, obteniendo asi los datos
recopilados en la Tabla 5. Los resultados indicaron que la maceracion con cloroformo: metanol
alcanzé un rendimiento promedio del 16.6%, siendo el mas alto entre los tratamientos. La
maceracion con etanol al 70% present6 un rendimiento intermedio del 10,7% mientras que el
ultrasonido, aunque mas rapido, logré menores rendimientos, especialmente con
cloroformo:metanol. Estas diferencias se atribuyen principialmente al tiempo de contacto entre el
material y el solvente, destacando la maceracion como la técnica mas eficiente para extracciones

prolongadas.

Los resultados indicaron que la maceracion con cloroformo: metanol alcanzé un rendimiento
promedio del 16,6 %, siendo el més alto entre los tratamientos. La maceracion con etanol al 70
% present6 un rendimiento intermedio del 10,7 %, mientras que el ultrasonido, aunque mas
rapido, logré menores rendimientos, especialmente con cloroformo: metanol. Estas diferencias se
atribuyen principalmente al tiempo de contacto entre el material y el solvente, destacando la

maceracion como la técnica mas eficiente para extracciones prolongadas.



Tabla b

Datos de extractos obtenidos
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Materia

Tipo de organica Solvente  Extracto  Rendimiento Promedio
extraccion Solventes  Réplica g(g) (ml) @) (%)
1 500 1000 98,2064 19,6413
C|0r0f0m:0 2 87,5 175 13,4685 15,3926 15,9470
'Mﬁno 3 87,5 175 11,2063 12.8072
Convencional 1 500 1000 533964 10,6793
Etanol 70% 2 87,5 175 8,9109 10,1839 10,4323
3 87,5 175 9,1295 10,4337
1 87,5 175 2,4780 2,8320
Cloroformo 2 87,5 175 1,9367 2,2134 2,5294
No ﬂemno' 3 87,5 175 2,2251 2,5430
convencional '
1 87,5 175 7,2855 8,3263
Etanol 70% 2 87,5 175 8,5229 9,7405 9,4493
3 87,5 175 8,2681 90,4493

3.1.3. Caracterizacion fitoquimica cualitativa

La caracterizacion fitoquimica cualitativa de los extractos revel6 la presencia de metabolitos

secundarios como alcaloides, fenoles, terpenoides, saponinas, esteroides y glucésidos. Los

resultados se evaluaron mediante pruebas estandar, las cuales se resumen en la Tabla 14, donde

se representan los resultados positivos con un “+” y las negativas con un “-”. Se determiné de

forma cualitativa que, los extractos obtenidos con etanol al 70 % por extraccion convencional

destacaron por su alta diversidad de metabolitos, mostrando resultados positivos en casi todas las

pruebas realizadas, lo que indica su capacidad para extraer compuestos bioactivos de polaridad

media. En contraste, los extractos obtenidos con cloroformo:metanol (1:1) presentaron una

menor variedad de metabolitos secundarios, demostrando la influencia del solvente utilizado en

la extraccion.
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Adicionalmente, las figuras jError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No
se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia.,
iError! No se encuentra el origen de la referencia. ilustran los resultados, resaltando la
importancia de seleccionar solventes adecuados para maximizar la diversidad de compuestos
extraidos y mejorar el proceso de extraccion en funcion de los objetivos de investigacion. Este
estudio demostro que los flavonoides son componentes fundamentales representando alrededor
del 60% de los polifenoles totales, aportando de manera notable a las propiedades antioxidantes
y antihiperglucemiantes del extracto, lo que resalta su importancia como indicadores de la

calidad bioactiva de los extractos (Alina Petre et al., 2023).

3.1.4. Cromatografia en columna

La investigacion utilizé la cromatografia en columna como método para separar compuestos,
implementando un gradiente de polaridad con mdltiples fases mdviles. Este procedimiento
permitio diferenciar los metabolitos segln su afinidad hacia la fase estacionaria, concentrando

posteriormente las fracciones en un equipo rotavapor.

La Tabla 6 registré el peso de cada fraccién evaporada, considerando tres réplicas para cada
solvente y método de extraccion. El analisis reveld que la extraccién no convencional con etanol
al 70%, particularmente en la fase mdvil de agua, obtuvo los pesos mas significativos, con un

promedio de 0,0399g entre sus réplicas.

Este resultado se atribuye a la mayor afinidad de los metabolitos bioactivos de polaridad
media-alta hacia fases moviles mas polares. Las variaciones en los pesos de las fracciones

pueden explicarse por factores como la precision en la preparacion de las fases moviles.
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La aplicacion de diversas proporciones de fases moviles posibilito la separacion de
compuestos en funcion de su polaridad y la eficiencia superior detectada con el solvente etanol al
70%, en combinacidn con fases moviles méas polares subraya su aptitud para lograr metabolitos

secundarios bioactivos de interés.

Tabla 6

Resultados de cromatografia en columna

Meétodo de Solventes R1 R2 R3
extraccion Fase movil (9) (9) (9) Promedio

Cloroformo 0,0532 0,0081 0,0097 0,0237
C-M (7:3) 0,0274 0,0479 0,0264 0,0339
C-M (5:5) 0,0094 0,0058 0,0110 0,0087
C-M (3:7) 0,0144 0,0050 0,0020 0,0071

Cl'_'l" M-A (7:3) 0,0058  0,0060  0,0182 0,0100

' M-A (5:5) 0,0024  0,0023  0,0218 0,0088

M-A (3:7) 0,0071  0,0026  0,0018 0,0038

. Agua 0,0420  0,0069  0,0016 0,0168
Extraccion

((:r‘;g‘c’gp:c'?o”n%' Cloroformo 00121  0,0006  0,0014 0,0047

C-M (7:3) 0,0024  0,0010  0,0032 0,0022

C-M (5:5) 0,0060  0,0032  0,0049 0,0047

EA C-M (3:7) 0,0023  0,0016  0,0047 0,0029

23 M-A (7:3) 0,0045  0,0039  0,0021 0,0035

' M-A (5:5) 0,0465  0,0022  0,0035 0,0174

M-A (3:7) 0,0082  0,0078  0,0065 0,0075

Agua 0,0175  0,0392  0,0431 0,0333

Cloroformo 0,0188 0,0167 0,0457 0,0271

C-M (7:3) 0,0046  0,0203  0,0523 0,0257

C-M (5:5) 0,0088  0,0009  0,0077 0,0058

Extraccion no Y C-M(37) 00018 00031  0,0028 0,0026

convencional 11 M-A (753) 0,0040  0,0011  0,0162 0,0071

(ultrasonido) ' M-A (5:5) 0,0037  0,0083  0,0023 0,0048

M-A (3:7) 0,0071  0,0017  0,0016 0,0035

Agua 0,0082 0,0074 0,0028 0,0061

E-A Cloroformo 0,0037 0,0061 0,0006 0,0035
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7:3 C-M (7:3) 0,0018 0,0080 0,0032 0,0043
C-M (5:5) 0,0012 0,0001 0,0018 0,0010

C-M (3:7) 0,0006 0,0005 0,0085 0,0032

M-A (7:3) 0,0082 0,0039 0,0015 0,0045

M-A (5:5) 0,0057 0,0003 0,0045 0,0035

M-A (3:7) 0,0060 0,0064 0,0069 0,0064

Agua 0,0377 0,0376 0,0443 0,0399

3.1.5. Cuantificacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para determinar la cantidad de polifenoles totales, se elabord la curva de calibracion del

acido gélico siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Las lecturas de absorbancia a

760nm que se ven reflejadas en la Tabla 7, generando asi la Figura 8 de la cual se derivo la

ecuacion de la curva de calibracion.

Figura 8

Curva de calibracién de &cido gélico

Curva de calibracion
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Las muestras fueron preparadas siguiendo la metodologia descrita por Folin-Ciocalteu. Se
tomo una alicuota de cada fraccion, la cual se le coloco el reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, se
afiadio carbonato sdédico al 20% y tras un periodo de reposo en la oscuridad se leyo las
absorbancias a 760nm utilizando un espectrofotometro. Los valores de absorbancia obtenidos se

encuentran en la Tabla 7, junto con los valores de polifenoles totales para cada fraccion.

Ademas, se realizaron los calculos para determinar la cantidad de polifenoles totales

utilizando la siguiente formula:

GAE XV X FD (6)
CFT = T

Donde:

CFT = Contenido fendlico total equivalente de acido galico (GAE/Q)

GAE = Equivalente de cido galico (ug/ml)

V = volumen de la muestra (ml)

FD = Factor de dilucion

W = Peso de la muestra (g)

Posteriormente se realizaron las lecturas de absorbancia de cada fraccion obtenida por
gradiente de polaridad, a partir del extracto producido con diferentes solventes y método de

extraccion. Los resultados se presentan en la siguiente tabla.



Tabla 7

Resultados de cuantificacion de polifenoles por cada fraccion
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R1 R2 R3
Método_ Qe Ease movil CFT CFT CFT
extraccion Absorbancia (mg  Absorbancia (mg  Absorbancia (mg

EAG/g) EAG/g) EAG/g)

- Cloroformo 0,1300 4,5557 0,0985 5,4724 0,0630 2,6755
S C-M (7:3) 1,3200 61,6606 0,9540 40,6333 1,5400 59,8134
= C-M (5:5) 0,7910 85,5992 0,6080 79,5797 0,7695 71,1274
LC) C-M (3:7) 0,7700 109,7440 0,5430 137,0522 0,3640 136,1733
2 M-A (7:3) 0,3160 27,0257 0,4880 40,9450 0,8540 23,8948
g M-A (5:5) 0,0790 14,2601 0,1190 23,8711 0,4930 11,3879
3 M-A (3:7) 0,8400 90,3482 0,6520 127,0983 0,3690 102,3052
= Agua 0,3070 69,1347 0,8970 66,2487 0,3960 73,3733
. Cloroformo 0,0244 5,7114 0,0290 13,9585 0,1690 14,1671
E C-M (7:3) 0,0273 112,0991 0,0661 110,2208 1,1300 180,4917
< C-M (5:5) 0,6340 154,3989 1,3000 350,2423 1,5100 236,9470
'-'CJ C-M (3:7) 0,1430 84,1390 0,4160 160,3442 0,7430 80,3193
2 M-A (7:3) 1,1500 130,6473 0,6740 117,8721 2,5000 194,8242
g M-A (5:5) 0,2710 48,5400 0,4950 113,3132 1,1900 173,8835
§ M-A (3:7) 1,6600 103,8505 1,1700 90,6443 1,4000 110,3321
Agua 1,7870 78,6198 1,8860 61,7610 1,6380 58,4826

- Cloroformo 0,1820 12,1491 0,4390 13,1939 1,0600 13,6369
< C-M (7:3) 0,1801 18,8024 0,1710 12,1465 0,1990 12,3413
= C-M (5:5) 0,7910 68,5766 0,0682 47,7348 1,0600 70,3097
g C-M (3:7) 0,3460 143,5489 0,4330 140,1524 0,4340 77,7690
2 M-A (7:3) 0,8290 105,4904 0,3430 155,1889 1,3100 118,3465
% M-A (5:5) 0,3400 45,7181 0,5190 32,3082 0,2700 57,8122
% M-A (3:7) 0,6300 44,9411 0,1410 38,9866 0,2800 86,3361
Agua 0,1300 27,5411 0,3700 24,9549 0,3340 59,3053

< Cloroformo 0,1080 19,9527 0,1910 22,6540 0,0863 23,7489
UCIJ, C-M (7:3) 0,1400 73,0669 0,5420 52,6130 0,3440 80,2616
29 C-M (5:5) 0,0950 106,2400 0,0300 88,9211 0,3310 91,3911
Qr~ C-M (3:7) 0,2560 188,5954 0,7210 183,0636 0,8620 67,5418
E M-A (7:3) 0,5000 114,4882 2,5000 273,5829 0,8150 276,4824
= M-A (5:5) 0,3700 32,3976 0,0520 50,6643 0,2440 26,5614
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M-A (3:7) 1,1900 101,4320 0,1530 90,6013 1,7800 123,4611
Agua 1,3000 35,3029 0,7980 21,1424 1,7620 30,6199

El andlisis de absorbancias y valores de polifenoles totales revel6 que la extraccion
convencional por maceracion utilizando etanol al 70% como solvente y cloroformo:metanol
(5:5) como fase mavil resulto ser la combinacion més beneficiosa. Esta metodologia presento los
valores més altos de Contenido de Fenoles Totales (CFT) en dos de tres réplicas, mostrando una

notable consistencia en los resultados.

Para las extracciones no convencionales por ultrasonido, los niveles de CFT fueron
inferiores, lo que podria deberse a una reducida extraccién inicial de compuestos fendlicos o a

una selectividad inferior del ultrasonido para estos metabolitos secundarios especificos.

3.1.6. Analisis estadistico de ANOVA

El presente estudio analizo la concentracion de polifenoles totales (CFT) mediante cuatro
métodos de extraccion diferentes. Las figuras jError! No se encuentra el origen de la r
eferencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se encuentra el
origen de la referencia., jError! No se encuentra el origen de la referencia., jError! No se
encuentra el origen de la referencia. incluidas en el apéndice A, revelan variaciones
significativas en la concentracion de polifenoles. Los resultados destacaron la maceracion etanol-

agua como el método mas eficiente, con un promedio de CFT de 116.075 mg GAE/qg.

Por otro lado, los métodos de extraccidn basados en ultrasonido mostraron una menor

eficiencia en la extraccion de polifenoles, sugiriendo una selectividad hacia otros metabolitos. La
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cromatografia reveld variaciones significativas en la concentracion de polifenoles entre las

fracciones, indicando una separacion efectiva.

Adicionalmente, la combinacion mas destacada fue la de maceracion con etanol-agua en
la fraccion F3 (C-M 5:5), alcanzando un valor promedio de CFT de 247.196 mg GAE/qg. Estos

resultados se representan en la

Figura 9 y se resumen en la Tabla 8, evidenciando la influencia del método de extraccién

en la obtencion de compuestos fendlicos.

Adicionalmente, las variaciones observadas entre réplicas podrian suscitar interrogantes
respecto a si estas se originan debido a las diferentes cantidades de materia organica inicial
utilizadas (500 g vs 87.5 g). Sin embargo, el analisis estadistico ANOVA (F = 3.4346, p =
0.0935) demostro que no hay suficiente evidencia estadistica para asegurar que esta variacion en
la cantidad inicial no es la causa de las diferencias observadas. Por lo tanto, las variaciones entre
réplicas pueden atribuirse también a otros factores, como las diferencias en la afinidad de los
compuestos fenolicos hacia las fases moviles, la eficacia del procedimiento de extraccion, a las
variaciones que iba presentando la concentracion de los solventes de cada fase movil debido a la
evaporacion de estos mientras se realizaba la cromatografia en columna 'y a la variedad inicial en

el volumen de fase movil usado para cada extracto.

Tabla 8

Mejor combinacion Método-Solvente - Fraccion

Metodo Solvente Fraccion  Concentracion promedio por CFT promedio por

método de CFT fraccién
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Maceracion E-A F3 116.075 247.196

Figura 9

Distribucion de CFT por fraccion en Maceracion Etanol-Agua

Distribucién de CFT por fraccion en Maceracion_EA
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200
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=
&
o

=
o
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El analisis ANOVA factorial revelé resultados significativos en la extraccion de
polifenoles de Momordica charantia. El método de extraccion, con un valor F de 1.1897 y p-
valor de 0.2782, por si solo, no tiene un efecto significativo en la concentracion de polifenoles

totales extraidos, ya que el p-valor es mayor que el nivel de significancia de 0.05.

Esto se refuerza con la prueba de Tukey HSD confirmé diferencias significativas entre
los solventes cloroformo-metanol (C-M) y etanol-agua (E-A), siendo este Gltimo el que obtiene
los mejores resultados. En contraste, el tipo de solvente influy6 significativamente, con un valor
F de 11.8860 y p-valor de 0.0009, lo que indica que la eleccion del solvente es un factor

determinante en el proceso de extraccion.
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La hipdtesis nula fue rechazada, confirmando la significancia de la diferencia, con un p-

valor ajustado de 0.0009, inferior al nivel de significancia de 0.05. Estos resultados reafirman

que el solvente etanol-agua es el mas eficiente para la extraccion de polifenoles.

Por otro lado, la interaccion entre el método y el solvente no resulté significativa

(F=0.8747, p=0.3521), sugiriendo que ambos factores podrian actuar de manera independiente.

El andlisis entre grupos mostré diferencias significativas (F=4.6501, p=0.0045), evidenciando

variaciones entre los grupos experimentales.

Los resultados detallados se resumen en la Tabla 9, destacando la importancia del

solvente en la extraccion efectiva de polifenoles.

Tabla 9

Resultados de la ANOVA factorial

Fuente de variacion SS df MS F p-valor
Método 4508.8700 1 4508.8683 1.1897 0.2782
Solvente 45046.2000 1 45046.2157  11.8860  0.0009
Método x solvente 3315.0600 1 3315.0559 0.8747 0.3521
Entre grupos 52870.1000 3 17623.3799 4.6501 0.0045
Error 348668.0000 92 3789.8647
Total 401538.0000 95

Debido a que el analisis ANOVA revel6 que el solvente tiene un mayor efecto

significativo, se realizaron comparaciones post hoc para el solvente mediante la prueba de
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comparacion multiple de medias de Tukey (HSD, Honestly Significant Difference). Esta prueba

revelo diferencias significativas en la extraccion de polifenoles entre los solventes cloroformo-

metanol (C-M) y etanol-agua (E-A). La comparacion mostro una diferencia promedio de 43.3235

mg GAE/g, con un intervalo de confianza entre 18.3643 y 68.2827.

Los resultados detallados se presentan en las Tabla 10 y Tabla 11, destacando la

maceracion con etanol-agua en la fraccion F3 como la combinacién mas efectiva. El anlisis

confirma que la seleccion del solvente es un factor crucial en la extraccion de metabolitos

bioactivos.

Tabla 10

Comparacion multiple de medias de Tukey HSD

Grupol Grupo?2 Meandiff p-adj Lower Upper reject
C-M E-A 43.3235 0.0009 18.3643 68.2827  True
Tabla 11

Conclusiones del ANOVA

Aspecto

Resultado

Efecto Global
Mejor método
Mejor Fraccion

Valor F critico (<=0.05)

Significativo
Maceracion_EA
F3

2.7036
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3.1.7. Modelado y simulacion

La simulacidon del proceso de extraccion de polifenoles a partir de Momordica charantia
permitio evaluar la viabilidad técnica y operacional de diferentes equipos que podrian ser
utilizados en un escalamiento industrial. Basdndonos en los valores experimentales obtenidos en
las etapas iniciales, como las condiciones de secado, maceracion y concentracion, se realizé una
modelacién integral del flujo de trabajo desde la materia prima hasta la obtencion del extracto

enriquecido en polifenoles.

3.1.7.1. Secado

El anélisis del secado mostré que un secador de bandejas de aire caliente seria adecuado
para reducir el contenido de humedad del material vegetal, con temperaturas moderadas que
aseguran la preservacion de los polifenoles. La simulacion indico que un equipo de este tipo,
operando a 40 °C, podria procesar eficientemente lotes de gran volumen en tiempos razonables,

asegurando un contenido de humedad residual éptimo para el triturado y la maceracion.

3.1.7.2. Triturado

Los resultados mostraron que un molino de cuchillas giratorio seria adecuado para este
tipo de materia en comparacién con alternativas como molinos de martillos, ya que permite
obtener un tamafio de particula uniforme y adecuado para la extraccion. Esta homogeneidad

maximiza la superficie de contacto entre el solvente y la matriz vegetal.

3.1.7.3. Maceracion
La simulacion destaco la importancia de un tanque de agitacion para realizar la extraccion

solido-liquido. Se encontrd que una relacion sélida/liquido de 1:1 y un solvente hidroalcohdlico
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(etanol-agua 7:3) optimizaban la extraccion de polifenoles. La integracion de este equipo
permitiria manejar volimenes significativos, manteniendo la homogeneidad y evitando la
sedimentacion del material vegetal durante el proceso. Este enfoque garantiza una extraccion

reproducible y consistente.

3.1.7.4. Filtracion

Los resultados indicaron que un filtro prensa seria el equipo ideal para separar el extracto
liquido del residuo solido en un proceso escalado. Este equipo no solo asegura una alta eficiencia
de separacidn, sino que también facilita la recuperacion de solvente retenido en el sélido, lo que

puede ser reciclado en etapas posteriores del proceso.

3.1.7.5. Concentracion del Extracto

La simulacion de esta etapa evidencid que un evaporador al vacio (columna de dos
etapas) seria imprescindible para concentrar el extracto sin comprometer la integridad de los
polifenoles. Operando a temperaturas inferiores a 40 °C y a presiones absolutas cercanas a
0.0787 bar, el evaporador logré reducir el volumen del extracto en un 96%, incrementando la

concentracion de polifenoles hasta niveles éptimos para su posterior purificacion.

3.1.7.6. Separacion de la Fraccion Enriquecida

Esta etapa se la simuld con un equipo de separacion de fases sélido-liquido para obtener
una fraccion altamente enriquecida en polifenoles. Aunque este método es mas costoso, la
simulacion demostrd que en un proceso de escalado podria sustituirse por técnicas de membranas

para una purificacion mas econémica, aunque con menor pureza final.



49

Figura 10

Simulacion del proceso de extraccion en Aspen Plus

%

Tabla 12

Identificacién de los equipos

Identificacion Bl B2 B3 B4 B5 B6
Secador de  Triturador TR Separador
. 24 bandejas de q Filtro Evaporador P
Equipos . . e . . p por
con flujode  cuchilla .. ., (giratorio al vacio .
) . . ) agitacion fracciones
aire caliente  giratorio
Tabla 13
Identificacién de las corrientes
Identificacion S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
Fruta
. Fruta Fruta Ent_rada Salida Aire triturada Solventes Mezcla
Corrientes , Aire . , Etanol:agua solvente-
himeda seca . caliente Max. L.
caliente 73 solidos
2mm
Identificacion S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14
Extracto
. Extracto . Solvente Extracto con Sélidos no Fase
Corrientes Sélido . L.
liquido evaporado concentrado polifenol  separados movil

es




3.1.8. Analisis econémico

Tabla 14

Precio estimado de los equipos para escalar el proceso de extraccion

Equipo

Marca y modelo

Precio (USD)

Referencia

Secador de 24
bandejas con flujo de

WKS-24 trays

$ 3,000-3,500

(Foshan Ike Science
& Technology,

aire caliente Dehydrator 2025)
Triturador de cuchilla (Shanghai Beyond
giratorio BEYOND $17,000-10,000 Machinery, 2025)
Tanque de agitacion EW-MIX101 $800-1,000 (Wuxi Ewater Water
Treatment, 2025)
(Shandong Better
Filtro giratorio RBWL $1,500-2,500  Environmental
Protection
Technology, 2025)
Evaporador al vacio LENO LN $3,000-4,000  (Wenzhou Leno
T-16009 Machinery, 2025)
(Nantong Purui
S?fairgicr’]rege PURUI $10,000-30,000 Technical
Instrument, 2025)
Total $25,300-51,000

Este analisis econdémico superficial proporciona una vision general de la inversion

requerida para adquirir los equipos principales en el escalamiento del proceso de extraccion de

polifenoles con un valor minimo estimado de $25,300 y un maximo de $51,000.
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4.1. Conclusiones y recomendaciones

4.1.1. Conclusiones

El disefio experimental desarrollado demostré ser eficaz en la extraccion de metabolitos
bioactivos con propiedades antihiperglucemiantes. Los extractos obtenidos mediante maceracion
mostraron un mejor rendimiento, con valores entre 10-20% y un valor maximo de 19,6413% al
emplear cloroformo-metanol como solvente, frente al método de ultrasonido cuyos valores de
rendimiento fueron menores entre 2-10%. Adicionalmente, el proceso disefiado es adaptable a
una mayor escala de produccion, lo que facilita su aplicacion en el desarrollo de productos
funcionales como suplementos dietéticos, bebidas terapéuticas y formulaciones farmacéuticas,

promoviendo su inclusion en estrategias de control de sindromes metabolicos en Ecuador.

La implementacidon de técnicas de extraccion convencionales (maceracién) y no
convencionales (ultrasonido) permitié obtener extractos y fracciones enriquecidas en metabolitos
secundarios bioactivos, en especial polifenoles, de la fruta de MC. Se observé que la extraccion
por maceracion, utilizando cloroformo-metanol como solvente, mostré un rendimiento promedio
de 15,9470% entre las tres réplicas realizadas, siendo la primera réplica la que obtuvo un valor
superior de 19,6413%. En comparacion con el ultrasonido utilizando los mismos solventes,
mostr6 un rendimiento inferior. Estos resultados indican que, bajo las condiciones de extraccién

evaluadas, la maceracion favorece la recuperacion de metabolitos bioactivos.

Los anélisis fitoquimicos de los extractos mostraron la presencia de alcaloides, fenoles,
flavonoides, saponinas, glucésidos cardiogénicos y esteroides en los extractos obtenidos

mediante maceracion y ultrasonido con etanol-agua 7:3; mientras que los extractos obtenidos con
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cloroformo: metanol (1:1) mediante ambos métodos se evidencié la presencia de alcaloides,
fenoles, terpenoides, esteroides y glucosidos antracénicos. Los andlisis cuantitativos de
polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu de las fracciones recopiladas por cromatografia en
columna revelaron una alta concentracion de compuestos fenolicos y flavonoides, los cuales
estan directamente correlacionados con su capacidad antioxidante. Las fracciones obtenidas por
cromatografia en columna usando cloroformo-metanol (5:5) como fase movil, a partir del
extracto concentrado de maceracion con E-A (7:3), tuvo un mayor contenido de polifenoles,
alcanzando un valor de 350,2423 mgGAE/g muestra, superando los valores obtenidos por otros

métodos y fases moviles.

El modelado del proceso de extraccion en Aspen Plus permiti6 simular las condiciones
experimentales de la obtencion de fracciones enriquecidas en polifenoles. El anlisis del modelo
indicd que un tiempo de extraccion de 24h y una temperatura de 30°C optimizan la recuperacién
de metabolitos bioactivos, con una eficiencia promedio del 10,1839%. Ademas, el modelo es
escalable y adaptable a procesos industriales usando un factor de escala de 10, asegurando la
reproducibilidad del del disefio experimental. Segun el analisis econdmico, el costo estimado de
inversion para los equipos requeridos (secador de bandejas con flujo de aire caliente, triturador
de cuchilla giratorio, tanque de agitacion, filtro, evaporador al vacio, adsorbedor) asciende a
aproximadamente $26,000-52,000 USD para un sistema con capacidad de procesamiento de 50
kg/dia. Este andlisis sugiere que el proceso es econémicamente viable en aplicaciones a pequefia

y mediana escala, con potencial para ser ampliado en funcion de la demanda.
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4.1.2. Recomendaciones

Se sugiere realizar un andlisis cualitativo de las fracciones obtenidas por cromatografia en
columna con gradiente de polaridad que presentaron una coloracién especifica, mediante
espectroscopia de masas o resonancia magnética nuclear (RMN), para identificar la presencia de
compuestos puros y los grupos de metabolitos a los que pertenecen, de manera que se deberia

asegurar que las fracciones obtenidas se encuentren libre de impurezas para los analisis.

Se recomienda evaluar condiciones experimentales alternativas a las realizadas en este
proyecto, variando la relacion y el tipo de solventes usados, enfocandose en optimizar el proceso
de extraccion. Otros factores importantes que se pueden considerar modificar para futuras
pruebas son la temperatura de extraccion, la cual podria ser mayor que 30°C, y el tiempo de

extraccion, con el fin de maximizar la recuperacion de metabolitos bioactivos.

Se recomienda desarrollar investigaciones en modelos celulares y animales para
confirmar la actividad bioldgica de los extractos y fracciones enriquecidas con polifenoles, asi
como evaluar toxicidad de los compuestos aislados, reforzando de esta manera su posible uso en

el tratamiento de la diabetes, ademas, de su actividad antioxidante y antihiperglucemiante.

Se sugiere llevar a cabo estudios acerca de la estabilidad de los extractos obtenidos bajo
diferentes condiciones de almacenamiento, como temperatura, luz y humedad, para evaluar su
integridad quimica y funcional a lo largo del tiempo. Con el fin de establecer su viabilidad a

largo plazo como productos funcionales y garantizar su efectividad en aplicaciones a largo plazo.
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Apéndice A

Figura Al

Pulverizado de la corteza seca

Figura A2

Molienda de las semillas secas

Figura A3

Tamizado de la corteza seca
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Figura A4

Primera maceracién con cloroformo-metanol 1:1

Figura A5

Segunda maceracion con etanol al 70%

Figura A6

Extraccion por ultrasonido (Réplicas 1y 2)
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Figura A7

Filtracion al vacio de la maceracion (Réplicas 2y 3)

Tabla Al

Datos de la curva de calibracion del acido gélico

Concentracién de acido gélico

Absorbancia

(ug/ml)
0 0,010
1 0,016
2 0,022
3 0,028
4 0,036
5 0,033
6 0,042
7 0,031
8 0,036
9 0,055
10 0,040
50 0,120
100 0,287
200 0,598
300 0,898
400 1,120
500 1,500
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Tabla A2

61

Referencia para los resultados de las pruebas de caracterizacion fitoquimica

Identificador

Pruebas de Caracterizacion fitoquimica

1

1.1

1.2

1.3

1.4

2

2.1

2.2

2.3

Alcaloides
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Hager
Flavonoides, Taninos
Prueba de NaOH-4cido
Test de FeCls
Prueba de Ixora
Terpenoides
Saponinas (Prueba de espuma)
Esteroides (Prueba de Libermann-Burchard)
Glucdsidos antracénicos (Reaccion con hidroxido de sodio y
amoniaco)

Glucosidos cardiogénicos (Reaccion de Kellér-kiliani)
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Figura A8

Reacciones de caracterizacion fitoquimica - Maceracion cloroformo-metanol 1:1 (Réplica 1)

1.1 1.2 13 14 21 22 23 3

Figura A9

Reacciones de caracterizacion fitoquimica - Maceracion con etanol al 70% (Réplica 1)

11 1.2 13 14 21 22 23 3 4 6 7
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Figura A10

Reacciones de caracterizacion fitoquimica - Ultrasonido cloroformo-metanol 1:1 (Réplica 2)

1.1 1.2 1.3 1.4 21 2.2 23 3 4 5 6 ¥/

Figura A1l
Reacciones de caracterizacion fitoquimica - Ultrasonido con etanol al 70% (Réplica 2)

1.1 1.2 1.3 14 2.1 2.2 2.3 3 4 5 6 7




Tabla A3
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Resultados de las reacciones de caracterizacion fitoquimica por triplicado

Extraccién convencional

Extraccién no convencional

Maceracion Ultrasonido
MEtabOI'FOS Pruebas Réplica 2 Réplica 3 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
secundarios
E-A C-M E-A C-M E-A C-M E-A C-M
7:3 1:1 7:3 1:1 73 1:1 7:3 1.1
Prueba de
Dragendroff ) * ) * i * i
Prueba de + + + + + + +
Mayer
Alcaloides
Prueba de
Wagner * * * ) ) ) )
Prueba de Hager - + - - - - -
Prueba de
NaOH - * - * - * -
Fenoles Prueba de FeCls - + - + - + -
(Flavonoides,
taninos)
Extracto de
Ixora + + + + + + +
(flavonoides)
. Prueba de
Terpenoides Salkowski + - + - + - +
Saponinas Prueba de . + ) + ) + )
espuma
Prueba de
Esteroides Liebermann- + + + + + + +
Burchard
Glucosidos Reaccién con
antracénicos ~ NaOH y NH3 * i * * * * *
Glucosidos Reaccién de ) + ) + i + i
cardiogénicos keller-Kilani

*(-) Resultado negativo, (+) Resultado positivo.
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Figura Al12

Caodigo del ANOVA del rendimiento de extraccion usando Google Colab

©

0

import pandas as pd 4+ & @ ¢ |;|_'—_| |

import numpy as np

from scipy import stats
import matplotlib.pyplot as plt

import seaborn as sns

# Crear el DataFrame con los datos
data = {
'Tipo_extraccion': ['Convencional', 'Convencional', 'Convencional',
'Convencional', 'Convencional', 'Convencional’,
'No convencional', 'No convencional', 'No convencional’,
'No convencional', 'No convencional', 'No convencional'],
'Solvente': ['Cloroformo-Metanol 1:1', 'Cloroformo-Metanol 1:1', 'Cloroformo-Metanol 1:1°,
'Etanol 78%', 'Etanol 78%', 'Etanol 78%",
'Cloroformo-Metanol 1:1', 'Cloroformo-Metanol 1:1', 'Cloroformo-Metanol 1:1°,
'"Etanol 78%', 'Etanol 78%', 'Etanol 78%'],
'Materia_organica': [5@@, 87.5, 87.5, 50@, 87.5, 87.5, 87.5, 87.5, 87.5, 87.5, 87.5, 87.5]
"Rendimiento': [19.6413, 15.3926, 12.8072, 10.6793, 10.1839, 10.4337,
2.8320, 2.2134, 2.5438, 8.3263, 9.7405, 9.4493]
¥
df = pd.DataFrame(data)

# 1. ANOVA de un factor para comparar rendimientos entre grupos de materia organica
grupos_materia = [grupo for _, grupo in df.groupby('Materia_organica')[ 'Rendimiento’]]
f_stat, p_value = stats.f_oneway(*grupos_materia)

print("=== ANOVA: Efecto de la cantidad de materia organica ===")
print(f"Estadistico F: {f_stat:.4f}")
print(f"Valor p: {p_value:.4f}")

=== ANOVA: Efecto de la cantidad de materia organica ===
Estadistico F: 3.4346
Valor p: ©.8935



Figura Al13

Caodigo del ANOVA del proceso de extraccion usando Google Colab
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import pandas as pd

import numpy as np

import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt

from statsmodels.stats.anova import AnovaRM

from statsmodels.stats.multicomp import pairwise_tukeyhsd
import scipy.stats as stats

from tabulate import tabulate

from scipy import stats

# Datos organizados por método y réplica
data_by_method = {
"Maceracion_CM": [
[4.5557, 61.6606, 85.5992, 189.7448, 27.8257, 14.2601, 90.3482, 69.1347], # R1
[5.4724, 40.6333, 79.5797, 137.0522, 40.945@, 23.8711, 127.0983, 66.2487], # R2
[2.6755, 59.8134, 71.1274, 136.1733, 23.8948, 11.3879, 102.3052, 73.3733],
1,
"Maceracion_EA": [
[5.7114, 112.8991, 154.3989, 84.139@, 130.6473, 48.5400, 183.8505, 78.6198],
[13.9585, 110.2208, 350.2423, 168.3442, 117.8721, 113.3132, 90.6443, 61.7610],
[14.1671, 180.4917, 236.9470, 80.3193, 194.8242, 173.8835, 110.3321, 58.4826],
1,
"Ultrasonido_CM": [
[1.9469, 18.8024, 68.5766, 143.5489, 105.4904, 45.7181, 44.9411, 27.5411], # R1

# R3

# R1
# R2
# R3

[13.1939, 12.1465, 47.7348, 140.1524, 155.1889, 32.3082, 38.9866, 24.9549], # R2

[13.6369, 12.3413, 76.3097, 77.7690, 118.3465, 57.8122, 86.3361, 59.3053], # R3
1,
"Ultrasonido_EA": [

[19.9527, 73.8669, 106.2400, 188.5954, 114.4882, 32.3976, 101.4320, 35.3829], #

R1

[22.654@, 52.613@, 88.9211, 183.8636, 273.5829, 50.6643, 90.6013, 21.1424], # R2
[23.7489, 80.2616, 91.3911, 67.5418, 276.4824, 26.5614, 123.4611, 30.6199], # R3

1,
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# Crear DataFrame con todas las réplicas
fracciones = [f"F{i}" for i in range(1, 9)]
data_list = []

for metodo, replicas in data_by _method.items():
for i, replica in enumerate(replicas, 1)
for j, valor in enumerate(replica):
data_list.append({
‘Metodo': metodo,
'Replica': f'R{i}"',
'Fraccion': f'F{j+1}",
"CFT': wvalor

)
df = pd.DataFrame(data_list)

# Configurar colores para las réplicas
colors = ['#1f77b4", "#ff7f0e’, '#2cab2c']

# Crear las 4 graficas separadas
fig, axes = plt.subplots(2, 2, figsize=(20, 15))
fig.suptitle('Analisis de CFT por Método, Solvente y Réplica', fontsize=16, y=0.99)

# 1. Maceracion con Cloroformo-Metanol

data_mac_ecm = df[df[ 'Metodo'] == 'Maceracion_CM"]

sns.barplot(x='Fraccion', y="CFT', hue='Replica’, data=data_mac_cm,
palette=colors, ax=axes[8,0])

axes[8,0].set_title('Maceracion con Cloroformo-Metanal')

axes[@,8].set_ylabel ('CFT')

axes[@,0].tick_params(axis="x', rotation=45)
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© 2. Maceracién con Etanol-Agua

o ¥ EH M A
data_mac_ea = df[df[ 'Metodo’'] == 'Maceracion_EA']
sns._barplot(x="Fraccion', y='CFT', hue="Replica', data=data_mac_ea,
palette=colors, ax=axes[8,1])
axes[@,1].set_title('Maceracion con Ftanol-Agua')
axes[@,1].set_ylabel ("CFT')

axes[@,1].tick_params(axis='x', rotation=45)

# 3. Ultrasonido con Cloroformo-Metanol

data_ult_cm = df[df[ 'Metodo'] == 'Ultrasonido_CM']

sns_barplot(x="Fraccion', y='CFT', hue="Replica', data=data_ult_cm,
palette=colors, ax=axes[1,8])

axes[1,8].set_title('Ultrasonido con Cloroformo-Metanol')

axes[1,8].set_ylabel ("CFT')

axes[1,8].tick_params(axis='x', rotation=45)

# 4. Ultrasonido con Etanol-Agua

data_ult_ea = df[df[ 'Metodo’] == 'Ultrasonido_EA']

sns_barplot(x="Fraccion’, y='CFT', hue="Replica', data=data_ult_ea,
palette=colors, ax=axes[1,1])

axes[1,1].set_title('Ultrasonido con Ftanol-Agua')

axes[1,1].set_ylabel('CFT')

axes[1,1].tick_params(axis='x', rotation=45)

# Ajustar el disefio
plt.tight_layout()
plt._show()

# Grafica adicional de promedios

plt.figure(figsize=(10, 6))

averages = {method: np.mean(data_by method[method], axis=1) for method in data_by method.keys()}
df_averages = pd.DataFrame(averages)

df averages.index = [f"Replica {i+1}" for i in range(3)]

for method in df_averages.columns:
plt.plot(df_averages.index, df averages[method], marker='c', label=method)

plt.title("Concentracion promedic de polifencles por réplica y método")
plt.xlabel("Réplicas")

plt.ylabel("Concentracién promedio de polifenoles")

plt.legend()

plt.grid(True)

plt.show()

# Encontrar la combinacidén mas favorable con detalle por fraccién
def analyze best_combinations(data):

# Analisis por método

method_means = {}

method_fraction_means = {}

for method in data_by_method.keys():
# Promedio general por método
values = np.array{data_by method[method]).flatten()
method_means[method] = np.mean(values)

# Promedio por fraccion
fractions_mean = np.mean(data_by method[method], axis=8)

method_fraction_means[method] = {f"F{i+1}": val for i, val in enumerate(fractions_mean)}

# Encontrar mejor método
best_method = max(method_means.items(), key=lambda x: x[1])

# Encontrar mejor fraccidn para cada método

best_fractions = {}

for method in method_fraction_means:
best_fraction = max(method_fraction_means[method].items(), key=lambda x: x[1])
best_fractions[method] = best fraction

[}
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# Encontrar la mejor combinacidn absoluta
best_combination = {

'method': None,

'fraction': None,

'value': float('-inf')

for method, fractions in method fraction_means.items():
for fraction, value in fractions.items():
if wvalue > best combination['value']:
best_combination[ 'method'] = method
best_combination['fraction'] = fraction
best_combination['value'] = value

# Presentar resultados

print("\n=== Analisis de mejores combinaciones ===")

# Mejor combinacion absoluta
best_combo_results = [
["Método", "Fraccion", "CFT promedio”],
[
best_combination[ 'method’],
best_combination[ 'fraction'],
f"{best_combination[ 'value']:.4f}"

1
print("\nMejor combinacién método-fraccion:")
print(tabulate(best_combo_results, headers="firstrow", tablefmt="grid"))

# Visualizar distribucidn por fraccidn para el mejor método
plt.figure(figsize=(12, 6))

best_method_fractions = method_fraction_means[best_combination[ 'method']]
plt.bar(best_method fractions.keys(), best method fractions.values())
plt.title(f"Distribucion de CFT por fraccion en {best_combination[ 'method']}")
plt.xlabel ("Fraccion™)

plt.ylabel("CFT promedio™)

plt. show()

return best_combination, method_fraction_means

# Ejecutar el analisis
best_combo, fraction_means = analyze_best_combinations(data_by method)

# Analisis ANOVA completo
# Encontrar la combinacién mas favorable
def calculate_method_means(data):
method_means = {}
for method in data_by_method.keys()
# Calcular el promedio de todas las réplicas y fracciones
values = np.array(data_by_ method[method]).flatten()
method_means[method] = np.mean(values)
return method_means

method_means = calculate method_means(data_by_method)
best_method = max(method_means.items(), key=lambda x: x[1])

print("\n=== Mejor método (promedio general) ===")
method_results = [
["Método", "Concentracidn promedio de CFT"],
[best_method[@], f"{best_method[1]:.4f}"]
]
print(tabulate(method_results, headers="firstrow", tablefmt="grid"))

# Analisis ANOVA completo
def calculate_anova_stats(df):
# Preparar datos para ANOVA
groups = [group[ 'CFT'].values for name, group in df.groupby('Metodo')]

# Calcular ANOVA
f _stat, p_val = stats.f_oneway(*groups)



def

# Calcular sumas de cuadrados
grand_mean = df['CFT'].mean()
ss_total = sum((df['CFT'] - grand_mean) ** 2)

# SS entre grupos (factor)
ss_factor = sum(len(g) * ((np.mean(g) - grand_mean) ** 2} for g in groups)

# SS dentro de grupos (error)
ss_error = ss_total - ss_factor

# Grados de libertad

df_factor = len(groups) - 1

df_error = len(df['CFT']) - len{groups)
df_total = len(df['CFT']) - 1

# Cuadrados medios
ms_factor = ss_factor / df_factor
ms_error = ss_error /[ df_error

return {
'SS_Factor': ss_factor,
'SS_Error': ss_error,
'SS_Total': ss_total,
'df_Factor': df_factor,
'df_Error': df_error,
"df_Total': df_total,
'MS_Factor': ms_factor,
‘MS_Error': ms_error,
"F_stat': f_stat,
'p_value': p val

calculate_anova_stats(df):
# Preparar datos para ANOVA
groups = [group['CFT'].values for name, group in df.groupby('Metodo')]

# Calcular ANOVA
f_stat, p_val = stats.f_oneway(*groups)

# Calcular sumas de cuadrados
grand_mean = df['CFT'].mean()
ss_total = sum((df['CFT'] - grand_mean) *¥ 2)

# SS entre grupos (factor)
ss_factor = sum(len(g) * ((np.mean(g) - grand_mean) ** 2) for g in groups)

# SS dentro de grupos (error)
ss_error = ss_total - ss_factor

# Grados de libertad

df_factor = len(groups) - 1

df_error = len(df['CFT']) - len(groups)
df_total = len(df['CFT']) - 1

# Cuadrados medios
ms_factor = ss_factor / df_factor

ms_error = ss_error [/ df_error

return {
'SS_Factor': ss_factor,
'SS_Error': ss_error,
'SS Total': ss_total,
'df_Factor': df_factor,
'df_Error': df_error,
'df_Total': df_total,
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'MS_Factor': ms_factor,
'MS_Error': ms_error,
'F_stat': f_stat,
'p_value': p_val

def calculate factorial anova{df):

Calcula ANOVA factorial de dos vias con interaccicn
# Crear factores

metodo_levels = ['Maceracion', "Ultrasonido’]
solvente_levels = ['CM', "EA']

# Preparar datos para andlisis
df[ 'Metodo_Base'] = df['Metodo'].apply(lambda x: x.split('_")[e])
df['Solvente_Base'] = df['Metodo'].apply(lambda x: x.split('_')[1])

# Calcular sumas de cuadrados
grand_mean = df['CFT'].mean()
ss_total = sum((df['CFT'] - grand_mean) ** 2)

# SS para Método
ss_metodo = sum(len(group) * ((group['CFT'].mean() - grand_mean) ** 2)
for _, group in df.groupby('Metodo_Base'))

# 5SS para Solvente
ss_solvente = sum(len(group) * ((group['CFT'].mean() - grand_mean) ** 2)
for _, group in df.groupby('Solvente Base'))

# 5SS para interacciodn
ss_interaction = sum(len(group) * ((group['CFT'].mean() - grand_mean) ** 2)

for _, group in df.groupby(['Metodo_Base', 'Solvente_Base']))
ss_interaction = ss_interaction - ss_metodo - ss_solvente

# SS para error
ss_error = ss_total - ss_metodo - ss_solvente - ss_interaction

# Grados de libertad

df_metodo = len(metodo_levels) - 1

df_solvente = len(solvente_levels) - 1

df_interaction = df_metodo * df_solvente

df_error = len(df) - (len(metodo_levels) * len(solvente_levels))
df_total = len(df) - 1

# Cuadrados medios

ms_metodo = ss_metodo / df_metodo

ms_solvente = ss_solvente / df_solvente
ms_interaction = ss_interaction / df_interaction
ms_error = ss_error / df_error

# Estadisticos F

f_metodo = ms_metodo / ms_error

f _solvente = ms_solvente / ms_error
f_interaction = ms_interaction / ms_error

# p-valores

p_metodo = 1 - stats.f.cdf(f_metodo, df metodo, df_error)

p_solvente = 1 - stats.f.cdf(f_solvente, df_solvente, df_error)
p_interaction = 1 - stats.f.cdf(f_interaction, df_interaction, df_error)

return {
'Metodo’: {

'S5': ss_metodo, 'df': df_metodo, 'MS': ms_metodo,
'"F': f_metodo, 'p': p_metodo
bs
'Solvente’: {
'S5': ss_solvente, 'df': df_solvente, 'MS': ms_solvente,
"F': f_solvente, 'p': p_solvente
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'Interaccion’: {

'SS': ss_interaction, 'df': df_interaction, 'MS': ms_interaction,

'"F': f_interaction, 'p': p_interaction

1
"Error': {
'SS': ss_error, 'df': df_error, 'MS': ms_error
1
'Total': {
'SS': ss_total, 'df': df_total
3

# Realizar ANOVA factorial

results = calculate_factorial_anova(df)
anova_results = calculate_anova_stats(df)

# Presentar resultados en tabla
print("\n=== Resultados del ANOVA Factorial ===")
anova_table = [
["Fuente de Variacion™, "SS", "df", "MS", "F", "p-valor"],
["Método", T"{results['Metodo']['SS"]:.4f}",
str(results[ 'Metodo']['df']),
f"{results[ 'Metodo'][ 'MS"]:.4f}",
f"fresults[ 'Metoda' T['F'1:.4FF",
f"{results[ '"Metodo"]['p']:.4f}"],
["Solvente", f"{results['Solvente']['SS"']:.4f}",
str(results['Solvente']['df']),
f"{results['Solvente'J['MSs"]:.4f}",
f"{results["Solvente'J['F"]:.4F}",
f"{results['Solvente']['p"]:.4f}"],
["Método x Solvente", f"{results['Interaccion']['S5']:.4f}",
str(results['Interaccion']['df']),
f"{results[ "Interaccion']["MS"]:.4f}",
f"{results[ "Interaccion']["F"]:.4f}",
f"{results[ "Interaccion']["p']:.4f}"],
["Entre grupos", f"{anova_results['SS_Factor']:.4f}",
str(anova_results[ 'df_Factor']),
f"{anova_results['M5_Factor']:.4f}",
f"{anova_results['F_stat']:.4f}",
f"{anova_results['p_value']:.4f}"],
["Error", f"{results['Error']['SS"']:.4f}",
str(results['Error']['df']),
f"{results[ "Error']['M5']:.4f}",
T
["Total", f"{results['Total']['sS"]:.4f}",
str(results['Total']['df']),
"]
]
print(tabulate(anova_table, headers="firstrow”, tablefmt="grid"))

# Verificar necesidad de pruebas post-hoc

alpha = 9.05

print("\n=== Evaluacién de Efectos Significativos ===")
significant_effects = []

if results['Metodo']['p'] < alpha:
significant_effects.append("Método")

if results['Solvente']['p'] < alpha:
significant_effects.append("Solvente")

if results['Interaccion']['p'] < alpha:
significant_effects.append("Interaccion Método por Solvente™)

# Realizar pruebas post-hoc si es necesario
if significant_effects:
print("\nEfectos significativos encontrados:")
for effect in significant_effects:
print(f"- {effect}")

print("\n=== Analisis Post-hoc ==
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# Si hay efecto principal del método
if "Método™ in significant_effects:

print("\nComparaciones post-hoc para Método:")
metodo_data = {

}

'Maceracion': df[df['Metodo_Base'] == "Maceracion']['CFT'],
'Ultrasonido': df[df['Metodo Base'] == 'Ultrasonido']["CFT']

tukey_metodo = pairwise_tukeyhsd(df['CFT'], df['Metodo_Base'])

pri

nt (tukey_metodo)

# 5i hay efecto principal del solvente
if "Solvente" in significant effects:

print("\nComparaciones post-hoc para Solvente:")

solvente data = {

¥

'CM': df[df['Solvente Base'] == "CM"]['CFT'],
"EA': df[df['Solvente Base'] == "EA"]['CFT']

tukey_solvente = pairwise tukeyhsd(df['CFT'], df['Solvente Base'])
print{tukey_solvente)

# Si hay interaccion significativa

if "Interaccion Método x Solvente" in significant_effects:

print("\nAnalisis de efectos simples para la interaccion:")

# Comparar solventes dentro de cada método

for metodo in [ 'Maceracion', 'Ultrasonido']:

else:

print("

data_metodo = df[df[ 'Metodo_Base'] == metodo]

t_stat, p_val = stats.ttest_ind(
data_metodo[data_metodo[ 'Solvente Base'] == 'CM"]['CFT'],
data_metodo[data_metodo[ "Sclvente Base'] == 'EA"]['CFT']

)

print(f"\nEfecto del solvente en {metodo}:")

print(f"t-statistic: {t_stat:.4f}")

print(f"p-value: {p_val:.4f}")

\nNo se encontraron efectos significatives. No se requieren pruebas post-hoc.")

# Agregar conclusiones basadas en los resultados

print("\n=== Conclusiones

conclusions
conclusions

conclusions
conclusions
conclusions

")
= [
.append(["Efecto global",
"Significativo" if anova_results['p_value'] < 0.85 else "No significativo"])
.append(["Mejor método", best_method[©]])
.append(["Mejor fraccién", f"{best_combo['fraction']}"])
-append(["Valor F critico (a=6.85)",
f"{stats.f.ppf(0.95, anova_results['df_Factor'], anova_results['df Error']):.4f}"])

print(tabulate(conclusions, headers=["Aspecto”, "Resultado"], tablefmt="grid"))

def calculate factorial anova(df):

Calcula

ANOVA factorial de dos vias con interaccion

# Crear factores

metodo_levels = ['Maceracion', 'Ultrasonido']
solvente_levels = ['CM", 'EA']

# Preparar datos para analisis

df[ '"Metodo_Base']

df[ 'Metodo'].apply(lambda x: x.split('_')[@])

df['Solvente_Base'] = df[ 'Metodo'].apply(lambda x: x.split('_')[1])

# Calcular sumas de cuadrados
grand_mean = df['CFT"].mean()
ss_total = sum((df['CFT'] - grand_mean) ** 2)

# S5 para Método
ss_metodo = sum(len(group) * ((group['CFT'].mean() - grand mean) ** 2)

for _, group in df.groupby('Metodo Base'))



# SS para Solvente
ss_solvente = sum(len(group) * ((group['CFT'].mean() - grand_mean) ** 2)
for _, group in df.groupby('Solvente_Base'))

# SS para interaccioén
ss_interaction = sum(len(group) * ((group['CFT'].mean() - grand_mean) ** 2)

for _, group in df.groupby(['Metodo Base', 'Solvente Base']))
ss_interaction = ss_interaction - ss _metodo - ss_solvente

# S5 para error
ss_error = ss_total - ss_metodo - ss_solvente - ss_interaction

# Grados de libertad

df_metodo = len(metodo_levels) - 1

df_solvente = len(solvente_levels) - 1

df_interaction = df _metodo * df_solvente

df_error = len(df) - (len(metodo_levels) * len(solvente_levels))
df_total = len(df) - 1

# Cuadrados medios

ms_metodo = ss_metodo / df_metodo

ms_solvente = ss_solvente / df_solvente
ms_interaction = ss_interaction / df_interaction
ms_error = ss_error / df_error

# Estadisticos F

f _metodo = ms_meteodo / ms_error

f_solvente = ms_solvente / ms_error

f_interaction = ms_interaction / ms_error

# p-valores

p_metodo = 1 - stats.f.cdf(f_metodo, df_metodo, df_error)

p_solvente = 1 - stats.f.cdf(f_solvente, df_solvente, df_error)
p_interaction = 1 - stats.f.cdf(f_interaction, df_interaction, df_error)

return {
"Metodo": {
'S5": ss_metodo, ‘df': df_metodo, 'MS': ms_metodo,
'F': f_metodo, 'p': p_metodo

s

'Solvente': {
'SS"': ss_solvente, 'df': df_solvente, 'MS': ms_solvente,
'F': f_solvente, 'p': p_solvente

s

'Interaccion’: {
'SS': ss_interaction, ‘df': df_interaction, 'MS': ms_interaction,

'F': f_interaction, 'p": p_interaction

i
'Error': {
'SS': ss_error, 'df': df_error, 'MS': ms_error
1
"Total': {
'S5": ss_total, 'df': df_total
}

=== Mejor método (promedio general) ===

| Métedo | Concentracidn promedio de CFT |
| Maceracion_EA | 116.075 |
ommmmmm oo B et +
=== Analisis de mejores combinaciones ===

Mejor combinacion método-fraccidn:

Fommmmmmmmmm— - e Fommmmmm - +

| Método | Fraccién |  CFT promedio |

| Maceracion_EA | F3 | 247.196 |



Tabla A4

Representacion de las fases méviles para el analisis de las graficas obtenidas del ANOVA

Fase movil Representacion
Cloroformo F1
C-M (7:3) F2
C-M (5:5) F3
C-M (3:7) F4
M-A (7:3) F5
M-A (5:5) F6
M-A (3:7) F7
Agua F8

Figura Al14

CFT de la maceracién con cloroformo-metanol 1:1
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Figura A15

CFT de la maceracién con etanol al 70%

Maceracion con Etanol-Agua
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Figura Al6

CFT de ultrasonido con cloroformo-metanol 1:1
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Figura A17

CFT de ultrasonido con etanol al 70%
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Figura Al18

Concentracion promedio de polifenoles totales por réplica y método

Concentracion promedio de polifenoles

Concentracion promedio de polifenoles por réplica y método
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