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RESUMEN 

Ecuador, debido a su ubicación geográfica privilegiada que abarca la cordillera de los 

Andes, zonas costeras, amazónicas e insulares, posee una biodiversidad excepcional. Además, 

cuenta con un valioso legado de conocimientos ancestrales sobre el uso de plantas medicinales 

por parte de sus comunidades indígenas. A pesar de ello, gran parte de este acervo cultural y 

natural no ha sido estudiado o aprovechado, lo que representa un riesgo ya que pueden perderse 

importantes recursos para la sociedad y la ciencia. Parte de la investigación científica actual se 

ha enfocado en explorar el potencial de ciertas plantas con el propósito de evitar el deterioro de 

los alimentos y extender su vida útil, lo que abre inmensas posibilidades tomando en cuenta la 

diversidad de especies existente. Además, esto coincide con las tendencias emergentes del 

mercado, especialmente con el concepto de clean label en el procesado de alimentos, lo que 

implica la elaboración de productos con ingredientes naturales y reconocibles, en respuesta a la 

creciente demanda de opciones saludables por parte de los consumidores. 

Por tanto, esta tesis tuvo como objetivo evaluar la composición química, así como la 

capacidad antimicrobiana y antioxidante de extractos de tres especies de plantas pertenecientes 

a la biodiversidad ecuatoriana y de los países andinos, empleando tanto métodos in vitro, como 

ensayos en modelos alimentarios, para comprender mejor su efectividad y potencial aplicación 

en la industria alimentaria. 

Se investigó el perfil volátil de Simira ecuadorensis (guápala), Piper carpunya (guaviduca) 

e Ilex guayusa (guayusa) para identificar los compuestos volátiles presentes en la planta y 

comprender su potencial uso en la industria alimentaria. Para ello se obtuvieron cuatro tipos de 

extractos: dos extraídos con agua, uno que posteriormente se liofiliza (H2O) y otro que se 

atomiza (ATOM); uno extraído con etanol (ETOH) y otro con etanol-agua (ETOH-H2O). Mediante 

cromatografía de gases, se determinó que P. carpunya tenía la mayor cantidad de compuestos 

volátiles, seguida por S. ecuadorensis e I. guayusa. Los terpenos (monoterpenos) fueron los 

compuestos predominantes en todas las plantas. 

La evaluación del potencial antimicrobiano de los cuatro extractos para cada una de las 

tres especies se realizó mediante el método de difusión en agar, frente a un total de 20 cepas 

patógenas y de deterioro alimentario. Se encontró que los extractos de S. ecuadorensis 

inhibieron efectivamente el crecimiento de siete cepas bacterianas, destacando su efecto sobre 

Campylobacter jejuni y Shewanella putrefaciens. Por otro lado, los extractos de P. carpunya, 

exhibieron una eficacia similar, inhibiendo el crecimiento de ocho cepas bacterianas, entre las 
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que se destacan Clostridium perfringens y C. jejuni. En el caso de I. guayusa, se observó una 

actividad inhibitoria frente a cuatro bacterias, destacando su actividad frente a Shewanella sp. 

El estudio del potencial antimicrobiano de los extractos se complementó con la 

aplicación de los extractos en alimentos modelo conservados bajo condiciones comerciales. En 

el caso de S. ecuadorensis, el extracto ATOM mostró una baja inhibición de C. jejuni en 

hamburguesas de pollo, pero una alta actividad en caldo de pollo, mientras que el extracto ETOH-

H2O exhibió una alta actividad contra Shew. putrefaciens en productos de pescado. Respecto a 

los extractos ETOH-H2O y H2O de P. carpunya, ambos presentaron efecto sobre C. perfringens 

inoculado en risotto, pero el ETOH-H2O demostró una mayor eficacia frente a C. perfringens, 

bacterias aerobias mesófilas (AMB) y psicrófilas. 

La investigación también evaluó la capacidad antioxidante de extractos de S. 

ecuadorensis, P. carpunya e I. guayusa, mediante los métodos in vitro DPPH, FRAP, ABTS y 

contenido fenólico total. Se observó que los extractos ETOH-H2O de P. carpunya y S. 

ecuadorensis mostraron la mayor capacidad antioxidante, mientras que los de I. guayusa 

mostraron la menor, a excepción del extracto H2O, que presentó el mayor contenido fenólico 

total. Utilizando hamburguesas de cerdo como modelo alimentario, se encontró que la 

incorporación de estos extractos redujo significativamente la oxidación lipídica en las 

hamburguesas de cerdo hasta el día 14 de almacenamiento. Según los resultados obtenidos las 

tres especies poseen un contenido fenólico y una actividad antioxidante media - alta. La 

aplicación de los extractos de estas tres especies en matrices alimentarias también tiene efecto 

sobre sus valores de pH y Aw. 

Los resultados indican que los extractos de hojas de las tres especies estudiadas tienen 

el potencial de ser valiosos ingredientes naturales en la industria alimentaria. Además de 

contribuir a la seguridad microbiológica de los alimentos, estos extractos mejoran la estabilidad 

oxidativa y aportan fitoquímicos bioactivos. De este modo, la incorporación de extractos de 

plantas medicinales puede ofrecer beneficios significativos para la salud de los consumidores, lo 

que los convierte en una opción prometedora para el desarrollo de productos alimenticios 

saludables y seguros. 
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ABSTRACT 

Ecuador, due to its privileged geographical location covering the Andean Mountain 

range, coastal areas, Amazon rainforest, and islands, has exceptional biodiversity. Additionally, it 

holds a valuable legacy of ancestral knowledge regarding the use of medicinal plants by 

indigenous communities. Despite this, a large part of this cultural and natural heritage has not 

been studied or used, which represents a risk since important resources for society and science 

may be lost. Current scientific research has focused on exploring the potential of certain plants 

to prevent food deterioration and extend shelf life, opening vast possibilities given the existing 

species diversity. Furthermore, this coincides with emerging market trends, especially with the 

clean label concept in food processing, which implies the production of products with natural 

and recognizable ingredients, in response to the growing demand for healthy and conscious 

options by of consumers. 

Therefore, this thesis aimed to evaluate the chemical composition, as well as the 

antimicrobial and antioxidant capacity of extracts from three species of plants belonging to the 

Ecuadorian biodiversity and the Andean countries, using both in vitro methods and tests in food 

models to better understand its effectiveness and potential application in the food industry. 

The volatile profile of Simira ecuadorensis (guápala), Piper carpunya (guaviduca), and Ilex 

guayusa (guayusa) was investigated to identify the volatile compounds present in the plant and 

understand their potential use in the food industry. Four types of extracts were obtained: two 

extracted with water, one subsequently freeze-dried (H2O), and one spry-dried (ATOM); one 

extracted with ethanol (ETOH), and another with ethanol-water (ETOH-H2O). Gas 

chromatography determined that P. carpunya had the highest number of volatile compounds, 

followed by S. ecuadorensis and I. guayusa. Terpenes (monoterpenes) were the predominant 

compounds in all plants. 

The evaluation of the antimicrobial potential of the four extracts for each of the three 

species was carried out using the agar diffusion method, against a total of 20 pathogenic and 

food spoilage strains. It was found that S. ecuadorensis extracts effectively inhibited the growth 

of seven bacterial strains, highlighting its effect on Campylobacter jejuni and Shewanella 

putrefaciens. On the other hand, P. carpunya extracts exhibited similar efficacy, inhibiting the 

growth of eight bacterial strains, among which Clostridium perfringens and C. jejuni stand out. 

In the case of I. guayusa, an inhibitory activity was observed against four bacteria, highlighting 

its activity against Shewanella sp. 
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The study of the antimicrobial potential of the extracts was complemented by the 

application of the extracts in model foods preserved under commercial conditions. In case of S. 

ecuadorensis, the ATOM extract showed low inhibition of C. jejuni in chicken burgers but high 

activity in chicken broth, while the ETOH-H2O extract exhibited high activity against Shew. 

putrefaciens in fish products. Regarding the ETOH-H2O and H2O extracts of P. carpunya, both 

showed an effect on C. perfringens inoculated in risotto, but ETOH-H2O demonstrated greater 

efficacy against C. perfringens, aerobic mesophilic bacteria (AMB) and psychrophiles. 

The research also evaluated the antioxidant capacity of extracts from S. ecuadorensis, P. 

carpunya, and I. guayusa using in vitro methods DPPH, FRAP, ABTS, and total phenolic content. 

It was observed that the ETOH-H2O extracts of P. carpunya and S. ecuadorensis showed the 

highest antioxidant capacity, while those of I. guayusa showed the lowest, except for the H2O 

extract, which had the highest total phenolic content. Using pork burgers as a food model, it was 

found that the incorporation of these extracts significantly reduced lipid oxidation in pork 

burgers up to day 14 of storage. According to the results, all three species have a medium to high 

phenolic content and antioxidant activity. The application of the extracts of these three species 

in food models also has an effect on their pH and Aw values. 

The results indicate that leaf extracts of the three studied species have the potential to 

be valuable natural ingredients in the food industry. In addition to contributing to the 

microbiological safety of food, these extracts improve oxidative stability and provide bioactive 

phytochemicals. Thus, the incorporation of medicinal plant extracts can offer significant benefits 

to consumer health, making them a promising option for the development of healthy and safe 

food products. 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Los países que integran la Región Andina son considerados los países con más 

biodiversidad del mundo, lo que representa un enorme potencial de negocios asociados al uso 

sostenible de estos recursos. Lamentablemente gran parte de estos no han sido estudiados, 

otros no han sido aprovechados y algunos de los que sí, se están perdiendo por el poco cuidado 

ambiental. 

Ecuador es un país en el confluyen varios factores como, estar atravesado por la línea 

ecuatorial, presencia de la cordillera de los Andes, zonas costeras e insulares y sus pisos 

climáticos, representados por sus cuatro regiones Amazónica, Andina, Costera y Galápagos [1]. 

Aunque su territorio representa tan solo el 0,06 % de la superficie terrestre global, alberga un 

asombroso conjunto biológico. Este rincón del planeta es hogar de cerca del 16 % de las especies 

de aves a nivel mundial, el 8 % de los anfibios, el 5 % de los reptiles y el 8 % de los mamíferos. 

Además, cuenta con más de 25000 especies de plantas científicamente descritas, entre las 

cuales 5348 son endémicas. Cabe destacar que muchas otras especies aún esperan ser 

formalmente catalogadas [1]. Esta gran diversidad podría explicar el conocimiento ancestral que 

se ha desarrollado sobre medicina tradicional (MT) y el amplio uso que poblaciones, 

principalmente indígenas, han dado y siguen dando, a muchas especies en el ámbito de la salud 

y como ingrediente alimentario [2,3]. Para el ser humano, en las diferentes regiones del mundo, 

el uso de plantas con propiedades medicinales es una muestra de su desarrollo como civilización. 

La inequidad y dificultad de acceso, principalmente económica, a la medicina 

convencional, la influencia cultural e histórica, son algunas de las razones importantes por las 

que muchas personas eligen como alternativa la medicina tradicional (MT), llegando a ser en 

varios países incluso la principal fuente de atención médica. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) [4] menciona que alrededor de 88 % de los países en el mundo recurren a esta alternativa. 

Así mismo, hay grandes preocupaciones relacionadas, como la poca información 

generada en algunas de las especies usadas en la medicina tradicional y su escasa valoración en 

lo que se refiere a su uso sostenible [5]. Otros aspectos importantes, están relacionados con la 

normativa y regulación de estos productos, los derechos de protección de la propiedad 

intelectual y el control de las especies en peligro de extinción [4] que permitan evitar casos como 

el de la Cascarilla o Quina (Cinchona officinalis), usada para tratar la malaria (o paludismo), la 

cual por la sobreexplotación se ha reducido a unos pocos especímenes en toda la provincia de 

Loja (Ecuador) [5,6]. 
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Las preocupaciones expresadas son legítimas y reflejan los esfuerzos de los países por 

fortalecer y legalizar el uso de estos conocimientos. Es esencial asegurar que el saber tradicional 

no se pierda y continúe respaldando tanto el sistema de salud como el entorno alimentario de 

cada región. 

Se estima que en Ecuador aproximadamente el 80 % de la población utiliza la medicina 

tradicional, y por ende plantas o productos naturales, para cuidar su salud básica y su bienestar 

[7].   Esta tendencia no es exclusiva de Ecuador; según datos de la OMS (2013) [4], más de 100 

millones de europeos utilizan la MT y el número de usuarios es mayor en África, Asia, Australia 

y América del Norte. La situación reglamentaria de cada país hace que sea muy difícil establecer 

el mercado mundial de la MT, pero los datos disponibles indican la importancia mundial que 

está tomando este mercado, para ejemplificarlo, solamente en Estados Unidos en 2007 se 

gastaron alrededor de $ 33,9 billones en MT, de los cuales aproximadamente el 44 % (unos $14,8  

billones), se destinaron a productos naturales diferentes a vitaminas y minerales [8]. En el caso 

de Perú, el 45 % de las plantas medicinales exportadas proceden de la Amazonía, el 39 % de los 

Andes y el 16 % de la costa del país. A nivel mundial, los principales mercados para plantas 

medicinales son Alemania, China, Japón, España, Estados Unidos, Francia, Italia y Reino Unido 

[9]. 

Según un informe emitido por Infinium Global Research y citado por Wise y Negrin [10] 

existe un gran interés a nivel internacional por los tés de hierbas y sus propiedades para 

promover la salud y se pronostica para el período 2018–2024 una tasa de crecimiento anual 

compuesta para este rubro de 4,5 % en el mercado mundial. 

Una de las áreas de investigación destacadas, que ha recibido considerable atención a 

nivel global, se centra en explorar el potencial de ciertas plantas como conservantes 

alimentarios. Estos compuestos químicos, que se incorporan a los alimentos, desempeñan un 

papel crucial en prevenir el deterioro y prolongar la vida útil de los productos, abarcando 

propiedades como la seguridad microbiológica y las características sensoriales. Esta categoría 

incluye antimicrobianos, antioxidantes y agentes antipardeamiento [11]. Los agentes 

antimicrobianos evitan y/o controlan la contaminación de microorganismos alterantes o 

patógenos de los alimentos, los antipardeamiento evitan el pardeamiento (enzimático y no 

enzimático) que se puede dar en las etapas de procesamiento de los alimentos y los 

antioxidantes previenen la oxidación de las moléculas, evitando el enranciamiento, cambios de 

color, etc. Los antioxidantes, a pesar de haber mejorado con el tiempo, siguen envueltos en la 

controversia de su seguridad al momento de usarse en alimentos. La abundancia de información 
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disponible actualmente ha convertido a los consumidores en críticos exigentes respecto a los 

alimentos que eligen. Están particularmente preocupados por el uso de aditivos sintéticos y 

buscan activamente productos que prescindan de ellos o que los sustituyan por aditivos de 

origen natural, en línea con la tendencia de los productos clean labels. 

A nivel global, se han llevado a cabo investigaciones científicas sobre especias y otros 

condimentos cuyo uso en la alimentación y sus propiedades conservantes han sido respaldados 

a lo largo de los años, siendo comunes en los hogares. Ejemplos de estos incluyen el ajo, la 

canela, el orégano, el romero, entre otros [12]. Esta realidad abre perspectivas enormes, 

especialmente al considerar el conocimiento y la aplicación tradicional que las comunidades 

indígenas de la región andina y amazónica han dado a ciertas plantas medicinales para mejorar 

las características sensoriales de los alimentos y prolongar su conservación [2]. Estos principios 

se reflejan en prácticas culinarias regionales, como el "Maito", un plato característico de la 

región amazónica ecuatoriana que emplea las hojas de Piper carpunya (guaviduca) como 

condimento. Además, se evidencia en el uso de la hoja de Simira ecuadorensis (guápala) para 

envolver quesos de cabra y mejorar su conservación y palatabilidad [13]. Aunque se ha 

comenzado a explorar este potencial, aún queda mucho por descubrir en la caracterización de 

la biodiversidad en Ecuador y la región Andina.  

La constitución de la República del Ecuador [14], reconoce los saberes ancestrales 

traducidos como conocimientos, prácticas, innovaciones y expresiones culturales de las 

nacionalidades y pueblos indígenas, afroecuatorianos y montubios. Los artículos 385 al 388 

establecen la obligación del Estado de proveer recursos, proteger y promover los conocimientos, 

saberes y técnicas ancestrales, fomentar su investigación, difusión y aplicación, así como, 

reconocer el derecho de las comunidades, pueblos y nacionalidades a la propiedad intelectual 

colectiva de sus conocimientos, saberes y expresiones culturales. 

Estas disposiciones buscan recuperar y valorizar los saberes ancestrales, promoviendo 

la investigación y generación de conocimientos, reconociendo su importancia como parte del 

patrimonio cultural y natural del Ecuador, y buscando garantizar su protección, promoción y 

transmisión a las generaciones presentes y futuras.  

Se han desarrollado varias investigaciones respecto al uso de especies vegetales en 

Ecuador y principalmente en la zona sur. Tene et al. [6] estudiaron 275 especies de las provincias 

ecuatorianas de Loja y Zamora Chinchipe, encontrando 68 diferentes usos terapéuticos. Entre 

estas se encontraron Ilex guayusa Loes. y cinco especies del género Piper, de las cuales se usan 

principalmente las hojas en infusión y sus aplicaciones terapéuticas son como desinfectantes, 
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cicatrizantes de heridas, dolor de cabeza, dolor de estómago, dermatitis, fertilidad en mujeres, 

resaca, entre otras. 

Armijos et al. [2] por su parte consideraron plantas de 23 familias botánicas, usadas en 

medicina tradicional en el sur del Ecuador, para obtener 64 extractos orgánicos, a los cuales se 

determinó el contenido fenólico y su capacidad antioxidante, encontrando que ocho especies 

tenían capacidad antioxidante elevada.  

Otras investigaciones se han enfocado en la obtención de aceites esenciales, su 

caracterización, estudiando su composición y su actividad antibacteriana y antifúngica, tal es el 

caso de Baccharis latifolia, Croton ferrugineus, Piper lenticellosum, Dacryodes peruviana, entre 

otras. 

En la presente investigación se ha considerado el estudio de tres especies vegetales, dos 

de las cuales tienen un amplio uso tradicional en Ecuador (P. carpunya e I. guayusa) y una que 

ha sido muy poco estudiada (S. ecuadorensis). Esta última crece principalmente en el cantón 

Zapotillo y la región de Tumbes del Perú y tiene variedad de usos por las comunidades que 

habitan la mancomunidad bosque seco. 

 A continuación, se revisan los estudios que se han realizado previamente de estas 

especies, que contribuyeron al planteamiento de los objetivos de este trabajo.  

 

Guayusa (Ilex guayusa Loes.) 

I. guayusa es una de las plantas medicinales más conocidas y usadas en el Ecuador [15] 

y con un gran interés y proyección comercial para los mercados mundiales. Frecuentemente se 

prepara como un té, es decir como infusión caliente con hojas secas picadas y presenta 

propiedades estimulantes y antioxidantes [16]. Está distribuida en torno a la cuenca alta del 

Amazonas, en Colombia, Ecuador y Perú, llegándose a encontrar restos arqueológicos en el 

altiplano boliviano [10,16]. Esta planta y su preparación es una expresión del conocimiento 

ancestral de muchas comunidades indígenas del Ecuador principalmente de la región 

Amazónica, ya que ha formado y sigue formando parte muy importante en sus rituales y 

ceremonias. Su uso está relacionado con sus propiedades estimulantes, curativas, eméticas y se 

cree que ayuda a la fertilidad [16,17]. 

Pertenece a la familia Aquifoliaceae, con alrededor de 600 especies distribuidas 

mundialmente, 300 de las cuales se encuentran en el neotrópico [16], el rango de altitud en la 

que se puede encontrar esta especie varía entre los 200 a 2600 metros sobre el nivel del mar (m 

s. n. m) [16,18,19]. 



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

17 
 

Es un árbol perenne de corteza grisácea y rugosa, sus hojas son alternas, ovales de color 

verde oscuro con longitud de entre 8 y 20 cm (Figura 1), produce flores blancas y frutos rojos de 

6 mm de diámetro [20]. Puede crecer de 20 a 30 m [16], aunque los individuos domesticados 

crecen de 6 a 10 m de altura [16,19]. Su reproducción es asexual, tallos sin las hojas son 

plantados para su propagación [20], en suelo de preferencia arcilloso.  

 

 
Figura 1.  Espécimen de guayusa (Ilex guayusa) cultivada en Ecuador. Tomado de Dueñas et al. [16]. 

La guayusa es un producto obtenido de sistemas agroforestales indígenas, en sus 

chacras la cultivan sin el uso de pesticidas o maquinaria pesada. En Ecuador algunas empresas 

exportan las hojas obteniéndolas de comunidades indígenas, pero existe el riesgo de que con el 

aumento de la demanda se pueda optar por prácticas menos amigables con la conservación [10]. 

Después de aproximadamente 3 años de crecimiento del árbol, por las condiciones 

propias de la Amazonía (ciclo de luz constante, altas precipitaciones y temperaturas), las hojas 

se pueden cosechar, generalmente de forma manual dos veces al año, ya que el rebrote de las 

hojas en esas condiciones climáticas es rápido [10]. 

El proceso para preparar las hojas consiste en limpieza, secado y molienda [10]. García-

Ruiz et al. [18] indican que en los procesos industriales se pueden considerar otras dos etapas, 

una de blanqueado o escaldado (inmersión de las hojas en agua caliente o vapor para 

inactivación de enzimas) y la otra de fermentación (reposo para marchitar las hojas con enzimas 

endógenas). 

I. guayusa es una especie poco estudiada. La información que se encuentra está referida 

principalmente a su composición química, contenido de cafeína y a la comprobación de algunas 

de las cualidades que por años se le han atribuido, es decir capacidad antioxidante, 

antimicrobiana, y su incidencia sobre la fertilidad en mujeres. 

Es uno de los pocos árboles que contiene cafeína [17,18], característica que ha 

despertado un gran interés y ha hecho que en pocos años su uso a nivel mundial como infusión 
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o bebida energética se haya extendido. Cadena-Carrera et al. [21] mencionan que las hojas secas 

de esta especie contienen 12,20 ± 3,45 mg de cafeína por gramo, valor próximo al reportado por 

Wise y Santander [22] de 19,08 ± 0,31 mg/g. 

Respecto a su capacidad antioxidante, Pardau et al. [23] encontraron que la guayusa es 

una buena fuente de compuestos fenólicos con propiedades antioxidantes, reportaron 

contenidos polifenólicos totales de entre 54,39 y 67,23 mg GAE por g de masa seca y capacidad 

de captura de radicales peroxilo (ORAC) entre 1773,41 y 2019 μmol TE por g de masa seca, los 

cuales son valores cercanos a los reportados por García-Ruíz et al. [18] (1540,30 μmol TE por g 

de masa seca), que, además, indican valores de DPPH de 32,98 mmol Trolox por 100 g de materia 

seca. 

Rodríguez Aguirre et al. [24] realizaron una extracción de hojas de guayusa con solventes 

de diferente polaridad (etanol, diclorometano y acetato de etilo), encontrando que el extracto 

etanólico presentó mayor actividad antioxidante tanto en el método DPPH como en el ABTS con 

valores de IC50 de 4,58 y 3,82 ppm, respectivamente. García-Ruiz et al. [18] encontraron que 

escaldando las hojas de guayusa aumentó la concentración de compuestos fenólicos, y 

permanecieron similares la de algunos carotenoides y su capacidad antioxidante, al compararlos 

con lo obtenido para la hoja verde sin tratar; mientras que, un proceso de fermentación redujo 

el contenido de estos compuestos bioactivos y mostró menor capacidad antioxidante. Villacís-

Chiriboga et al. [25] identificaron 14 compuestos fenólicos (sobresalen el ácido clorogénico y la 

quercetina-3-O-hexosa), siete carotenoides (luteína como compuesto principal), y concluyeron 

que el contenido fenólico y capacidad antioxidante de las hojas de guayusa dependen de su 

edad, es decir, son mayores en hojas jóvenes.  

También se ha realizado varios estudios para determinar la actividad antimicrobiana de 

esta especie, Busman et al. [26] estudiaron 141 especies de plantas de uso tradicional en el norte 

del Perú y encontraron que la concentración mínima inhibitoria (CMI) para un extracto acuoso 

de I. guayusa frente a Escherichia coli fue de 120 mg/ml, mientras que para el extracto etanólico 

frente a Staphylococcus aureus fue de 16 mg/ml. Por el contrario, Villacís-Chiriboga et al.  [25] 

concluyeron que extractos acuosos e hidroalcohólicos de I. guayusa no presentan actividad 

antimicrobiana frente a estas mismas bacterias. 

Cadena-Carrera et al. [21] realizaron la comparación del efecto antibacteriano 

(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli  y 

Pseudomonas aeruginosa) y antifúngico (Aspergillus fumigatus, Epidermophyton floccosum, 

Microsporum canis, Microsporum gypseum, Rhizopus sp., Trichophyton mentagrophytes, 

Trichophyton rubrum y la levadura Candida albicans)  de extractos de hojas de guayusa usando 

CO2 supercrítico como solvente (SFE), y etanol como cosolvente (a diferentes condiciones de 
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temperatura y presión), además, el método Soxhlet usando como solventes hexano, acetato de 

etilo y etanol, encontrando principalmente, que la mayoría de los extractos (obtenidos mediante 

método Soxhlet con acetato de etilo y etanol, y con SFE a 60 C - 15 MPa y 60 C - 20 MPa) 

presentaron actividad antifúngica principalmente frente a T. rubrum  y que ningún extracto 

mostró actividad antibacteriana (CMI > 1,00 mg/ml) hasta la concentración máxima probada.  

Se han documentado estudios en los que extractos etanólicos de I. guayusa 

demostraron eficacia al inhibir el crecimiento de Porphyromonas gingivalis y Prevotella 

intermedia. Estas investigaciones buscan opciones naturales para reducir la presencia de estos 

microorganismos en la cavidad bucal, con el objetivo de mitigar el riesgo de desarrollar 

periodontitis crónica [27]. 

Kapp et al. [17] evaluaron la toxicidad de I. guayusa y concluyeron que no hay evidencia 

de que el té o bebidas formuladas con guayusa causen efectos adversos para la salud de los 

consumidores. 

La infusión de hojas de I. guayusa ha sido utilizada ancestralmente por poblaciones 

indígenas para el tratamiento de la infertilidad en mujeres [6,20,28]. Estudios realizados por 

Contero et al. [29] exploraron esta propiedad, identificando que los extractos de guayusa 

exhibieron actividad estrogénica en ratas, evidenciada por los niveles aumentados de estradiol 

en la sangre. 

 

Guaviduca (Piper carpunya) 

Otra planta de la Amazonía ecuatoriana con uso etnomedicinal es Piper carpunya [11], 

tradicionalmente se realizan infusiones con sus hojas frescas o secas. En Ecuador se conoce 

como guaviduca, en Perú como carpundia y en Colombia como cordoncillo aromático u oloroso 

[30]. Se le atribuyen efectos antiinflamatorios, antiulcerosos, antidiarreicos, antimicrobianos, 

antiparasitarios y cicatrizantes [31,32]. 

Pertenece a la familia Piperaceae (Figura 2), se la encuentra distribuida entre los 0 y 

2000 m s. n. m. entre los Andes y la Región Amazónica [31,32]. Se han reportado 275 especies 

de Piper en Ecuador, de las cuales 75 son endémicas [32,33]. 

Es un arbusto perenne de unos 2 - 3 m de alto y 3 o más cm de diámetro, corteza externa 

de color verde pálido. Las hojas son de 9 - 17 cm de largo y 5 - 11 cm de ancho, ovalado elípticas, 

simples, alternas y dísticas, de color verde oscuro en el haz y verde más pálido en el envés, 

inflorescencias en espigas de color blanco hasta verde, erguidas, de 7 - 11 cm de longitud y 3 

mm de diámetro [3,31]. 
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Figura 2. Ejemplo de una planta silvestre de guaviduca (Piperaceae, Piper carpunya). Tomada de Yánez et 

al. [34] 

Ballesteros et al. [31] determinaron 21 compuestos del aceite esencial de hojas de 

guaviduca, destacando la piperitona (26,20 %), limoneno (9,50 %), elemicina (7,20 %) y β-

felandreno (5,60 %). Por su parte Vargas et al. [30] encontraron además α-terpineno (12,10 %), 

p-cimeno (10,90 %), 1,8-cineol (13,00 %), safrol (14,90%) y espatulenol (9,80 %) como los 

constituyentes mayoritarios. Las diferencias encontradas entre los trabajos mencionados, 

Ballesteros et al. [31] las atribuyen a que provienen de áreas geográficas diferentes. Valarezo et 

al. [32] reportaron compuestos parecidos a los descritos anteriormente para aceite esencial de 

P. carpunya, pero encontraron valores diferentes en hojas recolectadas en invierno y verano. En 

este mismo trabajo se ha establecido la composición de una bebida tipo infusión con estas hojas, 

encontrando 14 mg/l de 1,8-cineol y 2,43 mg/l de safrol como los compuestos mayoritarios. 

En un estudio realizado por Ballesteros et al. [31] se evaluó la capacidad antioxidante del 

aceite esencial de P. carpunya utilizando el ensayo in vitro de DPPH. Los resultados mostraron un 

valor de 159,80 µg/ml de IC50, el cual fue menor que el del compuesto puro de piperitona, que 

se consideró por ser uno de los componentes mayoritarios del aceite esencial (26,20 %), lo que 

indica una alta bioactividad atribuible posiblemente a interacciones sinérgicas entre moléculas 

o a la significativa actividad biológica de los compuestos minoritarios. Por su parte, Valarezo et 

al. [32] califican como baja la capacidad antioxidante del aceite esencial de esta especie, 

además, indican que la actividad antioxidante in vivo comprobada de ciertos componentes como 

el 1,8-cineol, posiblemente está siendo antagonizada por otros compuestos presentes en el 

aceite esencial. 
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En cuanto a la actividad antimicrobiana de esta planta se han encontrado varios trabajos 

con ciertas aplicaciones, como es el caso de la aplicación en cultivos de rosas. En Ecuador el 

cultivo de rosas representa un rubro muy importante para su economía, que está amenazado 

por enfermedades fúngicas. Cárdenas et al. [35] demostraron la eficiencia de un extracto 

alcohólico de P. carpunya como control biológico contra el hongo Sphaerotheca pannosa var. 

rosae causante de una de las más importantes enfermedades de estos cultivos. Por su parte, 

Rondón et al. [33] probaron el efecto antimicrobiano del aceite esencial de hojas de esta planta, 

encontrando actividad moderada frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella 

pneumoniae con valores de CMI de 100, 200 y 300 μl/ml, atribuyéndolo principalmente al 

contenido de piperitona del aceite esencial. Un valor parecido para K. pneumoniae ha sido 

encontrado por Valarezo et al. [32] que reportan una CMI de 500 mg/ml, atribuyendo este 

potencial a la alta concentración de 1,8-cineol. 

En varios estudios se ha encontrado, además, actividad anticolinesterasa para el aceite 

esencial de esta especie [32], actividad citotóxica que clasifica el extracto alcohólico de P. 

carpunya como extremadamente tóxico en estudios con Artemia salina, diferente a lo que 

reportan Ballesteros et al. [31] que indican seguridad en cuanto a la genotoxicidad aplicando el 

test de Ames. 

 

Guápala (Simira ecuadorensis) 

El género Simira pertenece a la familia Rubiaceae, en América alrededor de 229 géneros 

y 5200 especies representan a esta familia [36]. 

En Ecuador una de las principales representantes de este género crece en los bosques 

secos ecuatorianos, su nombre científico es Simira ecuadorensis, su nombre común es guápala 

en la provincia de Loja, colorado o chuzo en Guayas y colorado sabanero en Manabí [13]. Brota 

a partir de la primera semana de diciembre, alcanzando su mayor expresión en el mes de abril 

[37]. 

S. ecuadorensis es un arbusto o árbol pequeño (Figura 3), crece hasta 10 m de altura, un 

aspecto característico de esta especie es que adquiere una coloración rojiza cuando se cortan y 

exponen al aire, son ramificados y a veces con muchos tallos [13,36]. Tiene hojas simples, 

grandes de hasta 15 cm de longitud por 8 cm de ancho; con flores pequeñas, fruto en cápsula, 

con dos cavidades y numerosas semillas aladas en un extremo [13]. 

Espinoza y Cabrera [38] encontraron que S. ecuadorensis es una de las tres especies más 

abundantes del bosque seco Tumbesino. Es de las más usadas por las comunidades del sector, 

su tronco y ramas, como madera para construcción, cercos, entre otras; y sus hojas frescas como 

forraje y para envolver quesos de cabra (Figura 4), con lo cual, según los comuneros, lo conserva 
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por mayor tiempo y mejora sus características sensoriales [36]. Crece en laderas, orillas de 

cultivos, ríos y quebradas en bosque seco [37]. 

 
Figura 3. Espécimen de Simira ecuadorensis 

 

En Ecuador, los bosques secos, predominantemente localizados en el centro y sur al 

oeste de los Andes, abarcando las provincias de Imbabura, Esmeraldas, Manabí, Guayas, El Oro 

y Loja [39], se encuentran entre los más amenazados. Factores como la extracción de madera, 

la expansión de la frontera agrícola, los incendios forestales, el sobrepastoreo de ganado caprino 

y bovino, la caza y la aplicación inapropiada de métodos de cosecha de miel contribuyen a su 

deterioro [40]. El bosque seco de la provincia de Loja forma parte de la Región Tumbesina, 

situada entre el Océano Pacífico y la Cordillera de los Andes. Esta región abarca el extremo 

suroeste de Ecuador y el extremo noreste de Perú, caracterizándose por altitudes que oscilan 

entre 0 y 1000 m. s. n. m. y una rica diversidad de especies [13,40]. 

 

 
Figura 4. Uso de Simira ecuadorensis en las comunidades de bosque seco en Zapotillo. Queso de cabra en 

hoja de guápala. Tomado de Hostería Mandango Vilcabamba [41] 
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Existe muy poca bibliografía y literatura relacionada a los compuestos que brinda la 

guápala. Rondón et al. [39] realizaron la evaluación fitoquímica de un extracto etanólico de S. 

ecuadorensis, el cual mostró abundante presencia de alcaloides y en menor proporción taninos, 

flavonoides, quinonas, antraquinonas, terpenos y saponinas.  

En cuanto a la participación de esta especie en investigaciones sobre su capacidad 

antibacteriana, Moreira et al. [36] indican que diversas especies del género Simira poseen 

actividad antimicrobiana, la cual está correlacionada con la presencia de sus metabolitos 

secundarios. Por ejemplo, Fonseca et al. [42] y citado por Moreira et al. [36], indican que al 

evaluar la actividad biológica de extractos de las especies Simira glaziovii y Simira sampaioana, 

estos no fueron efectivos frente a Mycobacterium fortuitum y M. malmoense. Ramos et al. [43] 

por su parte, establecieron una CMI de más de 100 μg/ml de extractos de estas mismas especies 

frente a Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium kansasii. Además, se encontraron 

reportes en los que extractos metanólicos de corteza, flores, frutos, hojas y tallos de S. glaziovii 

y S. sampaioana fueron probadas frente al hongo Colletotrichum lindemuthianum, causante de 

antracnosis en frijol, pero no inhibieron el crecimiento del hongo [44]. Asimismo, los hallazgos 

de Rondón et al. [39] demostraron que el extracto etanólico de S. ecuadorensis exhibió 

efectividad contra Vibrio parahaemolyticus, con una CMI de 40 ppm. 

 

Comentarios finales 

La región Andina por sus condiciones geográficas presenta una alta biodiversidad. 

Dentro de ella destaca Ecuador que es considerado un país megadiverso cuya flora y fauna está 

muy poco estudiada, pero posee un gran conocimiento ancestral desarrollado por sus pueblos 

originarios. Se ha logrado documentar los usos curativos o alimentarios de varias especies, 

principalmente de plantas, que en esta zona se dan. Hay un interés mundial por investigar y 

comprobar las propiedades curativas que se otorgan a las plantas medicinales y sus extractos. 

Se ha podido constatar que su uso, principalmente se da como infusión y que comercialmente, 

las hierbas usadas para este fin tienen un crecimiento importante en los mercados mundiales. 

Algunas especies han sido poco o nada estudiadas, más aún si se trata de aplicaciones en 

alimentos, que buscan prevenir la contaminación alimentaria y preservar su calidad. En esta 

revisión se ha evidenciado que los extractos de plantas poseen propiedades antioxidantes, 

antimicrobianas y antifúngicas, por lo que pueden ser alternativas viables a los conservantes 

sintéticos. 

En varias investigaciones se ha evidenciado el efecto inhibidor sobre microorganismos 

patógenos y de deterioro, así como su capacidad para neutralizar radicales libres y proteger a 

los alimentos contra reacciones de oxidación que tienen diversas plantas medicinales y especias, 
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como: manzanilla, hierba mate, sábila, romero, orégano, ajo, cebolla, etc. Los extractos de 

plantas se pueden obtener por varios métodos de extracción y usar de diferente forma como 

aceites esenciales, infusiones, extractos acuosos, extractos etanólicos, etc.  

Los extractos de plantas ofrecen ventajas adicionales en términos de mercado, 

alineándose con la creciente preferencia del consumidor por lo natural, su preocupación por la 

seguridad y sostenibilidad, a diferencia de los conservantes sintéticos. Además, destacan por su 

fácil acceso, ya que se cultivan extensamente en diversas regiones, a veces incluso mediante la 

aplicación de prácticas agroproductivas ancestrales. 

Sin embargo, como se ha mencionado en varias ocasiones en este capítulo, hay especies 

de las que se tiene escasa información científica, otras que para poder aplicarse como extractos 

en alimentos requieren más investigaciones y estudios para comprobar su eficacia en diferentes 

tipos de alimentos y condiciones de almacenamiento. Además, es imprescindible, sobre todo si 

se piensa en una incorporación a productos industriales, considerar aspectos relacionados con 

la estabilidad, la dosificación y aceptabilidad sensorial de los alimentos formulados con extractos 

de plantas. 

 

  



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

25 
 

2. Objetivos del estudio 

 

Objetivo general de la investigación 

Contribuir al estudio de la biodiversidad ecuatoriana, a través de pruebas in vitro y en 

modelos alimentarios de extractos de tres plantas medicinales de la región sur del Ecuador, 

determinando su potencial antioxidante y antimicrobiano. 

 

Este objetivo general puede dividirse en tres objetivos específicos que se materializan a 

través de los capítulos descritos en este trabajo, de la siguiente forma: 

 

Objetivo 1:  Determinar la composición de compuestos volátiles de cuatro extractos de hojas de 

I. guayusa, P. carpunya y S. ecuadorensis, plantas provenientes de la región Andina 

y Amazónica. 

 

Objetivo 2:  Determinar la actividad antimicrobiana in vitro, de cuatro extractos de hojas de I. 

guayusa, P. carpunya y S. ecuadorensis y su eficacia para inhibir el crecimiento de 

microorganismos patógenos y/o alterantes en modelos alimentarios.  

 

Objetivo 3: Medir el efecto antioxidante de extractos de I. guayusa, P. carpunya y S. 

ecuadorensis in vitro y durante el almacenamiento en matrices alimentarias a las 

que se incorporaron como ingredientes. 
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CAPÍTULO 1 

 
CARACTERIZACIÓN VOLÁTIL DE SIMIRA ECUADORENSIS, PIPER 

CARPUNYA E ILEX GUAYUSA, CON POTENCIAL APLICACIÓN COMO 
CONSERVANTES Y ANTIOXIDANTES NATURALES EN LA INDUSTRIA 

ALIMENTARIA 

  

Simira ecuadorensis, Piper carpunya e Ilex guayusa son plantas medicinales nativas de 

Ecuador y los países andinos, que son conocidas por sus nombres comunes como guápala, 

guaviduca y guayusa, respectivamente. Sus hojas son usadas para preparar infusiones, a las que 

se les atribuyen diferentes beneficios para la salud, y en el caso de la primera se utiliza para 

envolver quesos de cabra frescos para su conservación y almacenamiento. En el presente 

trabajo, se estudió el perfil volátil de extractos de las plantas mencionadas anteriormente con 

la finalidad de tener un conocimiento más detallado de su potencial empleo como aditivos de 

origen natural en la industria alimentaria. Se obtuvieron cuatro extractos a partir de las tres 

plantas mediante diferentes procesos, denominándose como liofilizado (H2O), atomizado 

(ATOM), etanol (ETOH) y etanol-agua (ETOH-H2O). El estudio de composición volátil se realizó 

por cromatografía de gases, observándose diferencias en la cantidad de compuestos volátiles 

entre las tres plantas, siendo los compuestos volátiles mayoritarios para las tres los 

monoterpenos. Terpenos, ésteres, alcoholes y fenoles volátiles fueron los principales 

compuestos identificados, encontrándose diferencias significativas entre las tres plantas 

consideradas. Guaviduca fue la planta que presentó los contenidos más altos de compuestos 

volátiles, destacando sus altos niveles de terpenos, aldehídos, fenoles volátiles y safrol. Guápala 

presentó un contenido más bajo de compuestos, comparados con la primera, siendo los 

mayoritarios terpenos, ésteres, alcoholes y fenoles volátiles. Guayusa por su parte fue la que 

presentó el contenido de compuestos volátiles más bajo, siendo los principales terpenos, 

norisoprenoides, ésteres y alcoholes. Según el método de extracción, el extracto etanólico 

presentó el perfil volátil más amplio y el más limitado el extracto etanol-agua. 
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1. Introducción 
 

El procesamiento de alimentos a nivel global se realiza en instalaciones que cuentan con 

tecnología avanzada para asegurar la calidad de los productos durante su transporte y 

distribución, incluso cuando se destinan a mercados alejados del centro de procesamiento. Este 

proceso implica el uso frecuente de diversas tecnologías combinadas, como la pasteurización, 

el envasado, la refrigeración y/o congelación. Al emplear estas tecnologías junto con ciertas 

sustancias químicas, se logra mantener o mejorar la conservación de los alimentos, optimizando 

los costos del proceso. En este contexto, los aditivos alimentarios han adquirido una importancia 

significativa al representar métodos más económicos y facilitar el cumplimiento de los requisitos 

legales y de mercado [1,2]. El Codex Alimentarius define como aditivo alimentario a “cualquier 

sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa 

como ingrediente básico en alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adición intencionada al 

alimento con fines tecnológicos (incluidos los organolépticos) en sus fases de fabricación, 

elaboración, preparación, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento, 

resulte o pueda preverse razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por sí o sus 

subproductos, en un componente del alimento o un elemento que afecte a sus características” 

[3]. Los aditivos alimentarios son sustancias utilizadas en los alimentos o en el procesamiento 

de alimentos, cuya cantidad no supera el 2 % del peso total del alimento [4].  

El uso de aditivos sintéticos en alimentos ha generado controversia debido a 

preocupaciones sobre la seguridad y salud a largo plazo. Existen inquietudes sobre posibles 

efectos adversos, incluyendo reacciones alérgicas, la percepción de que algunos fabricantes 

podrían usar aditivos para disfrazar la baja calidad de ingredientes, la interpretación variable de 

estudios de seguridad que implica diferentes interpretaciones por los gobiernos, entre otras [2]. 

Existen estudios en los que se ha informado que el consumo durante tiempo prolongado de 

alimentos con algunos aditivos alimentarios sintéticos puede afectar la salud y causar efectos 

secundarios como náuseas, reacciones alérgicas, obesidad, cáncer, enfermedades cardiacas, 

entre otros [5]. Este fenómeno desconcierta a los consumidores, y en respuesta, se han creado 

organizaciones que regulan y controlan rigurosamente el uso adecuado de aditivos alimentarios. 

Entre las entidades clave se encuentran la comisión del Codex Alimentarius, la Autoridad 

Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), y la Administración de Alimentos y Medicamentos 
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(FDA) de Estados Unidos, las cuales colaboran estrechamente para a nivel internacional generar 

normas y regulaciones que comprueben y garanticen la seguridad de los aditivos alimentarios 

para el consumo humano [1].  

Desde hace algún tiempo los aditivos naturales han venido ganando popularidad, tanto 

en consumidores como en fabricantes de alimentos. Esto es debido a los cambios en las 

tendencias de los mercados, lo que va ligado a un mayor conocimiento y conciencia del efecto 

adverso que algunos de sus análogos sintéticos causan. Por tanto, el actual consumidor está 

buscando alimentos sin aditivos, pero en el caso de no existir esa posibilidad, optan por los que 

contienen aditivos naturales en su formulación. Los aditivos naturales comprenden compuestos, 

grupos de compuestos o aceites esenciales de plantas que la población ha empleado 

tradicionalmente por razones gustativas [2]. La mayoría de estos compuestos no se puede usar 

directamente ya que se encuentran en cantidades limitadas en la naturaleza, por tanto, es 

necesario aislarlos de plantas y hongos. Los aditivos naturales más estudiados son antioxidantes, 

antimicrobianos, antifúngicos, colorantes y edulcorantes, que son metabolitos secundarios y 

aceites esenciales [2,4]. 

Las plantas representan una de las principales fuentes de aditivos alimentarios 

naturales, especialmente en países con una amplia diversidad biológica. En estas regiones, gran 

parte de la flora ha sido utilizada históricamente con propósitos medicinales y alimentarios [6,7]. 

A pesar de esta larga tradición, aún existe una carencia de estudios que respalden de manera 

concluyente los efectos beneficiosos de estas plantas, como sus propiedades antioxidantes, 

antiinflamatorias, antimicrobianas, antifúngicas, entre otras, así como la identificación precisa 

de los compuestos responsables de tales propiedades. 

La caracterización de compuestos volátiles, por ejemplo, es crucial para comprender la 

composición química de las plantas medicinales y cómo sus componentes volátiles pueden 

contribuir a su actividad biológica. Además, permite comprender las variaciones de dichos 

componentes en función del entorno geográfico, estacionalidad, edad fisiológica de la planta, 

época de cosecha, entre otras condiciones. Para la caracterización y cuantificación de los 

componentes volátiles de plantas medicinales se usan técnicas de cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) y su importancia radica en que permite identificar 

los componentes activos, verificar la calidad y autenticidad de la planta de origen, establecer 

estándares para el cultivo, recolección y procesamiento adecuado de una planta, desarrollo de 

medicamentos y aditivos alimentarios, y comprender la actividad biológica de la planta. 
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Algunas especies de plantas se usan en la medicina tradicional de países de la Región 

Andina, en este trabajo se han estudiado tres de ellas, Piper carpunya, Ilex guayusa y Simira 

ecuadorensis.  

P. carpunya (guaviduca) ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional para 

tratar diversas afecciones digestivas, incluyendo problemas estomacales y carminativos, para 

reducir la hinchazón, las irritaciones de la piel y como antimicrobiano [8]. Además de estas 

aplicaciones, al igual que otras especies pertenecientes al mismo género, se han empleado para 

tratar diversas patologías como bronquitis, dismenorrea, enfermedades renales [9,10], también 

se usan como antidiarreicos, antiparasitarios y por mostrar actividad insecticida, bactericida, 

larvicida, molusquicida, anticolinesterásica y leishmanicida [9,11,12]. 

 I. guayusa (guayusa) es otra especie muy usada, que se destaca por sus propiedades 

estimulantes y antioxidantes. Las hojas de esta planta han sido tradicionalmente usadas en 

infusión para aliviar diversas afecciones, incluyendo dolor de estómago, congestión respiratoria, 

fiebre, enfermedades venéreas, hiperglucemia, esterilidad femenina y disentería [13-15]. 

 S. ecuadorensis (guápala) forma parte del género Simira y pertenece a la familia 

Rubiaceae. Estudios previos sobre este género han identificado diversas propiedades 

beneficiosas, tales como, antifebriles, tónicas, purgantes, tratamiento para infecciones de la 

piel, analgésico, capacidad antimicrobiana y antiinflamatoria. Además de estas aplicaciones 

medicinales, la planta también se utiliza en la práctica de envolver quesos de cabra, miembros 

de comunas indígenas, sugieren que esta práctica no solo contribuye a mejorar el sabor del 

queso, sino que también prolonga su duración [16,17]. 

 En la sección anterior, se han destacado las aplicaciones medicinales de estas plantas en 

la medicina tradicional. Varios estudios han proporcionado explicaciones que vinculan estas 

aplicaciones con propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiparasitarias, entre otras, las 

cuales son atribuidas a la presencia de componentes bioactivos particulares en dichas plantas. 

Así, en diversas especies de Piper se han identificado compuestos antiparasitarios, tales como 

chalconas, dihidrochalconas, derivados del ácido benzoico y neolignanos [18]. Estudios 

anteriores han demostrado que el aceite esencial extraído de las hojas está compuesto 

principalmente por α-terpineno (12,10 %), p-cimeno (10,90 %), 1,8-cineol (13,00 %), safrol 

(14,90 %) y espatulenol (9,80 %) [8,19]. Adicionalmente, se encontró que los compuestos 

presentes en una infusión de hojas de la misma especie guardaban similitud en su naturaleza 

química (monoterpenos y sesquiterpenos) que los identificados en los aceites esenciales [19]. 

En el marco de este estudio, no se dispone de informes que detallen la identificación de 

compuestos volátiles específicos de S. ecuadorensis. No obstante, se ha documentado 
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previamente la presencia de marcadores taxonómicos en el género Simira, los cuales 

comprenden compuestos como diterpenos, sitosterol, estigmasterol, campesterol, 

coniferaldehído, vainillina, pinoresinol y el alcaloide Harman (alcaloide de indol β-carbolínico) 

[16,20,21]. 

 Los compuestos bioactivos más destacados identificados en las hojas de diversas 

especies del género Ilex comprenden ácidos cafeoilquínicos, como el ácido clorogénico, así como 

flavonoles como la quercetina y el kaempferol, junto con sus glucósidos [22,23]. En el caso 

particular de I. guayusa, se han identificado un total de 14 compuestos fenólicos. Entre ellos, el 

ácido clorogénico y la quercetina-3-O-hexosa destacan como los principales representantes de 

los ácidos hidroxicinámicos y flavonoles, respectivamente. Además, se identificaron cinco 

carotenoides, siendo la luteína la más abundante en contenido. A todo lo anterior, se añade su 

notable concentración de cafeína [24]. La capacidad antioxidante de las hojas de guayusa, junto 

con algunas de sus propiedades han mostrado una correlación positiva con su contenido de 

polifenoles y carotenoides. Sin embargo, entre los dos, el contenido de compuestos fenólicos 

fue superior, atribuyéndose a estos la responsabilidad principal de la capacidad antioxidante, 

especialmente a los isómeros de ácido mono y dicafeoilquínico presentes [24]. 

 Como se ha mencionado, el interés mundial por los compuestos bioactivos que se 

encuentran en extractos de plantas ha crecido de manera importante. Bien sea para comprobar 

sus beneficios y aplicaciones, y/o como aditivos naturales en los alimentos. Por tanto, el objetivo 

principal de este estudio fue conocer el perfil volátil de extractos obtenidos por cuatro métodos 

diferentes de tres plantas nativas de Ecuador, Simira ecuadorensis, Piper carpunya e Ilex 

guayusa.  Es especialmente relevante, en el caso de S. ecuadorensis que es el primer estudio 

que se realiza de este tipo, siendo la bibliografía existente de las otras dos especies muy limitada. 

2. Materiales y Métodos 

2.1 Plantas 

2.1.1 Obtención de las plantas 

La obtención del material vegetal para esta investigación se realizó en Ecuador el mes 

de diciembre de 2019. 

Las hojas frescas de Simira ecuadorensis (Standl.) Steyerm (guápala), se recolectaron en 

el cantón Zapotillo. Las de Piper carpunya (guaviduca) en la parroquia rural Gualel del cantón 

Loja, ambos ubicados en la provincia de Loja. Las hojas de Ilex guayusa (guayusa), se 

recolectaron en el cantón Yantzaza perteneciente a la provincia amazónica de Zamora 

Chinchipe. 
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2.1.2 Preparación de las hojas 

Las hojas de las tres especies tuvieron el mismo proceso, se limpiaron con agua y se 

secaron utilizando un secadero de bandejas (DY-110H, Daeyeong E&B CO., Ltd., Asan, Corea del 

Sur) a 40 °C durante 12 horas. Una vez secas, se molieron, tamizaron (tamaño de partícula < 350 

µm) y almacenaron en refrigeración hasta la extracción de los compuestos.  

2.2 Obtención de los extractos 

Los extractos fueron obtenidos siguiendo el procedimiento descrito en la Figura 1. Para ello, 

se llevó a cabo una maceración estática de las hojas secas en recipientes ámbar con tres 

disolventes diferentes: agua, etanol y una mezcla de etanol-agua (50:50 v/v). La maceración se 

realizó durante tres días en refrigeración utilizando una proporción de cinco litros de cada 

disolvente por kilogramo de hojas secas. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de preparación de extractos. 

 Del extracto acuoso una parte se destinó para secarse por atomización para lo cual se 

mezcló con 3 % de maltodextrina y se usó el Mini Spray Dryer (marca BÜCHI, modelo B-290) a 

120 °C y flujo de alimentación de 6 ml/min y la otra parte se congeló a -40 °C y se liofilizó con las 

siguientes condiciones: presión = 0,180 mbar; temperatura = -50 °C por 72 horas en un 

liofilizador (Labconco, Kansas City, MO, USA). De estos dos procesos se obtuvieron los extractos 

que se designarán como extracto atomizado (ATOM) y extracto liofilizado (H2O). 
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En lo relacionado a los extractos etanólicos, una vez cumplido el tiempo de maceración las 

mezclas se filtraron a vacío, se evaporó el etanol en un rotavapor (G1, Heidolph, Schwabach, 

Alemania) a 40 °C y 150 rpm, se congelaron a -40 °C y se liofilizaron en las mismas condiciones 

mencionadas en el párrafo anterior. De esta forma se obtuvieron los extractos: etanol (ETOH) y 

etanol-agua (ETOH-H2O). 

2.3 Análisis de los compuestos volátiles de los extractos obtenidos 

La extracción de los compuestos volátiles se realizó mediante extracción en fase sólida 

dinámica por espacio de cabeza (HS-SPDE). El equipo empleado fue un CTC-CombiPAL (Bender 

y Hobein, Zurich, Suiza). Se siguió el método propuesto por Corcuera et al. [25], con algunas 

modificaciones. Para la preparación de las muestras 0,08 g de cada extracto fueron disueltos en 

1 ml de agua que se introdujeron en viales de 10 ml (Chromacol Ltd. Herts, Reino Unido), junto 

con 5 µl del patrón interno, (1 ml of ciclopentanona en 9 ml de diclorometano) y un pequeño 

agitador. Los viales fueron cerrados herméticamente con una cápsula de aluminio y un septum 

de clorobutilo/tetrahidro fluoroetileno (Chromacol Ltd. Herts, Reino Unido). La extracción se 

realizó en un horno a 55 °C con un tiempo de pre equilibrado de la muestra de 7,26 minutos. La 

jeringa empleada estaba provista de una fibra PDMS/AC (90 % de polidimetilsiloxano y 10 % de 

carbón activado) previamente acondicionada mediante calentamiento a 200 °C durante una 

hora. Se realizaron 60 ciclos de extracción de 2,50 ml cada uno a una velocidad de 100 µl/s. 

Durante el tiempo, las muestras siempre se mantuvieron en agitación a 500 rpm.  

Seguidamente los compuestos volátiles retenidos en la fibra de la jeringa fueron desorbidos 

en el puerto de inyección de un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard HP 6890 (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Alemania) acoplado a un detector de masas de la misma marca y 

modelo HP5973. La temperatura del inyector fue de 250 °C y el modo de inyección utilizado fue 

splitless (sin división de flujo). El gas portador empleado fue helio a un flujo constante de 1 

ml/min. La separación de los compuestos volátiles se realizó mediante una columna Carbowax 

20M (60 m × 0,32 mm, 0,25 μm de espesor de película) de Quadrex Corporation (Symta, Madrid, 

España). La temperatura inicial del horno fue de 40 °C durante 5 minutos para luego ir 

aumentando 3 °C por minuto hasta llegar a los 240 °C.  

El espectrómetro de masas estaba equipado con una fuente de ionización de electrones, que se 

fijó en 70 eV. El rango de relación masa-carga (m/z) estudiado fue de 29 a 280 m/z. La 

temperatura de la línea de transferencia se fijó en 230 °C. Los compuestos volátiles aislados se 

identificaron por comparación con espectros de masas en las bases datos espectrales de masas 

de Wiley 7th. Únicamente se consideraron aquellos picos con una coincidencia superior al 80 %. 
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La determinación de las áreas se realizó considerando el área del ion mayoritario de cada 

compuesto.  

Todos los análisis se realizaron por triplicado.  

2.4 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se usó el paquete Statgraphics 19 (Statpoint Technologies, 

Warrenton, EE.UU.). Se realizó el análisis de varianza simple (ANOVA) para conocer el efecto del 

factor tipo de extracción sobre cada uno de los compuestos volátiles analizados en cada una de 

las tres plantas estudiadas. Además, para saber entre que tipos de extractos existían diferencias 

significativas se aplicó la prueba LSD (Least Significant Difference) de Fisher con un nivel de 

confianza de 95 % (p < 0,05). 

3. Resultados y Discusión 

 

3.1 Rendimientos de extracción 

En la Tabla 1 aparecen recogidos los rendimientos de los extractos obtenidos para cada 

planta con cada uno de los procedimientos de extracción empleados. Para su cálculo se tuvo en 

cuenta que en todos los casos se partió de 500 g de hojas frescas. 

Tabla 1. Rendimiento tras la extracción de hojas frescas de S. ecuadorensis, P. carpunya e I. 

guayusa.  

Extractos** 
Rendimiento % 

S. ecuadorensis P. carpunya I. guayusa 

H2O 15,2 7,3 7,5 

ATOM 17,4 18,6 4,7 

ETOH 5,0 0,6 1,2 

ETOH-H2O 11,6 11,5 0,8 

** H2O (extraído con agua y liofilizado), ATOM (extraído con agua y atomizado), ETOH (extraído con 

etanol) y ETOH-H2O (extraído con etanol-agua) 

Para S. ecuadorensis y P. carpunya los rendimientos más altos se obtienen en la 

extracción con agua y posterior atomización, mientras que, para I. guayusa los valores más altos 

se alcanzan con la extracción con agua seguida de liofilización. Sin embargo, el rendimiento más 

alto para I. guayusa fue considerablemente inferior en comparación con las otras plantas. Es 

relevante destacar también que la extracción con etanol produjo un rendimiento bajo para las 

tres plantas. 
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3.2 Perfil volátil 

La identificación de los compuestos que están presentes en los cuatro extractos de las 

tres plantas consideradas en este estudio se presenta en este apartado y se han agrupado los 

compuestos químicos en sus correspondientes familias, las cuales corresponden a terpenos 

(monoterpenos y sesquiterpenos), norisoprenoides, cetonas, furanos, aldehídos, ésteres, 

ésteres de ácidos grasos de cadena larga, alcoholes, fenoles volátiles y otros compuestos no 

incluidos en estas.  

A continuación, en las Tablas 2, 3 y 4, se presentan los datos correspondientes a los compuestos 

volátiles de los extractos de las tres plantas. 

Tabla 2. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en S. ecuadorensis. 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM ETOH ETOH-H20 

TERPENOS (monoterpenenos) 

l-felandreno 1,70 ± 0,28 a   0,81 ± 0,32 a    1,24 ± 0,13  a   1,34 ± 0,27 a  

α-terpineno 3,74 ± 0,66 a   1,85 ± 0,29 b   nd     3,08 ± 0,54 a 

L-limoneno 2,41 ± 1,00 a   4,49 ± 1,73 a   6,65 ± 2,13 a   4,24 ± 0,54  a 

γ-terpineno 2,89 ± 0,55 b   1,28 ± 0,09 c   4,45 ± 0,17 a   nd   

β-ocimeno nd     0,42 ± 0,10 c   1,33 ± 0,16 a   0,88 ± 0,22 b 

Cimeno 15,50 ± 1,70 b   9,90 ± 1,36 c   24,50 ± 1,30 a   9,69 ± 1,57 c 

α-terpinoleno nd     0,51 ± 0,04 b   1,22 ± 0,61 a   nd   

p-cimeno 8,23 ± 3,01 a   1,79 ± 0,21 c   5,45 ± 0,72 ba   2,31 ± 0,66 bc 

Linalol nd     nd     0,46 ± 0,04 a   0,35 ± 0,12 a 

4-terpineol nd     nd     0,69 ± 0,01 a   0,45 ± 0,13 a 

Piperitona 110,00 ± 29,00 a   28,60 ± 7,90 c   69,30 ± 5,20 b   35,30 ± 9,90 bc 

Total 144,47 ± 36,20 a   49,65 ± 12,04 b   115,29 ± 10,47 a   57,64 ± 13,95 b 

TERPENOS (sesquiterpenos) 

Guayano nd   nd   0,75 ± 0,02 b  1,07 ± 0,03 a 

Total nd   nd   0,75 ± 0,02 b  1,07 ± 0,03 a 

NORISOPRENOIDES 

β-
damascenona 

1,02 ± 0,23 b   0,40 ± 0,11 c   nd     1,45 ± 0,06 a 

β -ionona nd     nd     9,19 ± 1,04 a   1,56 ± 0,11 b 

β-ciclocitral nd     nd     2,08 ± 0,31 a   0,69 ± 0,08 b 

Total 1,02 ± 0,23 c   0,40 ± 0,11 c   11,27 ± 1,35 a   3,70 ± 0,25 b 

CETONAS 

6-metil-5-
hepten-2-ona 

3,48 ± 0,69  a   nd     4,18 ± 0,70  a   nd   

espiro-4,5-
decan-6-ona 

nd     0,37 ± 0,04 b   nd     0,63 ± 0,03 a 

Total 3,48 ± 0,69 a   0,37 ± 0,04 b   4,18 ± 0,70b a   0,63 ± 0,03 b 
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Tabla 2. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en S. ecuadorensis. 
 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM   ETOH   ETOH-H2O  

FURANOS 

Furano 2-pentil 8,01 ± 1,71 b   1,14 ± 0,21 c   19,20 ± 3,40 a   6,23 ± 0,69 b 

cis-2-(2-
pentenil)-
furano 

12,20 ± 0,90 a   1,47 ± 0,24 c   3,71 ± 0,61 b   4,46 ± 0,65 b 

Total 20,21 ± 2,61 a   2,61 ± 0,45 c   22,91 ± 4,01 a   10,69 ± 1,34 b 

ALDEHÍDOS 

2-hexenal 10,80 ± 2,30 a   4,61 ± 0,63 b   2,35 ± 0,23 b   3,05 ± 0,20 b 

nonanal nd     0,27 ± 0,01 c   1,57 ± 0,23 a   0,82 ± 0,11 b 

2,6-nonadienal 0,98 ± 0,28 a   nd     0,80 ± 0,12 a   Nd   

aldehído-
cumínico 

nd     0,37 ± 0,08 b   1,79 ± 0,03 a   0,69 ± 0,23 b 

Safranal 0,90 ± 0,14 b   nd     0,64 ± 0,09 b   1,71 ± 0,15 a 

Benzaldehido 7,22 ± 0,24 b   12,50 ± 3,50 a   2,41 ± 0,33 c   2,69 ± 0,12 c 

Total 19,90 ± 2,96 a   17,75 ± 4,23 a   9,56 ± 1,03 b   8,96 ± 0,81 b 

ÉSTERES 

Éster etílico del 
ácido 3-
hexenoico 

nd     nd     1,44 ± 0,19 b   107,0 ± 14,00 a 

Éster etílico del 
ácido 
octanoico 

nd     0,26 ± 0,03 b   nd     6,39 ± 0,66 a 

Éster dietílico 
del ácido 
butanodioico 

nd     0,78 ± 0,17 c   6,71 ± 0,57 a   5,08 ± 1,04 b 

Éster metílico 
del ácido 2-
hidroxibenzoico 

8,70 ± 3,99 b   0,59 ± 0,06 c   32,80 ± 4,90 a   32,70 ± 2,40 a 

Salicilato de 
etilo 

nd     nd     1,64 ± 0,25 b   2,86 ± 0,26 a 

Éster etílico del 
ácido 
tetradecanoico 

nd     nd     0,72 ± 0,11 a   0,70 ± 0,23 a 

Salicilato de 
cis-3-hexenilo 

nd     0,45 ± 0,13 a   0,59 ± 0,03 b   0,82 ± 0,08 a 

Éster etílico del 
ácido 
hexanodioico 

0,73 ± 0,23 bc   0,50 ± 0,15 c   2,26 ± 0,36 a   1,20 ± 0,32 b 

Éster etílico del 
ácido 
pentadecanoico 

0,73 ± 0,23 bc   0,50 ± 0,15 c   2,26 ± 0,36 a   1,20 ± 0,32 b 

Salicilato de 
bencilo 

nd     3,91 ± 1,25 a   nd     6,04 ± 0,44 a 

Éster bis(2-
etilhexílico) del 
ácido 
hexanodioico  

0,33 ± 0,04 a   0,31 ± 0,07 a   0,48 ± 0,12  a   0,50 ± 0,14 a 

Total 10,49 ± 4,49 c   6,26 ± 2,01 c   48,91 ± 6,89 b   164,5 ± 19,89 a 

 
 



CAPÍTULO 1 

40 
 

Tabla 2. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en S. ecuadorensis. 
 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM   ETOH   ETOH-H20  

ÉSTERES DE ÁCIDOS GRASOS DE CADENA LARGA 

Palmitato de 
etilo 

0,85 ± 0,40 c   0,55 ± 0,05 c   19,50 ± 4,20 a   7,08 ± 2,38 b 

Linoleolato de 
etilo 

nd     nd     0,43 ± 0,08 a   0,37 ± 0,09 a 

Total 0,85 ± 0,40 c   0,55 ± 0,05 c   19,93 ± 4,28 a   7,45 ± 2,47 b 

ALCOHOLES 

2-Penten-1-ol 4,34 ± 0,74 a   0,43 ± 0,04 c   2,61 ± 0,76 b   0,57 ± 0,22 c 

Cis-2-pentenol 4,35 ± 0,72 a   0,45 ± 0,03 c   2,57 ± 0,68 b   nd   

1-Hexanol 50,60 ± 6,00 a   5,10 ± 1,13 c   12,80 ± 2,70 b   5,05 ± 1,12 c 

3-Hexen-1-ol 56,70 ± 8,45 a   8,13 ± 1,96 c   28,60 ± 6,50 b   9,12 ± 1,44 c 

3-Octanol 0,50 ± 0,01 a   nd     nd     0,33 ± 0,02 b 

2-Hexen-1-ol 62,00 ± 10,30 a   5,00 ± 1,28 b   11,60 ± 2,10 b   4,95 ± 1,12 b 

Alcohol de 
bencilo 

14,00 ± 3,90 a   5,70 ± 1,26 b   3,66 ± 0,54 b   3,60 ± 0,14 b 

Alcohol 
fenetílico 

20,10 ± 5,40 a   9,19 ± 1,81 b   16,60 ± 1,90 a   3,74 ± 0,70 b 

Total 212,59 ± 35,52 a   34,00 ± 7,51 c   78,44 ± 15,18 b   27,36 ± 4,76 c 

FENOLES VOLÁTILES 

Eugenol 11,70 ± 4,00 a   2,47 ± 0,96 b   2,54 ± 0,25 b   4,07 ± 0,39 b 

3-alil-6-
metoxifenol 

11,70 ± 4,10 a   2,47 ± 0,98 b   2,42 ± 0,13 b   4,36 ± 0,27 b 

Methyl-
isoeugenol 

5,57 ± 0,66 a   0,60 ± 0,06 b   5,86 ± 0,16 a   0,78 ± 0,11 b 

m-timol 6,20 ± 1,17 a   1,16 ± 0,21 b   4,75 ± 0,94 a   1,46 ± 0,48 b 

Carvacrol 4,23 ± 1,37 a   0,93 ± 0,33 b   4,24 ± 0,98 a   1,06 ± 0,37 b 

P-timol 6,17 ± 1,17 a   1,09 ± 0,23 c   4,60 ± 0,67 b   1,93 ± 0,31 c 

m-cresol nd     0,19 ± 0,01 b   0,29 ± 0,05 a   nd   

2-metoxi-4-
metilfenol 

0,83 ± 0,27 a   0,23 ± 0,04 b   nd     0,37 ± 0,06 b 

4-metilfenol 0,37 ± 0,17 a   0,22 ± 0,03 a   0,38 ± 0,04 a   0,36 ± 0,09 a 

Fenol, 2,4-bis-
(1,1-
dimetiletilo) 

0,90 ± 0,37 a   0,74 ± 0,05 a   nd     0,52 ± 0,00 a 

Total 47,66 ± 13,28 a   10,15 ± 2,90 c   25,08 ± 3,22 b   14,91 ± 2,09 bc 

OTROS 

Safrol nd     1,45 ± 0,31 b   47,70 ± 5,50 a   3,14 ± 1,05 b 

Benzotiazol nd     0,30 ± 0,04 b   2,40 ± 3,01 a   nd   

4-Acetil-1-
metil-1-
ciclohexeno 

0,42 ± 0,05 b   nd     9,77 ± 1,69 a   0,80 ± 0,13 b 

cis-3-metil-4-
octanolida 

3,26 ± 0,66 a   0,78 ± 0,20 c   nd     2,22 ± 0,17 b 

Megastigma-
3,5-dien-9-ol 

5,74 ± 0,37 a   0,43 ± 0,10 d   3,65 ± 0,22 b   0,93 ± 0,16 c 
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Tabla 2. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en S. ecuadorensis. 
 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM   ETOH   ETOH-H2O  

OTROS 

Isoelemicina 1,73 ± 0,56 a   0,47 ± 0,08 b   1,84 ± 0,19 a   nd   

Total 11,15 ± 1,64 b   3,43 ± 0,73 b   65,36 ± 10,61 a   7,09 ± 1,51 b 

ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua), ATOM (extraído con agua y atomizado) 

y H2O (extraído con agua y liofilizado) Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 

a-d la misma letra dentro de la misma fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No 

detectado 

En la Tabla 2 se indican los valores medios de los compuestos volátiles correspondientes 

a los extractos de S. ecuadorensis, se puede observar que al compararlos existen diferencias 

significativas en todas las familias de compuestos. La mayor cantidad de compuestos volátiles 

se ha obtenido en el extracto H2O y la mayor diversidad de compuestos en los extractos ETOH-

H2O y ETOH (en ese orden). Los valores más altos de alcoholes, monoterpenos, fenoles volátiles 

se obtuvieron en el extracto H2O y en el caso de los extractos etanólicos (ETOH-H2O y ETOH) el 

resto de los grupos volátiles. Las familias de norisoprenoides y cetonas son en general las de 

menor peso para los cuatro extractos, y los ésteres de ácidos grasos de cadena larga en el caso 

de los extractos con agua (liofilizado y atomizado). Entre los monoterpenos destaca la 

piperitona, en los fenoles el eugenol y el 3-alil-6-metoxifenol, y en los ésteres el éster etílico del 

ácido 3-hexenoico. En el caso de los alcoholes el 3-octanol sólo se encontró en dos de las 

muestras. 1-Hexanol y 3-Hexen-1-ol forman casi el total de la familia de los alcoholes. 

La escasa información previa sobre la composición química de S. ecuadorensis, 

constituye una fortaleza de esta investigación. Se ha encontrado que en un estudio sobre 

extractos etanólicos de guápala se identificaron cualitativamente compuestos volátiles, 

incluyendo terpenos no especificados [21]. Además, se ha informado sobre el contenido de 

estos compuestos en varias especies del género Simira [16]. 

Tabla 3. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en P. carpunya. 

Compuestos 
EXTRACTOS   

H2O   ATOM ETOH 

TERPENOS (monoterpenenos) 

α-pineno 321,00 ± 141,00 a 
  

61,00 ± 7,20 b 
  

nd   
  

2-β-pineno 138,00 ± 68,00 a 
  

13,50 ± 1,00 b 
  

9,50 ± 1,90 b 
  

Sabineno 79,60 ± 32,00 a 
  

4,20 ± 0,60 b 
  

6,60 ± 1,90 b 
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Tabla 3. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en P. carpunya. 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM   ETOH   

TERPENOS (monoterpenenos) 

L-felandreno 426,00 ± 156,00 a 
  

70,10 ± 26,40 b 
  

155,00 ± 40,00 b 
  

β-irceno nd   
  

73,10 ± 10,90 a 
  

134,00 ± 43,00 a 
  

α -terpineno 1782,00 ± 654,00 a 
  

263,00 ± 9,00 b 
  

508,00 ± 132,00 b 
  

L-limoneno 253,00 ± 71,00 a 
  

114,00 ± 7,00 b 
  

134,00 ± 38,00 b 
  

1,8-cineol 1438,00 ± 44,00 a 
  

105,00 ± 7,00 c 
  

167,00 ± 27,00 b 
  

γ-terpineno 516,00 ± 223,00 a 
  

143,00 ± 3,00 b 
  

444,00 ± 84,00 a 
  

β-ocimeno 72,40 ± 15,80 a 
  

28,70 ± 0,80 b 
  

77,10 ± 12,90 a 
  

Cimeno 1442,00 ± 442,00 a 
  

589,00 ± 33,80 b 
  

2493,00 ± 697,00 a 
  

α-terpinoleno 75,10 ± 17,30 a 
  

22,10 ± 1,00 b 
  

60,50 ± 8,40 a 
  

p-cimeno 135,00 ± 7,00 b 
  

118,00 
± 

4,00 b 
  

515,00 ± 142,00 a 
  

Linalool 317,00 ± 30,00 a 
  

90,70 ± 10,10 c 
  

235,00 ± 25,00 b 
  

4-terpineol 113,00 ± 4,00 a 
  

26,30 ± 4,10 c 
  

86,40 ± 19,10 b 
  

Allo ocimeno 4,90 ± 0,00 a 
  

2,60 ± 0,20 b 
  

5,80 ± 1,00 a 
  

1,3,8-p-
metatrieno 

21,70 ± 2,60 b 
  

4,20 ± 0,60 b 
  

77,80 ± 17,40 a 
  

Alcanfor 1,60 ± 0,30 a 
  

0,40 ± 0,00 b 
  

nd   
  

6-OH-p-menta-1-
ene-3-ona 

nd   
  

5,80 ± 0,60 b 
  

24,90 ± 4,00 a 
  

Geraniol 13,10 ± 1,00 a 
  

3,50 ± 0,40 c 
  

10,90 ± 0,80 b 
  

Perilla-alcohol 0,80 ± 0,00 b 
  

0,60 ± 0,10 b 
  

3,10 ± 0,80 a 
  

p-Menta-1,4-
dien-7-ol 

6,30 ± 0,20 b 
  

2,40 ± 0,20 b 
  

28,70 ± 5,70 c 
  

Piperitona nd   
  

957,00 ± 101,00 c 
  

306,00 ± 40,00 b 
  

p-Menta-2,7-ol 133,00 ± 1,00 a 
  

30,30 ± 5,20 b 
  

nd   
  

p-Menta-1,5-
dien-7-ol 

6,70 ± 0,40 b 
  

nd   
  

22,50 ± 4,00 a 
  

Total 7296,20 ± 1910,60 a 
  

2728,50 ± 234,20 b 
  

5504,80 ± 1345,90 a 
  

TERPENOS (sesquiterpenos) 

α-cubebeno nd   
  

4,10 ± 0,50 b 
  

10,40 ± 1,80 a 
  

Ylangeno nd   
  

1,80 ± 0,60 a 
  

11,20 ± 5,60 a 
  

δ-cadineno 38,60 ± 19,00 a 
  

9,80 ± 1,80 a 
  

nd   
  

α-copaeno 22,80 ± 0,90 b 
  

6,60 ± 1,60 c 
  

39,20 ± 5,30 a 
  

Copaeno nd   
  

0,60 ± 0,20 b 
  

6,80 ± 1,60 a 
  

Calareno 
15,70 ± 7,00 a 

  
nd   

  
4,10 ± 0,90 a 
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Tabla 3. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en P. carpunya 
 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM   ETOH   

TERPENOS (sesquiterpenos) 

β-cubebeno nd   
  

1,10 ± 0,40 b 
  

13,70 ± 1,90 a 
  

Trans-cariofileno nd   
  

2,30 ± 0,70 b 
  

32,70 ± 9,40 a 
  

β-farneseno nd   
  

2,80 ± 0,70 b 
  

38,80 ± 6,60 a 
  

α-amorfeno nd   
  

8,80 ± 1,80 b 
  

96,20 ± 18,30 a 
  

Ledeno 33,60 ± 15,00 a 
  

1,40 ± 0,30 b 
  

nd   
  

δ-selineno 44,60 ± 19,50 a 
  

nd   
  

19,90 ± 1,80 a 
  

α-muuroleno 19,60 ± 9,30 a 
  

nd   
  

64,90 ± 16,90 a 
  

Espatulenol nd   
  

0,40 ± 0,10 b 
  

4,90 ± 1,20 a 
  

Total 174,90 ± 70,70 a 
  

39,70 ± 8,70 b 
  

342,80 ± 71,30 a 
  

NORISOPRENOIDES 

β-ionona 2,90 ± 0,40 b 
  

 
nd  

  
  

14,00 ± 4,40 a 
  

β-ciclocitral 1,90 ± 0,70 a 
  

1,20 ± 0,20 a 
  

nd   
  

Total 4,80 ± 1,10 b 
  

1,20 ± 0,20 b 
  

14,00 ± 4,40 a 
  

CETONAS 

Anisil-acetona 0,80 ± 0,10 b 
  

nd   
  

1,50 ± 0,30 a 
  

3,4-
dimetoxifenilace
tona 

2,60 ± 0,00 b 
  

1,00 ± 0,20 b 
  

24,90 ± 7,10 a 
  

Total 3,40 ± 0,10 b 
  

1,00 ± 0,20 b 
  

26,40 ± 7,40 a 
  

ALDEHÍDOS 

Benzaldehído 7,60 ± 1,20 a 
  

11,10 ± 4,30 a 
  

nd   
  

Safranal nd   
  

3,50 ± 0,50 a 
  

16,70 ± 7,80 a 
  

Cuminaldehído 55,90 ± 9,90 b 
  

99,40 ± 33,50 b 
  

202,00 ± 30,00 a 
  

Total 63,50 ± 11,10 b 
  

114,00 ± 38,30 b 
  

218,70 ± 37,80 a 
  

ÉSTERES 

2-metoxi 
benzoato de 
metilo 

nd   
  

3,00 ± 0,60 b 
  

8,90 ± 2,20 a 
  

Éster etílico del 
ácido 3-
hexenoico etil 
hexanedioato 

1,30 ± 0,10 b 

  

1,10 ± 0,20 b 

  

4,20 ± 0,10 a 

  
Etil 
pentadecanoato 

1,30 ± 0,10 b 
  

1,00 ± 0,20 b 
  

4,20 ± 0,10 a 
  

Éster bis(2-
etilhexílico) del 
ácido 
hexanodioico 

0,20 ± 0,00 a 

  

0,20 ± 0,00 a 

  

0,20 ± 0,00 a 
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Tabla 3. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en P. carpunya. 
 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H20   ATOM   ETOH   

ÉSTERES 

Aspidinol 0,80 ± 0,00 b 
  

nd   
  

6,90 ± 1,30 a 
  

Total 3,60 ± 0,20 b 
  

5,30 ± 1,00 b 
  

24,40 ± 3,70 a 
  

ÉSTRES DE ÁCIDOS GRASOS DE CADENA LARGA 

Etil-palmitato 2,10 ± 1,00 b 
  

1,10 ± 0,10 b 
  

25,40 ± 7,60 a 
  

Total 2,10 ± 1,00 b 
  

1,10 ± 0,10 b 
  

25,40 ± 7,60 a 
  

ALCOHOLES 

1-Hexanol 2,40 ± 0,10 a 
  

2,10 ± 1,00 a 
  

1,70 ± 0,10 a 
  

3-Hexen-1-ol 7,70 ± 0,30 b 
  

3,00 ± 0,50 c 
  

12,90 ± 1,70 a 
  

Fenetil-alcohol 3,20 ± 0,10 a 
  

4,40 ± 1,10 a 
  

nd   
  

Total 13,30 ± 0,50 a 
  

9,50 ± 2,60 b 
  

14,60 ± 1,80 a 
  

FENOLES VOLÁTILES 

Fenol-4-metil nd   
  

12,70 ± 0,60 b 
  

67,10 ± 24,90 a 
  

Eugenol 154,00 ± 3,00 a 
  

5,20 ± 2,10 c 
  

50,10 ± 13,00 b 
  

Metil-isoeugenol 1288,00 ± 39,00 a 
  

136,00 ± 20,00 b 
  

1727,00 ± 531,00 a 
  

m-timol 124,00 ± 1,00 b 
  

76,50 ± 9,50 b 
  

765,00 ± 224,00 a 
  

Carvacrol 130,00 ± 3,00 b 
  

88,70 ± 5,60 b 
  

671,00 ± 194,00 a 
  

p-timol 127,00 ± 6,00 b 
  

92,60 ± 8,20 b 
  

573,00 ± 85,00 a 
  

Isoeugenol 
acetato 

0,80 ± 0,20 b 
  

nd   
  

98,00 ± 28,30 a 
  

2-alil-4-
metilfenol 

0,90 ± 0,00 b 
  

1,60 ± 0,20 b 
  

6,90 ± 1,90 a 
  

Fenol, 3-metil-5-
(1-metiletilo)- 

nd   
  

1,30 ± 0,20 b 
  

9,50 ± 0,40 a 
  

Isohomogenol 56,60 ± 4,40 a 
  

6,20 ± 0,70 b 
  

nd   
  

Total 1881,30 ± 56,60 b 
  

420,80 ± 47,10 b 
  

3967,60 ± 1102,50 a 
  

OTROS 

Safrol 571,00 ± 93,00 b 
  

205,00 ± 23,00 b 
  

1314,00 ± 285,00 a 
  

Pentadecano nd   
  

10,50 ± 2,60 b 
  

587,00 ± 208,00 a 
  

1-Metoxi-1,3-
ciclohexadieno 

4,00 ± 1,00 a 
  

4,20 ± 0,20 a 
  

8,30 ± 2,70 a 
  

Cadalin nd   
  

1,40 ± 0,10 a 
  

1,60 ± 0,10 a 
  

Megastigma-3,5-
dien-9-ol 

420,00 ± 16,20 a 
  

nd   
  

601,00 ± 158,00 a 
  

Isoelemicin 
458,00 ± 10,90 ab 

  
87,10 ± 12,40 b 

  
690,00 ± 274,00 a 
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Tabla 3. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en P. carpunya. 
 

Compuestos  EXTRACTOS 

 H2O   ATOM   ETOH   

OTROS 

Elemicin 526,00 ± 6,00 a 
  

24,20 ± 4,50 c 
  

210,00 ± 72,00 b 
  

Trans-anetol 29,30 ± 8,10 a 
  

0,70 ± 0,10 b 
  

nd   
  

Total 2008,30 ± 135,20 a 
  

333,10 ± 42,90 b 
  

3411,90 ± 999,80 a 
  

ETOH (extraído con etanol), ATOM (extraído con agua y atomizado) y H2O (extraído con agua y liofilizado) 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-c La misma letra dentro de la misma 

fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No detectado 

En cuanto a los resultados de P. carpunya, en la Tabla 3 se presentan los datos para los 

extractos H2O, ATOM y ETOH. Sin embargo, no se pudo llevar a cabo el análisis de los 

compuestos volátiles del extracto ETOH-H2O debido a la insuficiente cantidad de muestra 

disponible. Se decidió priorizar su uso en el estudio en modelos alimentarios, dada su 

demostrada actividad antimicrobiana y antioxidante in vitro. 

El extracto ETOH fue el que presentó el contenido más alto de compuestos volátiles de 

todas las familias estudiadas, salvo el caso de los monoterpenos que estadísticamente fueron 

iguales que los del extracto H2O. Por otro lado, el extracto ATOM fue el que presentó mayor 

diversidad de compuestos volátiles, aunque presentó una menor extracción. 

Se puede notar que todas las familias de compuestos presentan diferencias significativas 

al realizar la comparación entre los extractos. Destacan las familias de monoterpenos, fenoles 

volátiles y en “otros” sobre todo el contenido en safrol, seguido de elemicina e isoelemicina, los 

tres para los extractos H2O y ETOH. 

Los compuestos α-terpineno, cimeno y 1,8-cineol fueron los mayoritarios dentro de los 

monoterpenos, familia en la cual se encuentran en cantidades importantes pero menores a los 

primeros, piperitona, L-limoneno y linalool. El metil-isoeugenol, por su parte, fue el mayoritario 

de los extractos H2O y ETH2O de la familia de los fenoles volátiles donde también destacaron, 

pero en menor cantidad m-timol y carvacrol, del extracto etanólico. 

Varios estudios previos han identificado componentes similares a los reportados en esta 

investigación, como piperitona, limoneno, elemicina, eugenol, metil-isoeugenol y 1,8-cineol 

[10,19,26,27]. Sin embargo, existen discrepancias en cuanto a su contenido, posiblemente 

debido a la capacidad de adaptación de la guaviduca a diversas condiciones ambientales [26].  
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Tabla 4. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en I. guayusa. 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM ETOH ETOH-H20 

TERPENOS (monoterpenenos) 

L-felandreno 4,00 ± 1,10 a   2,60 ± 0,10 a   3,60 ± 0,90 a 
 

nd   

β-mirceno 21,40 ± 0,40 a   5,10 ± 0,30 b   5,50 ± 1,30 b 
 

nd   

α-terpineno 10,40 ± 0,90 a   5,20 ± 0,30 b   6,50 ± 1,90 b 
 

10,50 ± 2,00 b 

L-limoneno 15,70 ± 1,00 a   5,40 ± 0,40 b   10,10 ± 0,90 
a
b  

17,30 ± 8,40 b 

γ-terpineno 5,70 ± 0,60 b   3,20 ± 0,10 b   13,60 ± 4,40 a 
 

7,20 ± 0,70 b 

β-ocimeno 23,90 ± 1,50 a   2,40 ± 0,10 c   7,40 ± 0,90 b 
 

6,30 ± 1,00 b 

Cimeno 26,60 ± 3,10 b   20,10 ± 1,60 b   61,30 ± 17,60 a 
 

84,20 ± 15,30 a 

α-
terpinoleno 

5,30 ± 0,30 a   1,30 ± 0,20 d   3,40 ± 0,30 b 
 

2,50 ± 0,60 c 

p-cimeno 5,90 ± 1,30 b   4,90 ± 0,40 b   30,80 ± 7,50 a 
 

11,90 ± 2,30 b 

Oxido de cis-
linalool 
(furano) 

1,90 ± 0,20 a   nd     1,60 ± 0,00 a 

 

nd   

Linalol 13,90 ± 2,40 a   1,30 ± 0,20 c   12,80 ± 1,40 a 
 

7,20 ± 0,70 b 

Pinocarvona 2,70 ± 0,20 b   nd     1,70 ± 0,40 c 
 

5,10 ± 0,00 a 

4-terpineol 0,80 ± 0,30 c   0,80 ± 0,10 c   5,20 ± 0,10 a 
 

1,70 ± 0,10 b 

Trans-
pinocarveol 

31,30 ± 3,00 b   2,90 ± 1,00 c   33,10 ± 5,30 b 
 

56,60 ± 2,10 a 

Isoterpinolen
o 

Nd     nd     3,30 ± 0,20 a 
 

1,10 ± 0,30 b 

Mirtenol 6,90 ± 0,40 b   nd     5,00 ± 0,70 c 
 

10,20 ± 0,30 a 

Piperitona 48,90 ± 13,10 c   66,30 ± 5,00 c   262,00 ± 21,00 a 
 

99,60 ± 20,30 b 

Total 225,30 ± 29,80 c   121,50 ± 9,80 d   466,90 ± 64,80 a 
 

321,40 ± 54,10 b 

NORISOPRENOIDES 

Teaspirano-b 182,00 ± 20,00 a   22,30 ± 1,90 c   23,90 ± 5,80 c 
 

113,00 ± 22,00 b 

β-
Damascenona 

2,00 ± 0,20 a   0,10 ± 0,00 d   0,60 ± 0,00 c 
 

1,60 ± 0,00 b 

α-Ionona nd     nd     8,50 ± 1,90 a 
 

4,70 ± 0,20 a 

β-Ionona 1,20 ± 0,10 c   nd     8,30 ± 1,40 a 
 

4,30 ± 0,40 b 

β-ciclocitral 0,70 ± 0,10 b   nd     3,40 ± 0,80 a 
 

1,80 ± 0,00 b 

Total 185,90 ± 20,40 a   22,40 ± 1,90 c   44,70 ± 9,90 c 
 

125,40 ± 22,60 b 

ALDEHÍDOS 

2-Hexenal 2,90 ± 0,1 b   1,70 ± 0,30 b   12,60 ± 3,30 a 
 

nd   

Nonanal nd     0,50 ± 0,10 b   3,20 ± 0,70 a 
 

nd   
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Tabla 4. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en I. guayusa. 
 

Compuestos 
EXTRACTOS  

H2O   ATOM   ETOH   ETOH-H2O  
ALDEHÍDOS 

Benzaldehíd
o 

1,40 ± 0,0 b   1,20 ± 0,00 b   7,00 ± 1,40 a 
 

3,00 ± 0,40 b 

Aldehído 
cumínico 

1,20 ± 0,4 c   1,80 ± 0,10 c   12,30 ± 1,20 a 
 

3,90 ± 1,10 b 

Total 5,50 ± 0,50 b   5,20 ± 0,50 b   35,10 ± 6,60 a 
 

6,90 ± 1,50 b 

ÉSTERES 

Éster etílico 
del ácido 3-
hexenoico 

nd     nd     2,90 ± 0,70 a 

 

0,70 ± 0,30 b 

Éster etílico 
del ácido 2-
hexenoico 

0,80 ± 0,10 a   nd     1,00 ± 0,30 a 

 

0,60 ± 0,30 a 

Éster 
metílico del 
ácido 2-
hidroxibenzo
ico 

1,00 ± 0,20 b   1,30 ± 0,60 b   117,00 ± 32,00 a 

 

5,40 ± 2,00 b 

Salicilato de 
etilo 

0,60 ± 0,00 c   1,70 ± 0,30 b   1,00 ± 0,20 c 
 

2,20 ± 0,30 a 

Éster etílico 
del ácido 
hexanodioico 

1,00 ± 0,10 b   0,80 ± 0,10 b   1,20 ± 0,20 a 

 

1,00 ± 0,00 
a
b 

Éster etílico 
del ácido 
pentadecano
ico 

1,00 ± 0,10 
b
c 

  0,80 ± 0,10 c   1,30 ± 0,10 a 

 

1,00 ± 0,00 b 

Éster bis(2-
etilhexílico) 
del ácido 
hexanodioico  

0,40 ± 0,10 a   0,30 ± 0,20 a   0,60 ± 0,20 a 

 

0,40 ± 0,00 a 

Éster 
dietílico del 
ácido 
butanodioico 

1,00 ± 0,30 a   1,00 ± 0,20 a   1,70 ± 0,30 a 

 

1,30 ± 0,10 a 

Total 5,80 ± 0,90 b   5,90 ± 1,50 b   126,70 ± 34,00 a 
 

12,60 ± 3,00 b 

ÉSTERES ÁCIDOS DE CADENA LARGA 

Palmitato de 
etilo 

1,40 ± 0,20 b   1,00 ± 0,30 b   5,30 ± 1,30 a 
 

1,30 ± 0,40 b 

Total 1,40 ± 0,20 b   1,00 ± 0,30 b   5,30 ± 1,30 a 
 

1,30 ± 0,40 b 

ALCOHOLES 

Alcohol 
isoamílico 

16,40 ± 0,80 a   2,00 ± 0,20 b   nd 
  

nd   

2-penten-1-
ol 

nd     nd     2,70 ± 1,00 
a  

2,20 ± 0,20 a 

Cis-2-
pentenol 

nd     nd     2,20 ± 0,20 
a  

2,20 ± 0,10 a 

1-Hexanol 123,00 ± 5,00 b   12,10 ± 3,70 c   116,00 ± 22,00 b 
 

190,00 ± 18,00 a 

3-hexen-1-ol 19,90 ± 1,10 b   2,50 ± 0,50 c   28,40 ± 5,70 a 
 

29,10 ± 0,40 a 

3-octanol 
16,60 ± 1,00 a   0,40 ± 0,10 c   nd 

  
4,60 ± 1,30 b 
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Tabla 4. Áreas relativas (x 10-3) de los compuestos volátiles encontrados en I. guayusa. 
 

Compuestos 
EXTRACTOS 

H2O   ATOM   ETOH   ETOH-H2O  

ALCOHOLES 

2-hexen-1-ol 79,20 ± 3,50 b   9,80 ± 3,20 c   74,10 ± 16,90 b 
 

148,00 ± 12,00 a 

1-octanol 0,60 ± 0,00 c   nd     1,20 ± 0,10 a 
 

1,00 ± 0,00 b 

Alcohol de 
bencilo 

1,60 ± 0,00 b   1,00 ± 0,10 c   2,00 ± 0,20 a 
 

1,00 ± 0,10 c 

Alcohol 
fenetílico 

13,90 ± 0,70 
a
b 

  7,30 ± 0,90 b   20,10 ± 7,00 a 
 

9,70 ± 1,10 b 

Total 271,20 ± 12,10 b   35,10 ± 8,70 c   246,70 ± 53,10 b 
 

387,80 ± 33,20 a 

FENOLES VOLÁTILES 

Fenol-4-metil nd     nd     1,20 ± 0,30 a 
 

0,40 ± 0,00 b 

Cis-metil-
isoeugenol 

0,30 ± 0,10 b   nd     9,80 ± 0,90 a 

 

 
nd 

 
  

Trans-metil-
isoeugenol 

nd     0,60 ± 0,20 b   12,30 ± 4,40 a 
 

1,50 ± 0,40 b 

Fenol-4-etil 7,40 ± 0,10 a   2,70 ± 0,30 b   nd 
  

nd   

m-timol 1,40 ± 0,20 c   2,80 ± 0,40 bc   22,00 ± 1,90 a 
 

5,00 ± 1,70 b 

Carvacrol 1,00 ± 0,30 c   2,10 ± 0,40 c   17,90 ± 0,90 a 
 

4,50 ± 1,00 b 

p-timol 1,00 ± 0,30 c   2,10 ± 0,50 c   18,00 ± 0,90 a 
 

4,50 ± 1,00 b 

Total 11,10 ± 1,00 b   10,30 ± 1,80 b   81,20 ± 9,30 a 
 

15,90 ± 4,1 b 

OTROS 

Safrol 3,90 ± 0,60 b   7,00 ± 1,10 b   68,90 ± 21,60 a 
 

23,00 ± 4,50 b 

Benzotiazol nd     0,80 ± 0,10 b   4,00 ± 1,00 a 
 

nd   

Megastigma-
3-5-dien-9-ol 

1,30 ± 0,10 b   2,60 ± 0,70 b   21,30 ± 6,80 a 
 

9,30 ± 1,80 b 

Cadalín 0,30 ± 0,0 a   nd     nd 
  

0,40 ± 0,00 a 

Total 5,50 ± 0,70 b   10,40 ± 1,90 b   94,20 ± 29,40 a   32,70 ± 6,30 b 

ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua), ATOM (extraído con agua y atomizado) 

y H2O (extraído con agua y liofilizado) Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). 

a-d La misma letra dentro de la misma fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No 

detectado. 
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En la Tabla 4, se han agrupado los resultados de la composición de los compuestos 

volátiles de I. guayusa. En todas las familias de compuestos existen diferencias significativas 

entre los extractos. El extracto etanólico es el que presenta mayor cantidad y diversidad de 

compuestos volátiles, para la mayoría de las familias de compuestos. Destacan la familia de los 

monoterpenos, siendo piperitona y cimeno los compuestos que presentaron los valores más 

altos, siguen los ésteres y los alcoholes, siendo el éster metílico del ácido 2-hidroxibenzoico y 1-

hexanol, respectivamente, los compuestos mayoritarios en estas familias. Se han realizado 

varios estudios con extractos de I. guayusa que coinciden en destacar la presencia de terpenos 

en la determinación de sus compuestos volátiles [13,28], así como polifenoles (ácidos 

hidroxicinámicos y flavonoides) [22,24,29]. 

 En términos generales, se ha observado que P. carpunya exhibe el contenido más 

elevado de compuestos volátiles. Se identificaron diferencias significativas entre las familias de 

compuestos de las tres especies estudiadas: especialmente P. carpunya mostró la presencia de 

sesquiterpenos, S. ecuadorensis presentó furanos, mientras que en I. guayusa se observó la 

ausencia de cetonas. En S. ecuadorensis sobresalen las familias de monoterpenos, ésteres, 

alcoholes y fenoles volátiles. Por otro lado, en P. carpunya se destacan los monoterpenos, 

fenoles volátiles, safrol y aldehídos, especialmente los tres primeros.  

En el caso de I. guayusa, se observan monoterpenos, norisoprenoides, ésteres y 

alcoholes. Estas diferencias podrían estar relacionadas con el diferente efecto antimicrobiano y 

antioxidante de estas plantas, aspectos que se encuentran documentados en los capítulos 2, 3 

y 4 en este trabajo. Es importante también mencionar que los norisoprenoides, familia común 

en las tres especies estudiadas, son compuestos que se encuentran en distintas plantas frutales 

[30]. En la presente investigación dentro de este grupo de compuestos se encontraron β-ionona, 

α-ionona y β-damascenona, entre otros.  

En las siguientes Tablas (5 a 8), se resumen los valores globales de las diferentes familias 

químicas identificadas para las tres plantas estudiadas y según el método de extracción 

empleado. 
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Tabla 5. Áreas relativas (x 10-3) de las familias químicas de los compuestos volátiles analizados 

en las tres plantas para el extracto H2O (extraído con agua y liofilizado). 

FAMILIAS  S. ecuadorensis P.carpunya I. guayusa 

Terpenos 
monoterpenos 

144,47  ± 36,20 a   7296,20  ± 1910,60 b   225,30  ± 29,80 a 

Terpenos 
sesquiterpenos 

nd     174,90  ± 70,70 a   nd   

Norisoprenoides 1,02  ± 0,23 a   4,80  ± 1,10 a   185,90  ± 20,40 b 

Cetonas 3,48  ± 0,69 a   3,40  ± 0,10 a   nd   

Furanos 20,21  ± 2,61 a   nd     nd   

Aldehídos 19,90  ± 2,96 a   63,50  ± 11,10 b   5,50  ± 0,50 a 

Ésteres 10,49  ± 4,49 b   3,60  ± 0,20 a   5,80  ± 0,90 a 

Ésteres de ácidos 
grasos de cadena 
larga 

0,85  ± 0,40 a   2,10  ± 1,00 a   1,40  ± 0,20 a 

Alcoholes 212,59  ± 35,52 b   13,30  ± 0,50 a   271,20  ± 12,10 c 

Fenoles volátiles 47,66  ± 13,28 a   1881,30  ± 56,60 b   11,10  ± 1,00 a 

Otros 11,15  ± 1,64 a   2008,30  ± 135,20 b   5,50  ± 0,75 a 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-c La misma letra dentro de la misma 

fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No detectado. 

Tabla 6. Áreas relativas (x 10-3) de las familias químicas de los compuestos volátiles analizados 

en las tres plantas para el extracto ATOM (extraído con agua y atomizado). 

FAMILIAS S. ecuadorensis P.carpunya I. guayusa   

Terpenos monoterpenos 49,65  ± 12,04 b   2728,50  ± 234,20 a   121,50  ± 9,80 b 

Terpenos sesquiterpenos nd   39,70  ± 8,70    nd 

Norisoprenoides 0,40  ± 0,11 b   1,20  ± 0,20 b   22,40  ± 1,90 a 

Cetonas 0,37  ± 0,04 b   1,00  ± 0,20 a   nd 

Furanos 2,61  ± 0,45    nd   nd 

Aldehídos 17,75  ± 4,23 b   114,00  ± 38,30 a   5,20  ± 0,50 b 

Ésteres 6,26  ± 2,01 a   5,30  ± 1,00 a   5,90  ± 1,50 a 

Ésteres ácidos de cadena 
larga 0,55  ± 0,05 b   1,10  ± 0,10 a   1,00  ± 0,30 a 

Alcoholes 34,00  ± 7,51 a   9,50  ± 2,60 b   35,10  ± 8,70 a 

Fenoles volátiles 10,15  ± 2,90 b   420,80  ± 47,10 a   10,30  ± 1,80 b 

Otros 3,43  ± 0,73 b   333,10  ± 42,90 a   10,40  ± 1,90 b 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b La misma letra dentro de la 

misma fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No detectado. 
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Tabla 7. Áreas relativas (x 10-3) de las familias químicas de los compuestos volátiles analizados 

en las tres plantas para el extracto ETOH (extraído con etanol). 

FAMILIAS S. ecuadorensis P.carpunya I. guayusa   

Terpenos 
monoterpenos 

116,04  ± 10,49 b 
  

5504,80  ± 1345,90 a 
  

466,90  ± 64,80 
b 

Terpenos 
sesquiterpenos 

0,75 ± 0,02 b 
 

342,80 ± 71,30  
 

nd 
 

Norisoprenoides 11,27  ± 1,35 b 
 

14,00  ± 4,40 b 
 

44,70  ± 9,90 a 

Cetonas 4,18  ± 0,70 b 
 

24,40  ± 3,70 a 
 

nd 
 

Furanos 22,91  ± 4,01  
 

nd  
 

nd 
 

Aldehídos 9,56  ± 1,03 b 
 

218,70  ± 37,80 a 
 

35,10  ± 6,60 b 

Ésteres 48,91  ± 6,89 b 
 

24,30  ± 3,70 b 
 

126,70  ± 34,00 a 

Ésteres de ácidos 
grasos de cadena 
larga 

19,93  ± 4,28 a 

 

25,40  ± 7,60 a 

 

5,30  ± 1,30 b 

Alcoholes 78,44  ± 15,18 b 
 

14,60  ± 1,80 c 
 

246,70  ± 53,10 a 

Fenoles volátiles 25,08  ± 3,22 b  3967,60  ± 1102,50 a  81,20  ± 9,30 b 

Otros 65,36  ± 10,61 b   3411,90  ± 999,80 a   94,20  ± 29,40 b 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-c La misma letra dentro de la misma 

fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No detectado. 

Tabla 8. Áreas relativas (x 10-3) de las familias químicas de los compuestos volátiles analizados 

en las dos plantas para el extracto ETOH-H2O (extraído con etanol-agua). 

FAMILIAS S. ecuadorensis I. guayusa 

Terpenos monoterpenos 58,71 ± 13,98 b   321,40  ± 54,10 a 

Terpenos sesquiterpenos 1,07 ± 0,03 b   nd   

Norisoprenoides 3,70  ± 0,25 b   125,40  ± 22,60 a 

Cetonas    0,63 ± 0,03 b   3,70  ± 0,30 a 

Furanos 10,69  ± 1,34    nd   

Aldehídos 8,96  ± 0,81 a   6,90  ± 1,50 a 

Ésteres 164,49  ± 19,89 a   12,60  ± 3,00 b 

Ésteres de ácidos grasos 
de cadena larga 

7,45  ± 2,47 a   1,30  ± 0,40 b 

Alcoholes 27,36  ± 4,76 b   387,80  ± 33,20 a 

Fenoles volátiles 14,91  ± 2,09 a   15,90  ± 4,10 a 

Otros 7,09  ± 1,51 b   32,70  ± 6,30 a 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b La misma letra dentro de la 

misma fila indica que no hay diferencias estadísticas para p < 0,05. nd: No detectado. 
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La cantidad más abundante de compuestos volátiles se encuentra en los extractos de P. 

carpunya, donde la mayoría de las familias muestran valores significativamente más elevados 

en comparación con los extractos de las otras especies estudiadas. No obstante, se observan 

algunas excepciones, como en el caso de la familia de los alcoholes, cuyo contenido fue 

significativamente mayor en todos los extractos de S. ecuadorensis e I. guayusa en comparación 

con los de P. carpunya. Este patrón también se observó en el extracto H2O de S. ecuadorensis 

con los ésteres y en el ETOH con los norisoprenoides, destacando estos últimos en I. guayusa. 

Otra particularidad que se puede observar es que el extracto ETOH de las tres plantas 

presenta diferencias significativas entre todas las familias de compuestos, mientras que el 

extracto ATOM solo las presenta en los ésteres. En cambio, el extracto H2O y ETOH-H2O 

presentan diferencias para la mayoría de las familias, exceptuando para cetonas y ésteres ácidos 

de cadena larga en el caso del extracto H2O y, ni en aldehídos ni fenoles volátiles en las muestras 

ETOH-H2O. 

Las diferencias encontradas entre los extractos de cada especie se pueden deber a 

polaridad de los disolventes, lo cual permite separar compuestos bioactivos diferentes en 

función de su afinidad con el solvente [31,32]. 

 Es crucial entender la composición de las plantas medicinales, especialmente cuando se 

busca verificar sus propiedades, como su capacidad antimicrobiana y antioxidante. Algunos 

estudios han informado sobre la capacidad antibacteriana de los extractos etanólicos de S. 

ecuadorensis contra V. parahaemolyticus en concentraciones moderadas, lo que podría estar 

asociado a la presencia de alcaloides, compuestos fenólicos, taninos, flavonoides, quinonas, 

antraquinonas, terpenos y saponinas [21]. Además, en este estudio, se observa la presencia de 

safrol, lo que podría contribuir a esta actividad antimicrobiana [33]. Asimismo, su actividad 

antioxidante podría estar relacionada con la presencia de compuestos fenólicos [21]. Algunos 

estudios que han evaluado la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de P. carpunya 

sugieren que esta propiedad podría estar vinculada principalmente a su elevado contenido de 

1,8-cineol [34] y safrol [12,33] ambos compuestos característicos del género Piper y que también 

se identificaron como componentes mayoritarios en nuestro estudio. Además, investigaciones 

previas sobre otras especies de Piper han relacionado la actividad antimicrobiana con la 

presencia de piperitona, así como monoterpenos como α-pineno y β-pineno [35,36].  

Para Ilex guayusa se ha encontrado que los extractos etanólicos presentan una 

importante actividad antimicrobiana contra dos bacterias patógenas (Porphyromonas gingivalis 

y Prevotella intermedia) que causan inflamación periodontal y que los autores la asocian con su 
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contenido de coumarinas [29]. Villacis et al. [37], por el contrario, indican que los extractos 

acuosos e hidroalcohólicos de esta especie no presentaron actividad antimicrobiana frente a E. 

coli y S. aureus, lo que coincide con lo reportado para I. paraguariensis (yerba mate) cuyo 

extracto etanólico no inhibió a E. coli, pero fue efectivo inhibiendo Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes y Salmonella enteritidis y lo asocian con su contenido de compuestos 

fenólicos [38]. 

Por otro lado, el estrés oxidativo generalmente se considera el punto de partida para la 

aparición de varias enfermedades [26] y conociendo que varias plantas medicinales, incluyendo 

las de este estudio, se usan ancestralmente para el tratamiento de inflamaciones, es necesario 

conocer el potencial de su capacidad antioxidante en los extractos estudiados. 

 En caso de aceite esencial de P. carpunya, asumiendo que su bioactividad de debe 

principalmente a los terpenos presentes, se ha encontrado que su actividad antioxidante fue 

moderadamente interesante con valores inferiores a sus controles positivos (timol y Trolox), 

pero mayores al compararlos con compuestos puros de piperitona, limoneno, 1,8-cineol y 

metileugenol, compuestos que forman parte de su composición. Este resultado los autores lo 

asocian a sinergias entre moléculas o a la bioactividad de compuestos menos abundantes [26]. 

Valarezo et al. [19] coinciden en la ausencia de actividad antioxidante, ya que a pesar de 

comprobar la presencia de monoterpenos y sesquiterpenos, indican que existe un antagonismo 

con otros compuestos presentes en el aceite esencial. 

 Las hojas de guayusa presentan una alta capacidad antioxidante [24,37], aunque es 

significativamente afectada por la edad de la hoja, siendo mayor cuanto más joven es esta. 

Además, en un estudio comparativo de la actividad antioxidante entre hojas frescas de I. 

guayusa y hojas sometidas a dos tratamientos industriales diferentes (escaldado y 

fermentación), se observó que la actividad antioxidante de las hojas escaldadas era similar a la 

de las hojas frescas sin tratar. Sin embargo, el proceso de fermentación redujo esta actividad, 

probablemente debido a las modificaciones en la composición de compuestos bioactivos y 

antioxidantes ocasionadas por el proceso industrial [24]. 

 Los compuestos fenólicos podrían estar involucrados en la alta capacidad antioxidante 

de las hojas de guayusa, y particularmente los derivados del ácido hidroxicinámico, isómeros del 

ácido mono y dicafeoilquínico (ácido 5-O-cafeoilquínico) [22,24,37]. 

 Los resultados referentes a la actividad antioxidante coinciden en general con los 

encontrados para la actividad antimicrobiana, lo que podría suponer que los compuestos 

responsables de la actividad antioxidante y antimicrobiana son los mismos, por lo tanto, los 

terpenos y fenoles volátiles también aportan a la actividad antioxidante [39].  
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 Los hallazgos previamente mencionados por diversos autores subrayan la importancia 

de investigar el efecto conservante de los extractos de las plantas estudiadas en este trabajo. 

Dada la variabilidad en su composición de compuestos volátiles, estas plantas podrían 

manifestar diversos efectos en la conservación de los productos alimenticios. 

 

4. Conclusiones 

El presente estudio se enfocó en conocer de manera exhaustiva la composición volátil 

de tres plantas: S. ecuadorensis, P. carpunya e I. guayusa. Terpenos, ésteres, alcoholes y fenoles 

volátiles fueron los principales compuestos identificados, encontrándose diferencias 

significativas entre las tres plantas consideradas. P. carpunya fue la planta que presentó los 

contenidos más altos de compuestos volátiles, destacando sus altos niveles de terpenos, 

aldehídos, fenoles volátiles y safrol. S. ecuadorensis presentó un contenido más bajo de 

compuestos, comparados con la primera, siendo los mayoritarios terpenos, ésteres, alcoholes y 

fenoles volátiles. I. guayusa por su parte fue la que presentó el contenido de compuestos 

volátiles más bajo, siendo los principales, terpenos, norisoprenoides, ésteres y alcoholes. Al 

realizar la comparación de los solventes usados para la extracción, se determinó que el etanol 

es el que permitió extraer el mayor número y contenido de compuestos volátiles. Los hallazgos 

de este estudio apuntan hacia la necesidad de llevar a cabo investigaciones complementarias 

para determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana, tanto in vitro como a través de la 

aplicación en modelos alimentarios, de extractos naturales. Esto permitirá evaluar el potencial 

conservador de cada planta, temas que se exploran en los capítulos siguientes. 
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CAPÍTULO 2 

EFECTO ANTIMICROBIANO DE EXTRACTOS DE SIMIRA ECUADORENSIS Y 
SU IMPACTO EN LA MEJORA DE LA VIDA ÚTIL EN PRODUCTOS DE     

POLLO Y PESCADO 

 

En este capítulo se presentan los resultados de la evaluación del potencial 

antimicrobiano de diferentes extractos de Simira ecuadorensis, una planta característica de 

Ecuador y la validación de su potencial como conservante alimenticio. Se analizaron cuatro 

extractos obtenidos mediante diferentes procesos, denominados como etanol, etanol-agua 

(50:50 v/v), atomizado y liofilizado. Inicialmente, se evaluó su actividad antimicrobiana frente a 

un amplio grupo de microorganismos conformado por 20 cepas microbianas patógenas y de 

deterioro de los alimentos, empleando el método de difusión en agar. Los cuatro extractos 

inhibieron el crecimiento de Campylobacter jejuni y Shewanella putrefaciens con una CMI de 80 

mg/ml. El extracto etanólico además inhibió a Bacillus cereus, Yersinia enterocolítica, Clostridium 

perfringens y Leuconostoc mesenteroides.  

Después, se seleccionaron los extractos con los mejores rendimientos y propiedades 

antimicrobianas, para determinar su efecto en alimentos modelo conservados en condiciones 

comerciales normales a través de challenge test o pruebas de desafío. Se probaron los extractos 

atomizado y etanol-agua para determinar su efectividad para inhibir el crecimiento de C. jejuni y 

Shew. putrefaciens en productos de pollo y pescado, respectivamente, ya que estos 

microorganismos, uno patógeno y otro de deterioro, se encuentran con frecuencia en estos 

alimentos. Se escogieron como alimentos modelo uno sólido y otro líquido: hamburguesa y 

caldo, respectivamente.  Mientras que el extracto atomizado provocó una baja inhibición de C. 

jejuni en hamburguesas de pollo, fue bastante efectivo para esta misma cepa en caldo de pollo. 

El extracto etanol-agua mostró mayor actividad frente Shew. putrefaciens en los productos de 

pescado. La aplicación del extracto atomizado disminuyó significativamente el pH de las 

hamburguesas de pollo mientras que el extracto etanólico tuvo un ligero impacto sobre el pH de 

las hamburguesas de pescado. Dichos efectos antibacterianos revelaron que los extractos de S. 

ecuadorensis podrían ser potencialmente utilizados en conservación de alimentos como 

antimicrobiano natural. 
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1. Introducción 

Ecuador es considerado uno de los países con más diversidad del mundo [1]. Gran parte 

de la población mundial, especialmente de los países en vía de desarrollo usa hierbas para tratar 

algunas de sus dolencias y Ecuador no es la excepción [2]. Por el momento, varias especies ya se 

están comercializando y entre ellas se pueden encontrar interesantes ejemplos como el de la 

horchata lojana, la cual es una popular bebida aromática que se prepara como infusión de una 

mezcla de entre 26 a 60 plantas medicinales locales [3,4]. Estas mezclas (o tongos) se encuentran 

disponibles en los mercados de la ciudad, ya que es una bebida barata, asequible, fácil de 

preparar y que se consume a diario desde hace cientos de años. En la medicina tradicional se le 

atribuyen propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antiespasmódicas y como tónico cerebral 

[3,5]. Su versión con plantas deshidratadas se comercializa en el mercado internacional. Otro 

ejemplo importante es la guayusa, a la cual ya se hizo referencia en el capítulo de introducción. 

Es la planta medicinal con mayor crecimiento comercial en los mercados internacionales, que se 

produce y cosecha empleando conocimientos ancestrales. Así mismo, hay varias publicaciones 

en las que se muestran, los primeros estudios que se han realizado sobre diversas especies que 

en las comunidades principalmente indígenas del Ecuador se usan con fines medicinales y 

alimentarios [6]. 

Uno de los grupos de aditivos químicos más utilizados en la industria alimentaria son los 

conservantes, los cuales se aplican para mantener la calidad de los alimentos, mejorando su 

estabilidad microbiológica y química, lo que permite prolongar su vida útil y evitar pérdidas 

económicas [7,8]. Sin embargo, en la actualidad, hay un creciente interés de consumidores y 

procesadores de alimentos para desarrollar productos libres de aditivos químicos sintéticos, 

debido a varios efectos adversos que tienen sobre la salud de las personas (alergias, dolor de 

cabeza, entre otros).  

Esto ha hecho que cada vez tome más fuerza la tendencia hacia los productos clean label o 

de etiqueta limpia, siendo una de sus características la declaración de productos libres de 

aditivos artificiales, los cuales pueden ser reemplazados por alguno de origen natural [9-13]. 

Bondi et al. [11] y da Cruz Cabral et al. [14] presentan varias investigaciones que atribuyen 

actividades antimicrobianas y antioxidantes a los extractos de plantas, aceites esenciales e 

ingredientes funcionales, los cuales contienen compuestos como fenoles, polifenoles, 

flavonoides, alcaloides y taninos, que les otorgan cierta acción fisiológica sobre las células [15]. 

En la literatura científica se identifican al menos tres mecanismos de acción antimicrobiana de 

los compuestos fenólicos: (i) alteración de la permeabilidad de las membranas celulares, 

formación de gránulos citoplasmáticos y ruptura de la membrana citoplasmática; (ii) 
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modificación de diversas funciones intracelulares mediante enlaces de hidrógeno de los 

compuestos fenólicos a enzimas a través de sus grupos OH; y (iii) interacciones con las 

membranas celulares que resultan en cambios de la morfología fúngica [11,12,16].  

Simira ecuadorensis (Standl.) Steyerm es un árbol pequeño característico del bosque seco 

ecuatoriano [17], crece hasta 10 m de altura, ramificado a veces con muchos tallos, brota a partir 

de diciembre [18]. Su madera se utiliza para construcciones rurales, sus ramas y tallos para 

cercos de huertas y leña, sus hojas se utilizan para envolver quesos de cabra para conservarlos 

y darles sabor/color [14].  Rondón et al. [19] cuantificaron el contenido fenólico total y evaluaron 

la capacidad antibacteriana de muestras de S. ecuadorensis obtenidas del bosque seco de la 

provincia del Guayas-Ecuador; siendo el extracto etanólico de las hojas de esta especie uno de 

los más activos en los ensayos antibacterianos, principalmente frente a Vibrio parahaemolyticus 

en concentraciones moderadas. Esta capacidad antibacteriana podría atribuirse a la presencia 

de compuestos fenólicos (ácidos fenólicos, flavonoides, taninos, cumarinas, quinonas), además 

los autores recomiendan ampliar la investigación estudiando un mayor número de bacterias. La 

literatura científica relacionada con los componentes y aplicación de esta planta son muy 

escasos; por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue estudiar el efecto de extractos de S. 

ecuadorensis en el crecimiento bacteriano in vitro y su aplicación en sistemas alimentarios 

reales. 

2. Materiales y Métodos 

2.1  Materiales 

2.1.1  Plantas 

Las hojas frescas de Simira ecuadorensis (Standl.) Steyerm, “guápala” se recolectaron el 

mes de diciembre del 2019 del cantón Zapotillo en la provincia de Loja-Ecuador. El tratamiento 

postcosecha consistió en un lavado de las hojas y su posterior secado usando un secador de 

bandejas (DY-110H, Daeyeong E&B CO., Ltd., Ansan, South Korea) a 40 °C por alrededor de 12 

horas. Posteriormente, las muestras secas se molieron, tamizaron y homogenizaron (tamaño de 

partícula < 350 µm) y se almacenaron en condiciones de refrigeración hasta que se llevó a cabo 

el proceso de extracción. 

2.1.2  Preparación de extractos 

Las hojas secas molidas se extrajeron con agua, etanol y etanol-agua (50:50 v/v) como 

solventes; se utilizaron cinco litros de solvente por cada kilogramo de hojas. Se aplicó el método 

de maceración estática, que consistió en dejar reposar la mezcla en recipientes ámbar durante 

tres días a temperatura de refrigeración, revolviendo al menos una vez por día, posteriormente 
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la mezcla se filtró al vacío. En el caso de los extractos etanólicos, el etanol se evaporó en un 

rotaevaporador (G1, Heidolph, Schwabach, Alemania) a 40 °C y 150 rpm, y el agua se eliminó 

por liofilización en un liofilizador (Labconco, Kansas City, MO, USA) con las siguientes 

condiciones: presión = 0,180 mbar; temperatura = -50 °C por 72 horas. Estos extractos se 

designan en lo sucesivo como ETOH y ETOH-H2O. En cuanto a los extractos acuosos, una parte 

se congeló a -40 °C y se liofilizó (utilizando las mismas condiciones mencionadas anteriormente) 

y la otra parte se mezcló con maltodextrina (3 %) y se secó por atomización (Büchi Mini Spray 

Dryer B-290, Suiza) a 120 °C y un flujo de alimentación de 6 ml/min. La denominación que se dio 

a estos extractos fue H2O y ATOM, respectivamente. 

Los rendimientos de los extractos ETOH, ETOH-H2O, H2O y ATOM fueron 1,04 %, 3,99%, 

6,98 % y 12,41 %, respectivamente. 

2.2 Esquema experimental 

Inicialmente, dado que la información sobre la actividad antimicrobiana de S. 

ecuadorensis es escasa se planeó el primer estudio in vitro para generar una base de datos, 

probando el efecto de los extractos frente a 20 especies de microorganismos patógenos y de 

deterioro que se encuentran en los alimentos. 

 En un segundo paso, se estudió el efecto de los extractos sobre las especies donde se 

observó efecto antimicrobiano en la fase in vitro (C. jejuni y Shew. putrefaciens) inoculadas en 

alimentos modelo. Los alimentos considerados para realizar las pruebas de desafío se 

seleccionaron en función de aquellos en los que estos microorganismos se encuentran con 

mayor frecuencia (productos de pollo y pescado, respectivamente). 

2.3 Actividad antimicrobiana in vitro 
 

2.3.1.  Especies microbianas 

La actividad antimicrobiana de S. ecuadorensis se evaluó frente a 20 especies de 

microorganismos obtenidos de la colección española de cultivos tipo (CECT), del International 

Life Science Institute (ILSI) y del Hospital Universitario de Burgos-Universidad de Burgos (HUBU-

UBU), en la Tabla 1 se hace constar la lista. 

 
2.3.2  Determinación de la actividad antimicrobiana 

La actividad antimicrobiana de todos los extractos se evaluó mediante el método de 

difusión en agar [7], con algunas modificaciones. Las bacterias de prueba se usaron en una 

concentración de 8 log ufc/ml, la suspensión bacteriana se distribuyó en las placas con medio 

sólido. Después de la solidificación del medio, se hicieron pocillos de 7 mm de diámetro en las 

placas utilizando una pipeta esterilizada.  Los extractos fueron diluidos a 80 mg/ml, usando agua  
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Tabla 1. Cepas bacterianas elegidas para este estudio 

Microorganismo 
Cepa 

bacteriana 
Gram 

Temperatura 
de 

Incubación 
(°C) 

 
Caldo 

 
Agar  

Salmonella 
enterica subsp. 
enterica 

HUBU-UBU 
72732 

- 37 
TSB Muller Hinton 

Escherichia coli CECT 501  - 37 BHI Muller Hinton 

Shigella sonnei CECT 457 - 37 TSB Muller Hinton 

Yersinia 
enterocolitica 

CECT 559 - 37 TSB 
Muller Hinton 

Vibrio 
alginolyticus 

CECT 521 - 30 
Nutrient caldo + 2 % 

NaCl 
Nutrient agar +   

2 % NaCl 

Campylobacter 
jejuni 

CECT7572 - 37 BHI 
Nutrient + sangre 

5 % 

Clostridium 
perfringens 

CECT 376 + 42 BHI 
Nutrient + sangre 

5 % 

Staphylococcus 
aureus 

CECT 30 + 37 BHI 
Muller Hinton 

Listeria 
monocytogenes 

ILSI-4  + 37 BHI 
Muller Hinton 

Listeria innocua CECT 910 +  37 BHI Muller Hinton 

Bacillus cereus CECT 148 + 30 BHI Muller Hinton 

Enterococcus 
faecalis 

CECT 481 + 37 BHI 
Nutrient + sangre 

5 % 

Brochothrix 
thermosphacta 

CECT 847 +  26 
TSB + Lev 0,60 % Muller Hinton 

Leuconostoc 
mesenteroides 

CECT 394 + 30 MRS 
MRS 

Weissella 
viridescens 

CECT 283 + 30 MRS 
MRS 

Pseudomonas 
putida 

CECT 3241 - 30 TSB 
Muller Hinton 

Pseudomonas 
fluorescens 

CECT 378 - 30 TSB 
Muller Hinton 

Aeromona caviae  CECT 838 - 30 TSB Muller Hinton 

Shewanella 
putrefaciens 

CECT 5346 - 30 TSB 
Muller Hinton 

Shewanella sp. CECT 4640 - 30 TSB Muller Hinton 

CECT: Colección Española de Cultivos Tipo; ILSI: International Life Science Institute; HUBU-UBU: Hospital 

de Burgos-Universidad de Burgos 
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desionizada y dimetil sulfóxido (DMSO) en una proporción de 1:1. Posteriormente, se 

introdujeron 40 μl en los pocillos, las placas se incubaron por 24 a 48 horas y la actividad 

antimicrobiana de las muestras se determinó midiendo el diámetro del halo de inhibición 

(perímetro libre de colonias), usando un calibre. Se usó la solución agua-DMSO como control 

negativo, mientras que como control positivo se usó una solución de hipoclorito de sodio (0,94 

%). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las características y condiciones de análisis 

de los microorganismos seleccionados se presentan en la Tabla 1. 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determinó sólo con los microorganismos 

que presentaron zonas de inhibición. Los extractos de S. ecuadorensis fueron diluidos en agua-

DMSO para preparar las concentraciones de prueba: 40, 20, 10, 5 mg de extracto/ml, y se aplicó 

el método de difusión en agar, descrito en el apartado anterior. La concentración más baja 

(mg/ml) de extracto que inhibió visiblemente el crecimiento de las bacterias analizadas se 

consideró como el valor CMI. Los ensayos se hicieron por triplicado. 

2.4 Pruebas de desafío 

Para evaluar el efecto de los extractos, se usaron caldos comerciales (Aneto, España) y 

filetes congelados (Carrefour, España) de pollo y merluza como productos alimentarios modelo. 

2.4.1 Preparación del inóculo 

 Se cultivaron en las condiciones descritas anteriormente (Tabla 1) dos cepas de 

referencia de C. jejuni CECT 7572 y ATCC 11118, junto con la cepa HUBU-UBU 410 aislada de un 

caso clínico en el hospital de Burgos. Las placas se incubaron a 42 °C durante 48 h en una 

atmósfera microaerófila (5 % O2, 10 % CO2, 85 % N2) generada por CampyGen® de Oxoid LTD 

(Hampshire, Reino Unido). Una colonia de una placa con medio Nutrient agar con 5 % de sangre 

de cordero de Oxoid LTD (Hampshire, Reino Unido) se transfirió a caldo BHI de Oxoid LTD 

(Hampshire, Reino Unido) y se incubó como se describió anteriormente. A continuación, los 

cultivos se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se decantó y el 

sedimento se suspendió en 10 ml de agua estéril mediante agitación con el vórtex para lograr 

una población de células viables de 6 log ufc/ml. Luego, se mezclaron los tres tubos que 

contenían 10 ml de la suspensión celular de cada cepa y se mezcló 1 % de esta suspensión con 

carne de pollo para obtener una concentración final de 4 log ufc/g y 0,1 % con caldo de pollo 

para obtener una concentración de 3 log ufc/ml. 

 Las cepas de Shew. putrefaciens (CECT 5346) y Shewanella sp. (CECT 4640) se incubaron 

a 37 °C durante toda la noche en caldo TSB de Oxoid LTD (Hampshire, Reino Unido) y su 

concentración se ajustó con agua estéril por densidad óptica a 8 log ufc/ml. Ambas suspensiones 
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se mezclaron y diluyeron para obtener una población de células viables de 6 log ufc/ml. Al igual 

que en el producto anterior, se añadió un 1% del inóculo al pescado picado y un 0,1 % al caldo. 

2.4.2 Productos de pollo y pescado 

Los filetes se descongelaron de forma segura en refrigeración y se picaron con una 

picadora de alimentos (A320, Moulinex) durante 2 minutos para obtener una masa que se 

separó en cuatro fracciones (200 g cada una), una para cada tratamiento. Se prepararon 

hamburguesas pequeñas de pollo y pescado (20 g cada una) y se colocaron de tres en tres en 

bandejas de polietileno/etilenvinil alcohol/poliestireno, posteriormente se envasaron en 

atmósfera modificada (EAM; 30 % CO2, 70 % N2 y 60 % CO2, 40 % N2 para pollo y pescado, 

respectivamente) usando un mezclador WITT-Gasetechnik y una envasadora (Efabind, Murcia, 

España). Se usó caldo estéril comercial “Aneto” (pollo y pescado) y se dosificó 1 ml en tubos 

Eppendorf estériles. Todas las muestras se almacenaron a 4 °C. 

Se prepararon y codificaron cuatro lotes de hamburguesas y muestras de caldo de pollo 

de la siguiente forma: C, tratamiento control (sin extracto), E con extracto ATOM (8%), J con el 

inóculo, y EJ con inóculo y extracto. La carne para las muestras J y EJ se mezcló con 1 % del 

inóculo de C. jejuni descrito anteriormente. En hamburguesas la concentración final de C. jejuni 

fue 4 log ufc/g y las muestras fueron analizadas a 0, 1, 4, 7 y 10 días, mientras que en las muestras 

de caldo la concentración de esta bacteria fue de 3 log ufc/ml y fueron analizadas después de 0, 

1, 4, 7, 10, 14, 29, 52, 67 y 85 días. 

En el caso de pescado, la preparación de las muestras fue similar a lo descrito 

anteriormente: C, control (sin extracto), E con extracto ETOH-H2O (8 %), S con inoculo y SE con 

inóculo y extracto. Las muestras S y SE se prepararon con inóculo de Shewanella de la misma 

manera que se prepararon las muestras de pollo. La concentración final de Shewanella fue de 4 

log ufc/g en hamburguesas y las muestras fueron analizadas a 0, 1, 3, 7, 8 y 14 días. La 

concentración final en el caldo fue de 3 log ufc/ml y las muestras analizadas a 0, 1, 3, 7, 14, 21, 

28, 38, 44, 65, 72, 84, 104 y 131 días.  

2.4.3 Análisis microbiológicos 

Se transfirieron asépticamente 20 g de hamburguesas a una bolsa estéril de muestreo 

con filtro de superficie total (BagPage, Bruselas-Bélgica) y se homogenizó con 180 ml de solución 

Ringer (Oxoid, Barcelona-España) usando un homogeneizador (Stomacher 400, Seward, 

Londres-UK) por 2 minutos. Se tomaron 100 µl de muestras de caldo directamente de los tubos 

eppendorf y para ambos tipos de producto, se prepararon diluciones decimales según la 

necesidad y se esparcieron en los medios correspondientes para realizar las siguientes 

determinaciones:  
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En el caso de hamburguesas y caldo de pollo, se cuantificaron bacterias aerobias 

mesófilas (aerobic mesophilic bacteria o AMB) en placas de vertido de agar Plate Count (PCA) de 

Conda (Madrid, España) incubadas durante 24 h a 30 °C y C. jejuni, en placas extendidas de agar 

selectivo sin sangre (CCD) para Campylobacter de Oxoid LTD (Hampshire, Inglaterra) e incubadas 

a 42 °C durante 48 h, en condiciones microaerófilas. 

Por su parte, para hamburguesas y caldo de pescado, se realizó el recuento de AMB en 

placas de agar triptona-soja (TSA, por sus siglas en inglés) de Oxoid LTD (Hampshire, Inglaterra); 

y para Shewanella putrefaciens, en placas de iron agar de Conda (Madrid-España), ambas 

incubadas durante 24 h a 30 °C. 

2.4.4 Determinación de pH 

El pH se midió con un pH-metro (micropH2001, CRISON, Barcelona-España) colocando 

un electrodo en la muestra y utilizando soluciones de buffer fosfato (pH 4 y 7) para la calibración. 

Se realizaron tres mediciones cambiando el lugar de inserción del electrodo. 

2.5 Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media aritmética ± desviación estándar. La 

diferencia entre medias se determinó mediante un ANOVA simple usando el paquete estadístico 

Statgraphics XVII-X64. La prueba de Tukey se usó para determinar si había diferencias 

significativas entre los tratamientos a p < 0,05. 

 

3. Resultados y Discusión 
 

3.1  Actividad antimicrobiana 
 

Se evaluó la actividad antimicrobiana de cuatro extractos de Simira ecuadorensis frente 

a 20 bacterias y los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2. Como se puede observar, 

siete bacterias se vieron afectadas y se produjeron zonas de inhibición de entre 12 a 18 mm, 

encontrándose valores de CMI de 20 a 80 mg/ml (Tabla 3). 

En esta investigación se demostró que el extracto ETOH tuvo el mayor efecto 

antimicrobiano al inhibir el crecimiento de L. mesenteroides, Shewanella sp., Y. enterocolitica, 

C. perfringens y B. cereus, lo que puede deberse a la presencia de compuestos fenólicos, como 

las antraquinonas que se extraen con etanol, ya que los solventes alcohólicos son los mejores 

para lograr un mayor nivel de extracción de estos compuestos [20,21].  
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de extractos de Simira ecuadorensis expresados como el 

diámetro del área de inhibición (mm). 

 Microorganismos 
Extractos 

ETOH H2O ETOH-H2O ATOM Control positivo 

Bacillus cereus 11 ni ni ni 18 

Staphylococcus aureus ni ni ni ni 15 

Escherichia coli ni ni ni ni 15 

Listeria monocytogenes ni ni ni ni 17 

Listeria innocua ni ni ni ni 14 

Salmonella enterica  ni ni ni ni 14 

Shigella sonnei ni ni ni ni 13 

Yersinia enterocolitica 12 ni ni ni 16 

Brochothrix 
thermosphacta 

ni ni ni ni 17 

Pseudomonas putida ni ni ni ni 19 

Pseudomonas fluorescens ni ni ni ni 17 

Aeromona caviae ni ni ni ni 19 

Shewanella putrefaciens 8 12 12 8 36 

Shewanella sp. 16 ni ni ni 29 

Clostridium perfringens 12 ni ni ni 10 

Campylobacter jejuni 10 18 10 10 17 

Vibrio alginolyticus ni ni ni ni 14 

Enterococcus faecalis ni ni ni ni 9 

Leuconostoc 
mesenteroides 

9 8 8 ni 19 

Weissella viridescens ni ni ni ni 16 

ni: no inhibido; Control positivo: Solución de hipoclorito de sodio (0,94 %); Valores promedio de tres 

repeticiones (n = 3); Extractos: ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua), ATOM 

(extraído con agua y atomizado) y H2O (extraído con agua y liofilizado).  
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Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria (CMI) de extractos de Simira ecuadorensis (mg/ml). 
 

                                      Extractos 

Microorganismos ETOH H2O ETOH-H2O ATOM 

Shewanella putrefaciens   80 80 80 80 

Shewanella sp. 40 _ _ _ 

Campylobacter jejuni 80 80 80 80 

Leuconostoc mesenteroides 80 80 40  

Yersinia enterocolitica 20 _ _ _ 

Bacillus cereus 20 _ _ _ 

Clostridium perfringens 20 _ _ _ 

Rango de concentración 5 – 80 mg/ml; Tres réplicas (n = 3); Extractos: ETOH (extraído con etanol), ETOH-

H2O (extraído con etanol-agua), ATOM (extraído con agua y atomizado) y H2O (extraído con agua y 

liofilizado) 

 

La CMI fue 80 mg/ml para todos los extractos; este valor es alto comparado con lo 

reportado por Rondón et al. [19] quienes comprobaron la actividad de un extracto etanólico de 

S. ecuadorensis frente a V. parahaemolyticus y determinaron una CMI de 40 ppm. Elez Garofulić 

et al. [22] y Sterniša et al. [23] reportaron una actividad antimicrobiana alta contra cepas de C. 

jejuni (CMI menos de 0,512 mg/ml) y Shew. putrefaciens (2 y 3,13 mg/ml) utilizando extractos 

de Urtica dioica L. En este trabajo, las cepas más sensibles a los extractos de S. ecuadorensis, 

fueron C. jejuni, bacteria termófila, microaerófila obligada, que responde negativamente a la 

tinción de Gram, que persiste a lo largo de la cadena alimentaria de las aves de corral [24], 

generalmente por contaminación de la canal con el contenido intestinal durante el proceso de 

sacrificio [25,26]. En muchos países, C. jejuni es el agente responsable de más del 90 % de los 

casos de campilobacteriosis. Los síntomas van desde gastroenteritis leve hasta disentería, 

aunque pueden aparecer secuelas no gastrointestinales como como artritis reactiva, los 

síndromes de Guillain-Barré y Miller-Fisher [27,28]. Por su parte Shewanella putrefaciens es una 

bacteria Gram-negativa no patógena, anaerobia facultativa psicrófila [29,30], que contribuye al 

deterioro de pescados y mariscos. Se encuentra en climas cálidos ya que forma parte natural de 

la microbiota marina. Tiene forma de bastón, es capaz de reducir el óxido de trimetilamina 

(TMAO) a trimetilamina y de producir sulfuro de hidrógeno (H2S), con la consiguiente 

decoloración, malos olores y sabores, formación de limo y cambios en la textura [23,29,31,32]. 

Moreira et al. [33] y Rondón et al. [19] reportaron que S. ecuadorensis tiene actividad 

antimicrobiana y que está relacionada con sus metabolitos secundarios; los más abundantes son 

los alcaloides cuyos mecanismos de acción pueden afectar la división celular, provocar inhibición 
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respiratoria e inhibición enzimática en bacterias, alteración de la membrana bacteriana y 

afectación a los genes de virulencia [34]. Por otro lado, existen compuestos fenólicos cuyo modo 

de acción se basa en la privación de hierro o enlaces de hidrógeno con proteínas vitales y/o la 

pérdida de función de adhesinas, polipéptidos de la pared celular y enzimas unidas a la 

membrana [35]. 

 S. ecuadorensis ha sido poco estudiada. No ha habido informes de su uso como aditivo 

antimicrobiano en alimentos o la aplicación directa de sus extractos en matrices alimentarias, lo 

que resalta la importancia de este estudio. 

 Para desarrollar la segunda parte del estudio sobre alimentos modelo, se aplicó un 

extracto etanólico y otro acuoso, ya que, como se ha descrito anteriormente, el tipo de 

disolvente influye en la composición del extracto. Como se pudo verificar en apartados 

anteriores, la actividad antimicrobiana fue mayor en ETOH, pero su bajo rendimiento de 

extracción hizo inviable realizar más estudios con él. Por tanto, no fue considerado para su 

aplicación en matrices alimentarias, eligiéndose ETOH-H2O como extracto etanólico. Entre los 

dos extractos acuosos de actividad similar, también se seleccionó el de mayor rendimiento 

ATOM. 

3.2 Efecto del extracto atomizado sobre el crecimiento microbiano en hamburguesas de pollo 

durante el almacenamiento. 

 Se continuó con la evaluación del potencial antimicrobiano de extractos de S. ecuadorensis, 

midiendo su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de AMB y C. jejuni en dos productos de pollo 

(hamburguesas y caldo), elegidos teniendo en cuenta los resultados mencionados en el anterior 

apartado. En la Tabla 4, se puede observar que los valores iniciales altos (> 4 log ufc/g) de AMB 

(día 0) podrían deberse a la contaminación natural de la carne de pollo.  

Tamkutė et al. [36] indicaron que la comunidad científica estableció que los productos cárnicos 

no son aptos para el consumo cuando la AMB alcanza 7–8 log ufc/g. Las muestras C y J 

alcanzaron 8 log ufc/ml después de 4 días de almacenamiento, mientras que las muestras con 

extracto (E y EJ) no superaron estos recuentos hasta el día 7. Al final del período de 

almacenamiento, los recuentos alcanzaron aproximadamente 8,80 log ufc/g para todos los 

tratamientos (Tabla 4). En las hamburguesas de pollo inoculadas (EJ), el crecimiento de C. jejuni 

no fue inhibido significativamente por la adición del extracto de S. ecuadorensis (Tabla 5), esto 

posiblemente sea consecuencia de la disminución de la actividad del extracto de la planta debido 

a la reacción con componentes de los alimentos tales como lípidos, proteínas y carbohidratos 

[37,38]. Tras 10 días de almacenamiento, el número de estas bacterias en ambas muestras (J y 

EJ) fue de 3,30 log ufc/ml, siendo significativamente menor que lo reportado para el día 1, lo 
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que podría deberse a que, a pesar de su resistencia a los procedimientos de limpieza y 

desinfección, C. jejuni presenta exigentes requisitos de crecimiento [24]. Estas bacterias no se 

detectaron en las muestras C y E. 

Tabla 4. Crecimiento de AMB (log ufc/g) en hamburguesas de pollo durante 10 días de 

almacenamiento: sin inóculo (C); con 8 % de extracto atomizado (E); con inóculo (J); con 8 % de 

extracto e inóculo (EJ). 

Muestra 
    C     E  J  EJ 

Día 

0 4,90 ±  0,07  D             ---              ---              --- 

1 5,70 ± 0,10 b C  5,20 ± 0,08 c C 6,30 ± 0,04 a C  4,60 ± 0,21 d C 

4 8,20 ± 0,14 a B  7,10 ± 0,45 b B 8,50 ± 0,13 a B  6,30 ± 0,35 b B 

7 8,70 ± 0,11 a A  8,60 ± 0,26 ab A 8,70 ± 0,12 ab A  8,30 ± 0,19 b A 

10 8,90 ± 0,15 a A   8,80 ± 0,05 a A 8,80 ± 0,05 a A   8,60 ± 0,18 a A  

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-D Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. --- para esos tratamientos no se llevó a cabo este 

análisis. 

 

Tabla 5. Crecimiento de C. jejuni (log ufc/g) en hamburguesas de pollo durante 10 días de 

almacenamiento: con inóculo (J); con 8 % de extracto atomizado e inóculo (EJ). 

Muestra 
                    J                EJ   

Día 

1 4,50 ± 0,22 a A 4,30 ± 0,30 a A  

4 4,60 ± 0,19 a A 4,50 ± 0,15 a A  
7 4,00 ± 0,09 a B 3,80 ± 0,51 a AB 

10 3,30 ± 0,18 a C 3,30 ± 0,20 a B  
Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a La misma letra dentro de la misma 

fila indica que no hay diferencias estadísticas; A-C Letras diferentes en la misma columna indican 

diferencias significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. 

 

 Las reacciones químicas y microbianas que causan el deterioro de los alimentos están 

asociadas con cambios en el pH, lo que lo convierte en un indicador fiable de la estabilidad de 

los alimentos. Después de 10 días, los valores de pH de las hamburguesas de pollo E, J y EJ 

disminuyeron (Tabla 6), probablemente debido a la producción de ácidos orgánicos 

principalmente por las bacterias ácido-lácticas (BAL) [39,40]. Sin embargo, el valor de pH de las 

muestras control durante el almacenamiento aumentó significativamente después de 4 días, lo 

cual puede explicarse por la degradación de proteínas y aminoácidos, y la formación de 

amoníaco por el crecimiento de algunas bacterias Gram-negativas, lo que aumenta el pH [31,40]. 
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Tabla 6. pH en hamburguesas de pollo durante 10 días de almacenamiento: sin inóculo (C); con 

8 % de extracto atomizado (E); con inóculo (J) y con 8 % de extracto atomizado e inóculo (EJ). 

Muestra 

   C     E     J     EJ   

Día 

0 5,92 ± 0,01  B  ---       ---       ---     

1 5,95 ± 0,02 ab B  5,91 ± 0,02 b C  5,99 ± 0,01 a B  5,79 ± 0,01 c A 

4 6,33 ± 0,01 a A  6,32 ± 0,03 a A  5,78 ± 0,01 b C  5,75 ± 0,01 b A 

7 6,31 ± 0,01 a A  6,02 ± 0,13 b B  6,08 ± 0,01 bc A  4,97 ± 0,03 c B 

10 6,35 ± 0,02 a A   5,73 ± 0,01 c C   5,97 ± 0,01 b B   4,83 ± 0,03 d C  

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-d Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-C Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. --- indica que para esos tratamientos no se llevó a 

cabo este análisis. 

 

3.3 Efecto del extracto atomizado sobre el crecimiento microbiano en caldo de pollo, 
durante el almacenamiento. 

 
 Se evaluó el potencial antimicrobiano del extracto atomizado de S. ecuadorensis en 

caldo de pollo inoculado. El caldo de pollo UHT es un producto que puede almacenarse durante 

varios meses sin refrigeración, lo que es posible gracias a la combinación del tratamiento térmico 

con el envasado aséptico. Se observó, que, durante todo el almacenamiento, no se obtuvieron 

recuentos de AMB en las muestras C y J, pero en E y EJ, el crecimiento fue significativamente 

alto (Tabla 7). En el caldo de pollo, AMB aumentó de 3,70 a 9,00 log ufc/g hasta los 14 días de 

almacenamiento; luego, el número disminuyó significativamente a 4,90 log ufc/g (29 días de 

almacenamiento), y finalmente, el aumento fue más lento hasta el final del almacenamiento. 

Este resultado podría deberse a una contaminación inicial del extracto. 

El extracto atomizado demostró efecto bactericida contra C. jejuni. En el primer día de 

almacenamiento los recuentos de esta bacteria en el caldo de pollo inoculado fueron 

significativamente menores en la muestra a la que se le agregó el extracto (EJ) (Tabla 8). Desde 

este día hasta el final del almacenamiento, el recuento de C. jejuni estuvo por debajo del límite 

de detección en la muestra con extracto; sin embargo, en la muestra J no ocurrió hasta el día 

52. Se observa que el extracto es mucho más efectivo sobre C. jejuni en el caldo que en las 

hamburguesas, posiblemente por la sencillez de la matriz alimenticia, lo que implica que los 

compuestos del extracto con potencial actividad antimicrobiana pueden actuar más fácilmente 

ya que no se unen a componentes de los alimentos como lípidos y proteínas. C. jejuni no creció 

en las muestras C y E (sin inóculo), lo que indica que no hubo presencia de este microorganismo. 
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Tabla 7. Crecimiento de AMB (log ufc/g) en caldo de pollo durante 85 días de almacenamiento: 

con 8 % de extracto atomizado (E); con 8 % de extracto atomizado e inóculo (EJ). 

Muestra 
 E EJ 

Día 

0              --- --- 

1 3,76 ± 0,25 a E 3,65 ± 0,14 a G 

4 4,68 ± 0,57 a E 5,43 ± 0,16 a EF 

7 8,02 ± 0,13 a AB 8,02 ± 0,13 a BC 

10 9,04 ± 0,04 a A 9,20 ± 0,09 a A 

14 9,12 ± 0,05 a A 8,89 ± 0,02 b AB 

29 4,86 ± 0,99 a DE 4,90 ± 0,32 a F 

52 6,30 ± 0,93 a CD 6,59 ± 0,19 a DE 

67 6,98 ± 0,15 a BC 6,42 ± 1,12 a DE 

85 6,71 ± 0,33 b BC 7,31 ± 0,23 a CD 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-F Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. --- indica que para esos tratamientos no se llevó a 

cabo este análisis. 

 

Tabla 8. Crecimiento de C. jejuni (log ufc/g) en caldo de pollo durante el almacenamiento por 85 

días: con inóculo (J); con 8 % de extracto atomizado e inóculo (EJ). 

Muestra 
                        J                EJ 

Día 

1 3,65 ± 0,05 A         2,57 ± 0,05  
4 3,43 ± 0,47 AB                    ND 

7 3,43 ± 0,47 AB                    ND 

10 2,99 ± 0,02 B                    ND 

14 2,79 ± 0,28 B                    ND 

29 2,00 ± 0,31 C                    ND 

52                           ND                    ND 

67                           ND                    ND 

85                           ND                   ND 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). A-C Letras diferentes en la misma 

columna indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. ND significa por debajo 

del límite de detección (< 1 ufc/ml). 
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3.4 Efecto del extracto etanol-agua sobre el crecimiento microbiano en hamburguesas de 

pescado durante el almacenamiento. 

El estudio continuó evaluando el potencial antimicrobiano del extracto de S. 

ecuadorensis en hamburguesas de pescado inoculadas con Shew. putrefaciens, que se eligió 

como microorganismo específico del proceso de deterioro del pescado. 

 Para este estudio se eligió como pescado la merluza (Merluccius merluccius) al ser una de 

las especies de pescado más consumidas en el mundo, siendo España su mayor mercado [41]. 

El pescado, debido a sus propiedades y composición, es propenso al desarrollo de diversas 

bacterias, incluidas las bacterias Gram-negativas como Shewanella [32,42]. Esta susceptibilidad 

se intensifica en productos como las hamburguesas, debido a su procesado, lo que aumenta el 

riesgo de enfermedades transmitidas por alimentos y reduce su vida útil [10]. Esto puede 

explicar los altos niveles iniciales de recuento de bacterias aerobias mesófilas (AMB) en todas 

las muestras (Tabla 9). Se observaron diferencias significativas entre las muestras sin (C) y con 

extracto ETOH-H2O (E). La adición de extracto al 8 % redujo el crecimiento de AMB entre los 

días 7 y 9 de almacenamiento, alcanzando los mismos recuentos el día 14 que las muestras sin 

extracto, alrededor de 8 log ufc/g. Además, el crecimiento de AMB en las muestras inoculadas 

(ES) se redujo principalmente entre los días 3 y 9 de almacenamiento; en las muestras con 

extracto, el recuento de AMB fue aproximadamente 3,50 ciclos logarítmicos menor, 

posteriormente comenzó a crecer y alcanzó 7,90 log ufc/g al final del almacenamiento 

refrigerado (Tabla 9). 

 

Tabla 9. Crecimiento de AMB (log ufc/g) en hamburguesas de pescado durante 14 días de 

almacenamiento: sin inóculo (C); con inóculo (S); con extracto de etanol-agua al 8% (E); con 8% 

de extracto e inóculo (ES). 

Muestra 
 C E S ES 

Día 

0 4,10 ± 0,20   D --- --- --- 

1 3,90 ± 0,50 a D 4,10 ± 0,30 a C 4,40 ± 0,20 a D 3,80 ± 0,20 a D 

3 4,50 ± 0,10 b D 4,60 ± 0,12 b C 5,60 ± 0,12 a C 3,90 ± 0,15 c D 

7 5,90 ± 0,06 b C 4,40 ± 0,13 d C 8,30 ± 0,15 a B 4,90 ± 0,10 c C 

9 7,10 ± 0,10 b B 5,80 ± 0,16 c B 9,30 ± 0,13 a A 5,80 ± 0,21 c B 

14 8,20 ± 0,13 a A 7,80 ± 0,22 a A 8,30 ± 0,27 a B 7,90 ± 0,45 a A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-d Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-D Letras diferentes, en la misma columna indican diferencias 

significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05.  --- indica que para esos tratamientos no se llevó a 

cabo este análisis. 
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 En relación con el crecimiento de Shew. putrefaciens en hamburguesas de pescado, se 

observó que las muestras no inoculadas (C y E) no presentaban contaminación natural con estas 

bacterias. Por su parte, como se puede ver en la Tabla 10, en las muestras inoculadas S y ES, la 

adición de extracto tuvo un efecto significativo sobre el crecimiento de este microorganismo, 

mostrando un efecto inhibitorio a lo largo del tiempo de almacenamiento. Se observó un nivel 

de reducción en los recuentos bacterianos de hasta 1 log en el día 1, y la carga de Shew. 

putrefaciens se redujo más, aproximadamente 2 log en el día 3, 4 log en los días 7 a 9 y 1 log al 

final del experimento (día 14). 

 

Tabla 10. Crecimiento de Shew. putrefaciens (log ufc/g) en hamburguesas de pescado durante 

14 días de almacenamiento: con inóculo (S); con 8 % de extracto etanol-agua e inóculo (ES). 

 

Muestra  
             S              ES  

Día 

1 3,90 ± 0,08 a D 3,00 ± 0,30 b C  
3 5,20 ± 0,27 a C 3,10 ± 0,43 b C  
7 8,30 ± 0,06 a B 4,40 ± 0,23 b B  
9 9,20 ± 0,08 a A 5,30 ± 0,39 b B  

14 8,40 ± 0,10 a B 7,20 ± 0,45 b A  
Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-D Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. 

 

 Moreira et al. [36] indicaron en su trabajo sobre el género Simira que aún existe poca 

información publicada sobre el estudio fitoquímico de algunas especies, pero encontraron 

extractos de Simira glaziovii y Simira sampaioana con efecto antimicrobiano y CMI mayor a 100 

µg/ml contra Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium kansasii. 

Wright et al. [29,43] mencionaron que los extractos metanólicos de Terminalia ferdinandiana, 

Kunzea pomifera, Acronychia acidula, Citrus glauca y Solanum aviculare y los extractos acuosos 

de K. pomifera, C. glauca y Davidsonia pruriens mostraron inhibición contra Shew. putrefaciens. 

 
 Además, mencionaron que 0,50 mg/ml del extracto metanólico de T. ferdinandiana 

fueron efectivos para inhibir el crecimiento bacteriano total en un sistema modelo de pescado 

almacenado en refrigeración. Otros autores también han informado buenos efectos inhibidores 

contra Shew. putrefaciens a partir de extractos etanólicos de hojas de Urtica dioica en carne de 

pescado [23] o películas comestibles de quitosano y gelatina-quitosano que han incorporado 

aceite esencial de clavo en filetes de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) o dorada 

(Coryphaena hippurus), respectivamente [31,44]. 
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 Como se muestra en la Tabla 11, el valor de pH inicial de las hamburguesas de pescado 

correspondientes al control (C) fue de 6,69, similar al reportado en otros estudios [21,45] y que 

corresponde con la variabilidad normal de este tipo de carne, pero superior al valor reportado 

por Schelegueda et al. [42] para hamburguesas de Merluccius hubbsi. 

 
Tabla 11. pH en hamburguesas de pescado para 14 días de almacenamiento: sin inóculo (C); con 

extracto de etanol-agua al 8% (E); con inóculo (S) y con 8% de extracto e inóculo (ES). 

Muestra 

 C E S ES 

Día 

0 6,69 ± 0,01   A          --- --- --- 

1 6,55 ± 0,01 a BC 6,40 ± 0,00 b A 6,56 ± 0,03 a B 6,36 ± 0,06 b A 

3 6,57 ± 0,01 a B 6,35 ± 0,01 c AB 6,51 ± 0,01 b B 6,29 ± 0,00 d A 

7 6,57 ± 0,05 a B 6,36 ± 0,03 b AB 6,58 ± 0,04 a B 6,31 ± 0,01 b A 

9 6,45 ± 0,03 b CD 6,29 ± 0,03 c BC 6,92 ± 0,04 a A 6,28 ± 0,01 c A 

14 6,39 ± 0,01 b D 6,26 ± 0,00 b C 6,89 ± 0,08 a A 6,25 ± 0,01 b A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n = 3). a-d Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-D Letras diferentes en la misma columna indican diferencias 

significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. --- indica que para esos tratamientos no se llevó a 

cabo este análisis. 

 

 Las hamburguesas de pescado con inóculo (S) tuvieron un pH similar a la muestra control 

(C), desde el día 1 hasta el día 7 y aumentó significativamente hasta el final del almacenamiento. 

Esta tendencia podría deberse a la acumulación de compuestos alcalinos, como amoníaco, 

trimetilamina y otros compuestos que contienen nitrógeno que se forman a partir de la 

descomposición de proteínas y nucleótidos en el músculo durante el período post-mortem 

[21,46]. Sin embargo, durante 9 días de almacenamiento, el pH en las muestras de extracto (E) 

y extracto inoculado (ES) fue significativamente más bajo que en las muestras control (C) e 

inoculada (S), lo que puede atribuirse al efecto antimicrobiano del extracto contra la acción 

microbiana y el deterioro enzimático [21,47,48]. 

 

3.5 Efecto del extracto etanol-agua sobre el crecimiento microbiano en caldo de pescado 
durante el almacenamiento. 

 
 En la Tabla 12, se puede observar que el extracto inhibió efectivamente el crecimiento 

de AMB, con altas reducciones en los recuentos (4-6 ciclos logarítmicos) de ES frente a S hasta 

el día 131 de almacenamiento; además, las muestras E y ES no mostraron diferencias 

significativas entre ellas. En la muestra C se pudo verificar que se evitó la contaminación cruzada. 
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El efecto inhibitorio del extracto etanol-agua sobre el crecimiento de Shew. putrefaciens es 

evidente (Tabla 13); los valores de log ufc/g fueron 7 – 8 veces más bajos que en el control (S). 

 Wright et al. [29] reportaron que compuestos como taninos, alcaloides, antraquinonas, 

flavonoides, polifenoles, fitoesteroles y saponinas presentes en los extractos de Kunzea 

pomifera podrían ser responsables de inhibir el crecimiento de Shew. putrefaciens. Por otro 

lado, Moreira et al. [33] indicaron que algunas sustancias aisladas del género Simira son 

alcaloides, cumarinas, esteroides, iridoides, lignanos, diterpenos y triterpenos, algunos de los 

cuales, como reportan Rondón et al. [19], podrían estar asociados con la actividad 

antibacteriana de un extracto etanólico de S. ecuadorensis. Shew. putrefaciens no se detectó en 

las muestras de caldo de pescado C y E durante todo el período de almacenamiento. 

 

Tabla 12. Crecimiento de AMB (log ufc/g) en caldo de pescado durante 131 días de 

almacenamiento: sin inóculo (C); con extracto de etanol-agua al 8% (E); con inóculo (S) y con 8% 

de extracto e inóculo (ES). 

Muestras 
 C E S ES 

Día 

0 ND --- --- --- 

1 ND 2,92 ± 0,10 b C 3,50 ± 0,21 a F 2,96 ± 0,05 b AB 

3 ND 2,94 ± 0,11 b C 6,92 ± 0,14 a E 2,55 ± 0,48 b B 

7 ND 2,94 ± 0,12 b C 8,98 ± 0,03 a BC 2,81 ± 0,29 b AB 

14 ND 2,79 ± 0,19 b C 8,79 ± 0,08 a BCD 2,84 ± 0,13 b AB 

21 ND 2,70 ± 0,34 b C 8,83 ± 0,24 a BCD 3,00 ± 0,08 b AB 

28 ND 2,68 ± 0,26 b C 8,50 ± 0,25 a CD 2,89 ± 0,13 b AB 

38 ND 2,85 ± 0,09 b C 9,06 ± 0,02 a B 2,91 ± 0,24 b AB 

44 ND 2,90 ± 0,11 b C 8,97 ± 0,08 a BC 2,91 ± 0,40 b AB 

65 ND 3,55 ± 0,10 b B 9,30 ± 0,16 a AB 3,37 ± 0,26 b AB 

72 ND 3,12 ± 0,13 b BC 9,67 ± 0,25 a A 3,18 ± 0,10 b AB 

84 ND 2,77 ± 0,25 b C 8,83 ± 0,13 a BCD 3,08 ± 0,19 b AB 

104 ND 4,31 ± 0,38 b A 8,97 ± 0,34 a BC 3,75 ± 0,82 b A 

131 ND 2,85 ± 0,07 b C 8,33 ± 0,14 a D 2,94 ± 0,05 b AB 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n = 3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-F Letras diferentes en una columna indican diferencias 

significativas entre días de almacenamiento, p < 0,05. ND significa por debajo del límite de detección (< 1 

ufc/ml). --- indica que para esos tratamientos no se llevó a cabo este análisis. 
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Tabla 13. Crecimiento de Shew. putrefaciens (log ufc/g) en caldo de pescado durante el 

almacenamiento por 131 días: con inóculo (S); con 8% de extracto etanol-agua e inóculo (ES). 

Muestra 
                  S ES  

Día 

0                --- ---  
1 3,42 ± 0,42 a F 2,21 ± 0,09 b A  
3 6,97 ± 0,06 a E ND    
7 9,15 ± 0,15 a BC 2,08 ± 0,04 b A  

14 8,75 ± 0,08 a BCD 1,63 ± 0,15 b CD  
21 8,76 ± 0,05 a BCD 1,15 ± 0,15 b E  
28 8,40 ± 0,37 a CD 1,66 ± 0,18 b BCD  
38 8,81 ± 0,13 a BC ND b F  
44 8,86 ± 0,04 a BC 2,24 ± 0,06 b A  
65 9,23 ± 0,09 a AB 1,90 ± 0,30 b ABC  
72 9,72 ± 0,17 a A 2,06 ± 0,10 b AB  
84 8,92 ± 0,12 a BCD 2,06 ± 0,15 b A  

104 8,56 ± 0,02 a BC 1,42 ± 0,10 b DE  
131 8,29 ± 0,10 a D 1,63 ± 0,20 b CD  

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n = 3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas; A-F Letras diferentes en una columna indican diferencias 

significativas entre días de almacenamiento, p < 0,05. ND significa por debajo del límite de detección (< 1 

ufc/ml). --- indica que para esos tratamientos no se llevó a cabo este análisis. 

 

4. Conclusiones 
 

 Los resultados de este estudio sugieren que los extractos de S. ecuadorensis mostraron 

actividad antimicrobiana contra Shew. putrefaciens, C. jejuni, L. mesenteroides, B. cereus, Y. 

enterocolitica y C. perfringens.  

El extracto atomizado no demostró efectividad contra C. jejuni en las hamburguesas de 

pollo, aunque desde el primer día mostró una alta eficacia contra el mismo microorganismo en 

caldo de pollo. Sin embargo, no tuvo ningún efecto sobre AMB en el mismo producto.  

Por su parte el extracto etanol-agua fue efectivo en productos de pescado; en el caso de 

las hamburguesas se pudo evidenciar la reducción del crecimiento de AMB entre los días 3 y 9, 

y un efecto notorio frente a Shew. putrefaciens hasta el día 9 de almacenamiento. También tuvo 

una gran actividad antimicrobiana frente a AMB y Shew. putrefaciens en caldo de pescado 

durante 131 días de almacenamiento. 
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CAPÍTULO 3 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS DE PIPER CARPUNYA Y SU 

EFECTO SOBRE LA VIDA ÚTIL EN MODELOS ALIMENTARIOS 

 

 En este capítulo se presentarán los resultados del estudio de algunas de las propiedades 

de extractos de Piper carpunya (guaviduca) y su efecto al aplicarse en modelos alimentarios. Se 

consideraron cuatro extractos obtenidos con solventes y procesos diferentes, se los denominó 

como: etanol (ETOH), etanol-agua 50:50 (ETOH-H2O), atomizado (ATOM) y liofilizado (H2O). La 

primera parte del estudio consistió en evaluar in vitro su actividad antimicrobiana frente a 20 

cepas microbianas patógenas y de deterioro, que frecuentemente se encuentran en los 

alimentos, para lo que se usó el método de difusión en agar.  

Tres de los cuatro extractos estudiados tuvieron efecto inhibitorio sobre algunas cepas 

microbianas. El ETOH fue el más efectivo sobre Listeria inocua siendo la Concentración Mínima 

Inhibitoria (CMI) de 80 mg/ml, Yersinia enterocolitica (CMI 40 mg/ml), Shewanella sp., Shew. 

putrefaciens y Campylobacter jejuni (CMI de 20 mg/ml) y Clostridium perfringens (CMI de 10 

mg/ml). El H2O fue efectivo sobre Brochothrix thermosphacta y C. perfringens (CMI de 80 

mg/ml), Bacillus cereus (CMI 40 mg/ml), y el ETOH-H2O frente a B. thermosphacta y C. jejuni 

(CMI de 80 mg/ml), Y. enterocolitica (CMI 40 mg/ml) y C. perfringens (CMI 20 mg/ml). El extracto 

ATOM presentaba contaminación y no permitió realizar estas pruebas. Los extractos etanol-

agua y liofilizado presentaron efecto sobre C. perfringens.  

La segunda parte consistió en la aplicación de los extractos ETOH-H2O y H2O que dieron 

los mejores resultados in vitro en modelos alimentarios elegidos en función de la afinidad para 

el crecimiento de Clostridium perfringens. Como modelo alimentario para la “prueba de desafío” 

se eligió un producto a base de arroz cocido tipo risotto. El extracto ETOH-H2O tuvo una mayor 

efectividad tanto para C. perfringens como para AMB (Aerobic Mesophilic Bacteria) y psicrófilos. 

  Además, se determinó que el pH y Aw de los tratamientos con extracto ETOH-H2O y 

H2O tuvieron valores inferiores al control y se encontró que ambos extractos tenían un efecto 

prooxidante.  

El efecto antibacteriano de los extractos de P. carpunya indica que podría ser utilizado 

en conservación de alimentos. 
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1. Introducción 
 

 En la actualidad, la industria de alimentos se enfrenta un desafío significativo: satisfacer 

la creciente demanda de productos alimenticios más saludables y naturales por parte de los 

consumidores, manteniendo sus características, e incluso mejorándolas. En este contexto, el 

concepto de clean label o etiqueta limpia se ha convertido en un objetivo clave para muchas 

empresas alimenticias. Se reporta en algunos trabajos datos importantes que muestran cómo 

va evolucionando este mercado, por ejemplo, casi el 27% de los nuevos productos envasados 

lanzados en Europa en el 2013, tenían algún tipo de etiqueta limpia [1]. Así mismo, Asioli et al 

[2] mencionan estudios en los que a través del número de citas del término clean label se puede 

ver el interés que ha ido tomando este tema, aumentando progresivamente el número de citas 

del término desde solo 2 veces en el año 2000, 18 veces en el 2011 y 77 veces en 2016. No 

obstante, todavía no está claro qué significa exactamente, ya que hasta el momento no existe 

una definición formal, ni se ha desarrollado la legislación para regularlo lo que implica que sigue 

siendo un tema de interpretación subjetivo de los consumidores, profesionales y/o 

procesadores de alimentos [2-4]. Algunos trabajos han realizado aportes para intentar 

establecer los lineamientos que permitan la construcción de una definición, es así que se han 

considerado tres categorías relevantes como: productos orgánicos, naturales y “libres de” 

aditivos/ingredientes artificiales [5]. Este último es el que los consumidores relacionan más con 

los productos clean label y se refiere a eliminar o reducir al mínimo los ingredientes artificiales, 

químicos y aditivos en los alimentos procesados, ofreciendo en su lugar productos más naturales 

y saludables [2,4]. Es en este punto en el que el uso de extractos naturales se ha convertido en 

una estrategia esencial para alcanzar los estándares de clean label en la industria de alimentos 

ya que además son percibidos como más saludables y seguros para los consumidores [6].  

 Los extractos naturales son sustancias obtenidas de plantas, frutas, especias y hierbas 

que se utilizan en la industria de alimentos para realzar el sabor, el color y la conservación y 

proporcionar beneficios funcionales [7]. Su uso se ha vuelto cada vez más popular debido a su 

capacidad para reemplazar ingredientes artificiales que a menudo son percibidos por los 

consumidores como poco saludables; así podemos encontrar colorantes (remolacha, cúrcuma, 

betacaroteno), saborizantes (extractos de vainilla, almendra, entre otros) y conservantes 

(extractos de romero, té verde, etc.) [8]. Pese a todas las ventajas que presentan los extractos 

naturales aún se deben resolver ciertos desafíos que principalmente están relacionados con su 

costo, estabilidad y disponibilidad [9]. 



      
CAPÍTULO 3 

 

86 
 

 Se ha demostrado que algunas de las propiedades que tienen los extractos son su 

capacidad antioxidante y antimicrobiana, la primera permite retardar y/o prevenir la oxidación, 

y la otra eliminar o impedir el desarrollo de bacterias contaminantes, ambas importantes a la 

hora de mejorar la vida útil de los alimentos y que están relacionadas con altos contenidos de 

polifenoles, alcaloides, terpenoides, taninos, entre otros [10].  

 Los países andinos y especialmente el Ecuador es un país considerado megadiverso por 

su ubicación, encontrándose especies de plantas que aún no han sido estudiadas, pero que 

algunas comunidades indígenas, que han heredado el conocimiento de sus ancestros las usan 

para tratar algunas enfermedades o para uso culinario. En este contexto, Piper carpunya Ruiz & 

Pav. (syn. Piper lenticellosum C. DC.) es una especie que se usa en fresco o para preparar la 

bebida tradicional llamada guaviduca, para combatir resfriados, problemas gastrointestinales y 

dermatológicos, sobre la cual se han desarrollado investigaciones para conocer y/o comprobar 

sus efectos gastroprotectores, antiinflamatorios, antiparasitarios, anti-Helicobacter pylori, etc. 

[11,12]. 

Las pruebas comunes para evaluar el efecto antimicrobiano de extractos naturales 

abarcan una variedad de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, así como algunos hongos y 

levaduras. Las bacterias Gram-negativas tienden a ser más resistentes a estas sustancias debido 

a la presencia de lipopolisacáridos hidrofílicos en su membrana externa, que actúan como una 

barrera hacia las macromoléculas y compuestos hidrofóbicos lo que proporciona a estas 

bacterias mayor tolerancia a compuestos antimicrobianos hidrofóbicos como los que se 

encuentran en los aceites esenciales [13,14]. 

 La familia Piperaceae comprende aproximadamente 14 géneros y 1950 especies en todo 

el mundo [15,16], siendo Piper y Peperomia los géneros más abundantes (alrededor de 700 y 

600 especies, respectivamente) [16]. Para Ecuador se reportan cuatro géneros de la familia 

Piperaceae, incluyendo 215 especies de Piper, 75 de ellas endémicas [17]. 

 P. carpunya, así como varias especies del género Piper poseen actividad antimicrobiana, 

siendo capaces de inhibir el crecimiento de bacterias como Klebsiella pneumoniae, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Helicobacter 

pylori, entre otras, y hongos como Candida albicans [14,18-21]. Sin embargo, a pesar de los 

resultados encontrados, la aplicación de sus extractos en modelos reales o in vivo es limitada, 

uno de los pocos ejemplos corresponde a la aplicación de un extracto etanólico de P. carpunya 

para controlar el crecimiento del hongo Sphaerotheca pannosa var. rosae que causa la 

enfermedad más extendida y económicamente importante que afecta al sector comercial de la 

producción de rosas en el Ecuador y los resultados indican la eficacia del mismo para prevenir y 
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controlar la infección por hongos y su viabilidad como una alternativa nueva para el control 

biológico en este sector [22]. Estas propiedades antimicrobianas y antimicóticas se deben 

posiblemente al alto contenido de monoterpenos como piperitona, terpineno, limoneno, 

compuestos como el 1,8-cineol y otros fitoesteroles, y flavonoides que se han encontrado en el 

análisis fitoquímico de hojas y aceites esenciales de esta especie [8,10,19,23]. Un aspecto que 

llama la atención es que uno de sus principales componentes el safrol, un compuesto orgánico 

que se indica también como responsable del efecto antimicrobiano, potencialmente dañino por 

sus posibles efectos cancerígenos en humanos [19], pero cuya concentración varía mucho en 

función, entre otros factores, de las condiciones ecológicas, época del año, factores genéticos, 

ambientales y forma de extracción.  

 La literatura científica relacionada con la determinación de la capacidad antimicrobiana 

de esta especie está limitada a varias cepas de bacterias y hongos específicos de los alimentos, 

por lo que lo destacable de esta investigación es comprobar esta actividad antibacteriana 

incorporando un mayor número de cepas de bacterias alterantes y patógenas que se encuentran 

en los alimentos y medir su efectividad al formar parte de la formulación de un alimento. Por 

tanto, el objetivo de esta investigación es el estudio del efecto de extractos de P. carpunya sobre 

el crecimiento bacteriano in vitro y su aplicación en sistemas alimentarios.  

 

2. Materiales y Métodos 

2.1  Materiales 

2.1.1  Plantas 

 Las hojas de guaviduca (Piper carpunya) fueron recolectadas el mes de noviembre de 

2019 en el barrio Celén, perteneciente a la parroquia rural Gualel, provincia de Loja-Ecuador. 

 Una vez recolectadas las hojas, estas fueron llevadas al Laboratorio de Alimentos de la 

Universidad Técnica Particular de Loja, donde se realizó su lavado y posterior secado para lo cual 

se usó un secador de bandejas (DY-110H, Daeyeong E&B CO., Ltd., Ansan, South Korea) a 40 °C 

por alrededor de 12 horas. A continuación, las muestras secas se molieron, tamizaron, 

homogenizaron (tamaño de partícula < 350 µm) antes de la extracción y se almacenaron en 

condiciones de refrigeración hasta su uso en el proceso de extracción.  
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2.1.2    Preparación de los extractos.  

Para la obtención de los extractos se aplicó el método de maceración estática, el cual 

consistió en dejar en condiciones de refrigeración la mezcla “solvente-agua” en un recipiente 

ámbar por tres días, mezclando de una a dos veces por día para posteriormente filtrar al vacío. 

Se usó agua, etanol y etanol-agua (50:50 v/v) como solventes, en una relación de cinco 

litros de solvente por kilogramo de hojas. En el caso de los extractos etanólicos, el etanol se 

evaporó en un rotaevaporador (G1, Heidolph, Schwabach, Alemania) a 40 °C y 150 rpm, y el agua 

se eliminó por liofilización en un liofilizador (Labconco, Kansas City, MO, USA) con las siguientes 

condiciones: presión = 0,180 mbar; temperatura = -50 °C por 72 horas; estos extractos se 

designan en lo sucesivo como ETOH y ETOH-H2O. Para preparar los extractos acuosos, una parte 

se congeló a -40 °C liofilizándose posteriormente (utilizando las mismas condiciones 

mencionadas anteriormente) y la otra parte se mezcló con maltodextrina (3 %) y se secó por 

atomización (Büchi Mini Spray Dryer B-290, Suiza) a 120 °C y un flujo de alimentación de 6 

ml/min, la denominación que se dio a estos extractos es H2O y ATOM, respectivamente. 

Los rendimientos de los extractos ETOH, ETOH-H2O, H2O y ATOM fueron 1,71 %, 4,04%, 

10,85 % y 13,41 %, respectivamente. 

 
2.2 Fases de la etapa experimental 

La primera fase consistió en la determinación de la actividad antimicrobiana in vivo, de 

los extractos de P. carpunya, para generar una base de datos, probando el efecto de los extractos 

frente a 20 especies de microorganismos patógenos y de deterioro que se encuentran en los 

alimentos, ya que la información encontrada es muy limitada en cuanto a su aplicación en cepas 

relacionadas con los alimentos. 

 En la segunda fase, se estudió el efecto inhibitorio de los extractos sobre modelos 

alimentarios a los que se inocularon la especie relevante seleccionada en la fase in vitro 

(Clostridium perfringens). Los alimentos considerados para realizar las pruebas de desafío se 

seleccionaron en función de aquellos en los que estos microorganismos podrían aparecer, en 

este caso fue el arroz cocido. 

 

2.3 Actividad antimicrobiana in vitro 
 

2.3.1.  Especies microbianas 

Se evaluó la actividad antimicrobiana de extractos de P. carpunya frente a 20 especies 

de microorganismos obtenidos de la colección española de cultivos tipo (CECT), del International 
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Life Science Institute (ILSI) y del Hospital Universitario de Burgos-Universidad de Burgos (HUBU-

UBU) (Tabla 1). 

 
Tabla 1. Cepas bacterianas elegidas para este estudio y condiciones de cultivo. 
 

Microorganismo 
Cepa 

bacteriana 
Gram 

Temperatura de 
Incubación 

(°C) 

 
Caldo 

 
Agar de prueba 

Salmonella enterica 
subsp. enterica 

HUBU-UBU 
72732 

- 37 
TSB Muller Hinton 

Escherichia coli CECT 501  - 37 BHI Muller Hinton 

Shigella sonnei CECT 457 - 37 TSB Muller Hinton 

Yersinia enterocolitica CECT 559 - 37 TSB Muller Hinton 

Vibrio alginolyticus CECT 521 - 30 
Nutrient caldo +   

2 % NaCl 
Nutrient agar + 2 % 

NaCl 

Campylobacter jejuni CECT7572 - 37 
BHI Nutrient + sangre  

5 % 

Clostridium perfringens CECT 376 + 42 
BHI Nutrient + sangre  

5 % 

Staphylococcus aureus CECT 30 + 37 BHI Muller Hinton 

Listeria monocytogenes ILSI-4  + 37 BHI Muller Hinton 

Listeria innocua CECT 910 +  37 BHI Muller Hinton 

Bacillus cereus CECT 148 + 30 BHI Muller Hinton 

Enterococcus faecalis CECT 481 + 37 
BHI Nutrient + sangre  

5 % 

Brochothrix 
thermosphacta 

CECT 847 +  26 
TSB + Lev 0,6 % Muller Hinton 

Leuconostoc 
mesenteroides 

CECT 394 + 30 
MRS MRS 

Weissella viridescens CECT 283 + 30 MRS MRS 

Pseudomonas putida CECT 3241 - 30 TSB Muller Hinton 

Pseudomonas fluorescens CECT 378 - 30 TSB Muller Hinton 

Aeromona caviae  CECT 838 - 30 TSB Muller Hinton 

Shewanella putrefaciens CECT 5346 - 30 TSB Muller Hinton 

Shewanella sp. CECT 4640 - 30 TSB Muller Hinton 

CECT, Colección Española de Cultivos Tipo; ILSI: International Life Science Institute; HUBU-UBU: Hospital 

de Burgos-Universidad de Burgos 
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2.3.2    Determinación de la actividad antimicrobiana 

La actividad antimicrobiana de todos los extractos se evaluó mediante el método de 

difusión en agar, con modificaciones [24,25]. La superficie de la placa de agar se inoculó 

esparciendo 250 µl del inóculo microbiano sobre toda la superficie del agar, las bacterias de 

prueba se usaron en un número de 108 ufc/ml. Luego se hace un agujero de 7 mm de diámetro 

en las placas utilizando una pipeta esterilizada. Los extractos fueron diluidos a 80 mg/ml, usando 

agua desionizada y dimetil sulfóxido (DMSO) en una proporción de 1:1, posteriormente se 

introdujo 40 μl en los pocillos. Las placas se incubaron por 24 a 48 horas en las condiciones 

adecuadas dependiendo del microorganismo de prueba y la actividad antimicrobiana de las 

muestras se determinó midiendo el diámetro del halo de inhibición que se forma, usando un 

calibre. Una solución agua-DMSO se usó como control negativo, mientras que una solución de 

hipoclorito de sodio (0,94 %) se usó como control positivo. Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. Las condiciones de cultivo de los microorganismos seleccionados se presentan en la 

Tabla 1. 

 La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determinó sólo con los microorganismos 

que presentaron zonas de inhibición. Los extractos de P. carpunya se diluyeron, al igual que se 

menciona en el apartado anterior, en agua-DMSO, para preparar las concentraciones de prueba: 

40, 20, 10, 5 mg de extracto/ml, y se aplicó el método de difusión en agar, descrito en el apartado 

anterior. La concentración más baja (mg/ml) de extracto que inhibió visiblemente el crecimiento 

de las bacterias analizadas se consideró como el valor CMI. Los ensayos se hicieron por 

triplicado. 

 

2.4 Pruebas de desafío 

Se llevó a cabo una prueba de desafío o Challenge test [26,27] con modificaciones, para 

evaluar el efecto de los extractos sobre un producto a base de arroz tipo risotto, elegido como 

sistema alimentario de prueba ya que es un excelente medio de crecimiento de B. cereus y C. 

perfringens. 

 
2.4.1 Preparación del inóculo 

En este estudio se usaron dos cepas de referencia Clostridium perfringens (CECT 563 y 

CECT 376). Para la preparación de los inóculos de C. perfringens, el primer paso fue realizar una 

siembra por estría en placas de agar nutritivo con 5% de sangre de cordero de Oxoid LTD 

(Hampshire, Reino Unido), después se incubaron a 37 °C durante 24 h en una atmósfera 

anaeróbica (< 0,15 % O2, 1 - 15 % CO2) generada por AeroGen® (Thermo Scientific, Reino Unido). 
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  Se transfirió una colonia aislada de las placas correspondientes a cada cepa y se inoculó 

en tubos con 5 ml de caldo infusión cerebro corazón (brain heart infusion - BHI) (Oxoid, Reino 

Unido), que se incubaron durante toda la noche en condiciones de anaerobiosis. Al día siguiente, 

tras su crecimiento, se ajustó la concentración de ambas suspensiones de cepas de C. perfringens 

con caldo BHI por densidad óptica a 8 log ufc/ml. Luego, se mezclaron a partes iguales (1:1) y se 

diluyeron con agua estéril para obtener una población de células viables de 6 log ufc/ml, con la 

cual se inoculó a una tasa máxima del 1% de la masa o volumen del producto (para no modificar 

sus propiedades). En las muestras que no llevaban microorganismo se añadió agua estéril en la 

misma proporción. 

2.4.2 Preparación del producto 

Se simuló un producto precocinado de tipo risotto con 3,5% de contenido graso, que 

permitió realizar tanto el estudio del efecto antimicrobiano, como del efecto antioxidante de los 

extractos de guaviduca.  

Para la elaboración del modelo alimentario de prueba, se revisaron fichas técnicas de 

risottos comerciales, que junto a resultados de pruebas previas permitieron establecer las 

cantidades de los diferentes ingredientes, es así que, para 100 g de producto se mezclaron: 25 g 

“arroz redondo” (Hacendado), 16,70 g “nata ligera para cocinar” (Hacendado), 27,80 g “leche 

entera” (Hacendado) y 30,50 ml agua, ingredientes que se colocaron en bolsas plásticas y se 

sellaron al vacío para posteriormente colocarlas en un baño maría (Selecta, Barcelona) durante 

30 minutos controlando que se mantenga una temperatura entre 80 - 85 °C para conseguir una 

correcta cocción del arroz y una textura similar al producto simulado. 

Cada tratamiento se dosificó en bolsas limpias tratadas 15 minutos bajo luz UV las cuales se 

rellenaron con 5 g del alimento modelo, en el caso de las muestras con extracto previamente se añadió 

8 % de este al risotto cocido. Con relación al experimento con C. perfringens, se prepararon y 

codificaron seis lotes de risotto de la siguiente forma: C, tratamiento control (sin extracto); E, con 

extracto ETOH-H2O; L, extracto liofilizado; P, con el inóculo (C. perfringens); EP, inóculo y extracto 

ETOH-H2O y LP, inóculo y extracto liofilizado. 

Considerando que la vida útil de la matriz alimentaria elegida es de alrededor de 30 días, 

las muestras fueron analizadas después de 0, 1, 4, 7, 15 y 30 días, mantenidas en refrigeración 

(5 °C). Las muestras C y P son las únicas que se analizaron el día 0, como referencia del estado 

higiénico de partida. Para cada día de análisis se necesitaron dos muestras (5 g cada una) de cada 

tratamiento para el análisis microbiológico y dos muestras adicionales de C, E y L para el análisis 

del estado de oxidación, actividad de agua y pH. 
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2.4.3 Análisis microbiológicos 

Se transfirió asépticamente 10 g de risotto a una bolsa estéril de muestreo con filtro de 

superficie total (BagPage, Bruselas-Bélgica) y se homogenizó con 90 ml de solución Ringer 

(Oxoid, Barcelona-España) usando un homogeneizador (Stomacher 400, Seward, Londres-UK) 

por 2 minutos. Se prepararon diluciones decimales según la necesidad para poder hacer la 

siembra sobre los medios sólidos. 

Para el estudio del efecto de los extractos sobre la evolución del crecimiento de C. perfringens, 

se utilizaron dos medios de cultivo: uno de ellos agar de recuento en placa (plate count agar - PCA) 

de Conda (Madrid, España) en placas de vertido incubadas durante 24 h a 30 °C para evaluar si 

tienen influencia en la microbiota general (aerobic mesophilic bacteria - AMB), y otras con el mismo 

medio incubadas durante 10 días a 5 °C para verificar el efecto sobre las bacterias psicrófilas. El otro 

medio correspondió a placas de agar sulfito de triptona con neomicina (tryptone sulphite neomycin 

agar - TSN) como medio sólido específico de C. perfringens, las cuales se incubaron a 37 °C por 24 horas 

en condiciones anaerobias. En ambos casos se realizó la siembra de profundidad y los resultados se 

expresaron en log ufc/g. 

2.4.4 Determinación de pH 

El pH se midió con un pH-metro (micropH2001, CRISON, Barcelona-España) con un 

electrodo de punción, calibrado utilizando soluciones de buffer fosfato (pH 4 y 7). Se realizaron 

tres mediciones cambiando el lugar de inserción del electrodo. 

2.4.5 Determinación de la actividad de agua (Aw) 

La actividad de agua (Aw) se midió por triplicado con el equipo AQUALAB 4TE (Aqualab, 

Estados Unidos). 

2.4.6 Oxidación lipídica 

 Se evaluó a través de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) que se 

determinaron usando 10 g de muestra previamente triturada, a la que se añadió 50 ml de agua 

destilada y se homogenizó en un Ultra Turrax (IKA T25 basic, Staufen, Alemania). Posteriormente 

se agregó 47,50 ml de agua destilada y 2,50 ml de HCl 4N (hasta pH 1,50) llevando la mezcla a 

ebullición con unas gotas de antiespumante (Scharlau, Barcelona). Toda la mezcla se destiló en 

un equipo de destilación (Foss Tecator, Suecia) hasta obtener 50 ml de destilado (filtrándolo si 

fuera necesario). Se tomó 5 ml y junto con 5 ml de ácido tiobarbitúrico (TBA 0,02M) se colocó 

en tubos de vidrio, se agitó e incubó a 96 °C en un baño de agua durante 40 minutos. Se enfriaron 

los tubos y se leyeron las absorbancias en un espectrofotómetro (HITACHI, Japón) a 538 nm. Los 

valores de TBARS fueron determinados utilizando una curva de calibración con 1,1,3,3 
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tetraetoxipropano (TEP) como estándar. Los resultados se expresaron en miligramos de 

malondialdehido (MDA) por kilogramo de muestra.  

 

2.5 Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media aritmética ± desviación estándar. La 

diferencia entre medias se determinó mediante un ANOVA simple usando el paquete estadístico 

Statgraphics XVII-X64. La prueba de Tukey se usó para determinar si hay diferencias significativas 

entre los tratamientos a p < 0,05. 

 

3. Resultados y Discusión 
 

3.1  Actividad antimicrobiana in vitro 
 

Se evaluó la actividad antimicrobiana in vitro de cuatro extractos de Piper carpunya 

frente a 20 bacterias patógenas o alterantes de los alimentos, los resultados obtenidos se 

resumen en la Tabla 2. Como se puede observar 8 de las 20 bacterias ensayadas se vieron 

afectadas y se produjeron zonas de inhibición de entre 8 a 16 mm, obteniéndose valores de CMI 

de 20 a 80 mg/ml (Tabla 3). 

En esta investigación se demostró que el extracto ETOH tuvo el mayor efecto 

antimicrobiano al inhibir el crecimiento de Bacillus cereus, Listeria inocua, Yersinia 

enterocolitica, Shewanella sp., Shewanella putrefaciens, Clostridium perfringens y 

Campylobacter jejuni, lo que puede deberse a su alto contenido de compuestos volátiles ya que 

los solventes alcohólicos son los mejores para lograr un mayor nivel de extracción de estos 

[28,29]. Entre los más destacables se encuentran 1,8-cineol [30] y safrol [31-33], ambos 

caracterizan al género Piper y están presentes como componentes mayoritarios. También se 

pudo encontrar trabajos en otras especies de Piper en los que relacionan la actividad 

antimicrobiana con la presencia de piperitona y monoterpenos como -pineno y -pineno 

[34,35].  
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de extractos de P. carpunya expresada como el diámetro del 

área de inhibición (mm). Valores promedio de tres repeticiones (n = 3). 

Microorganismo 

Extractos 

ETOH H2O ETOH-H2O 
Control 
positivo 

Bacillus cereus 8 9 ni 17 

Staphylococcus aureus ni ni ni 13 

Escherichia coli ni ni ni 17 

Listeria monocytogenes ni ni ni 16 

Listeria innocua 9 ni ni 13 

Salmonella enterica  ni ni ni 15 

Shigella sonnei ni ni ni 16 

Yersinia enterocolitica 9 ni 9 19 

Brochothrix thermosphacta ni 7 8 24 

Pseudomonas putida ni ni ni 16 

Pseudomona fluorescens ni ni ni 19 

Aeromona caviae ni ni ni 20 

Shewanella sp. 9 ni ni 29 

Shewanella putrefaciens 8 ni ni 27 

Clostridium perfringens 13 10 16 11 

Campylobacter jejuni 15 7 8 15 

Vibrio alginolyticus ni ni ni 16 

Enterococcus faecalis ni ni ni 11 

Leuconostoc mesenteroides ni ni ni 19 

Weissella viridescens ni ni ni 21 

ni, no inhibido; Control positivo: Solución de hipoclorito de sodio (0,94%); Extractos: ETOH (extraído con 

etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua) y H2O (extraído con agua y liofilizado). Disco 7 mm 
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Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria (CMI) de extractos de P. carpunya (mg/ml). Valores 

promedio de tres repeticiones (n = 3). 

Microorganismos 
Extractos 

ETOH H2O ETOH-H2O 

Bacillus cereus  80 40   

Listeria innocua 80     

Yersinia enterocolitica 40   40 

Brochothrix thermosphacta   80 80 

Shewanella sp. 20     

Shewanella putrefaciens 20     

Clostridium perfringens 10 80 20 

Campylobacter jejuni 20  80  80 

Rango de concentración 5 – 80 mg/ml; Extractos: ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con 

etanol-agua) y H2O (extraído con agua y liofilizado) 

 

El extracto ETOH de P. carpunya ejerció actividad antimicrobiana frente a L. inocua con 

CMI de 80 mg/ml, Y. enterocolitica con 40 mg/ml, Shew. sp., Shew. putrefaciens, C. jejuni con 

una CMI de 20 mg/ml y 10 mg/ml frente a C. perfringens. La CMI del extracto liofilizado, por su 

parte, fue de 80 mg/ml frente a B. thermosphacta, C. perfringens y C. jejuni; y 40 mg/ml frente 

a B. cereus. El extracto ETOH-H2O presentó CMI de 80 mg/ml contra B. thermosphacta y C. jejuni; 

40 mg/ml frente a Y. enterocolitica y 20 mg/ml frente a C. perfringens. En general se consideran 

valores altos si se comparan con los reportados para el aceite esencial de esta misma especie 

por Valarezo et al. [19] los cuales reportan una CMI de 500 µg/ml para Kleibsella pneumoniae y 

Rondón et al. [20] con CMI de 100 µg/ml para S. aureus, 200 µg/ml para E. coli, 300 µg/ml para 

K. pneumoniae, 800 µg/ml para P. aeruginosa y 900 µg/ml frente a Enterococcus faecalis. 

También se encontraron investigaciones que probaron extractos de P. carpunya, en el caso de 

extractos etanólicos a 25 mg/ml presentaron inhibición frente a S. aureus, S. epidermidis, B. 

subtilis, B. cereus y C. albicans [36] y en el caso de un extracto metanólico presentaron efecto 

antibacteriano alto contra E. coli y leve contra P. aeruginosa [21]. 

 Para desarrollar la segunda parte del estudio sobre alimentos modelo, se eligió un 

extracto etanólico y otro acuoso, ya que, como se ha descrito anteriormente, el tipo de 

disolvente influye en la composición del extracto. Como se pudo observar, la actividad 

antimicrobiana fue notablemente más elevada en el extracto etanólico (ETOH). Sin embargo, 

debido a su bajo rendimiento de extracción (1,71%), resultó poco viable para la realización de 

estudios adicionales. Por consiguiente, su posible aplicación en matrices alimentarias estaría 

limitada, por ello, se optó en su lugar por el extracto ETOH-H2O (con rendimiento de 4,04%). De 
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los dos extractos acuosos con actividad antimicrobiana similar, se prefirió el liofilizado debido a 

su rendimiento (10,85 %) y la ausencia de contaminación microbiológica. 

3.2 Efecto antimicrobiano de los extractos liofilizado y etanol-agua de P. carpunya en 

risotto durante el almacenamiento. 

 Para esta parte del estudio se seleccionó Clostridium perfringens, por ser la cepa más 

sensible a los tres extractos probados. Esta es una bacteria patógena Gram-positiva, anaeróbica, 

con forma de bastón que forma esporas y es capaz de producir toxinas. Se distribuye 

ampliamente en la naturaleza y en el tracto intestinal de humanos y animales [37]. La 

intoxicación alimentaria, que incluye diarreas y calambres abdominales, se produce al comer 

alimentos contaminados, en los que el número bacteriano se acerca a 8 log ufc/g [38]. 

 En esta segunda parte del estudio, se trataba de comprobar si el efecto in vitro 

observado, se mantiene o no en producto.  Para ello, se evaluó el potencial antimicrobiano de 

los extractos de P. carpunya, midiendo su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de C. 

perfringens y AMB en risotto precocinado. 

 En cuanto al crecimiento de C. perfringens, según los datos presentados en la Tabla 4, 

se puede observar que en las muestras no inoculadas (C, L y E) no hay crecimiento del 

microorganismo, o está por debajo del límite de detección (< 1 log ufc/ml).  

En cuanto a los tratamientos inoculados, se puede ver que el día 0 inician con recuentos 

de alrededor de 5 logaritmos que se deben específicamente al inóculo ya que los extractos de 

partida (E y L) no manifiestan presencia de este microorganismo. En general se puede observar 

que los extractos tienen efecto antimicrobiano ya que desde el día cero disminuye 

significativamente el recuento de la bacteria en los tratamientos EP y LP frente al tratamiento P. 

Dicha diferencia se mantiene hasta el día 21 en el caso del tratamiento EP, pero en LP el día uno 

ya no tiene diferencia estadística respecto a P, lo que podría interpretarse como un menor efecto 

antimicrobiano del extracto L. Esta diferencia entre los extractos podría explicarse ya que las 

mezclas acuosas de etanol son más efectivas a la hora de obtener un mayor nivel de compuestos 

fenólicos [29,39]. Con los extractos acuosos, en cambio, se consigue obtener altos rendimientos 

de polisacáridos, proteínas y péptidos activos [29]. 

El extracto ETOH-H2O de guaviduca disminuyó significativamente, dos ciclos 

logarítmicos aproximadamente, el recuento de C. perfringens hasta el día 7, comparado con el 

tratamiento P y mantuvo recuentos inferiores a los del tratamiento a P hasta el día 21 de 

almacenamiento. Lo anterior ratifica los resultados obtenidos in vitro. Su propiedad 

antimicrobiana se asocia con sus componentes como 1,8-cineol [30], safrol [31,32], piperitona, 

monoterpenos como -pineno y -pineno [34,35] compuestos que caracterizan al género Piper.  
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Además, se puede observar que en los tratamientos con inóculo (P, EP, LP) hay una 

disminución significativa, durante el periodo de almacenamiento, de la cantidad de C. 

perfringens, lo que se puede deber a las condiciones de refrigeración (4 °C) en las que se 

almacenaron las muestras para el estudio de vida útil. Varios estudios que buscaban determinar 

el efecto de la temperatura sobre el crecimiento o supervivencia de este microorganismo 

encontraron que a temperaturas inferiores a 10 °C no sobrevivían, posiblemente, debido a la 

falta de síntesis de ácidos grasos insaturados como mecanismo de adaptación de la bacteria a 

esas condiciones ambientales [40,41]. 

En la Tabla 5 se presentan los recuentos de bacterias aerobias mesófilas (AMB), un 

indicador del deterioro bacteriano y del final de la vida útil del producto. Se observa un aumento 

significativo en el recuento de colonias a medida que avanzan los días de almacenamiento, 

llegando en todos los casos a cifras entre 3 y 6 logaritmos en el último día de análisis. 

Se confirmó la actividad antibacteriana del tratamiento con extracto ETOH-H2O (E), ya 

que los recuentos de bacterias aerobias mesófilas (AMB) desde el día 15 hasta el final del 

almacenamiento fueron significativamente menores en comparación con el tratamiento control 

(C), mostrando una diferencia de entre 2 a 4 logaritmos.  

Al examinar los resultados del tratamiento con extracto ETOH-H2O con inóculo (EP), se 

constata que hasta el día 4 los recuentos son significativamente inferiores a los del tratamiento 

que sólo tiene el inóculo (P). Sin embargo, la actividad del extracto parece disminuir 

posteriormente, posiblemente debido a su interacción con componentes de los alimentos como 

lípidos, proteínas y carbohidratos [42,43], aunque aún muestra una ligera diferencia, 

especialmente el día 21. Además, al compararlo con el tratamiento H2O con inóculo (LP), sigue 

manteniendo valores significativamente menores.  

El tratamiento con extracto H2O (L), por otro lado, exhibe un recuento elevado desde el 

inicio del experimento, aproximadamente 4,50 logaritmos, lo cual posiblemente se deba a una 

contaminación cruzada en alguna etapa de su proceso de extracción. 
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Tabla 4. Crecimiento de C. perfringens (log ufc/g) en risotto durante 30 días de almacenamiento: sin inóculo (C); con 8 % de extracto etanol-agua (E); con 8 % 

de extracto liofilizado (L); con inóculo (P); con 8 % de extracto etanol-agua e inóculo (EP); con 8 % de extracto liofilizado e inóculo (LP). 

Muestras C E L P EP LP 

Día 

0 ND ND ND 5,28 ± 0,11 a A 4,99 ± 0,14 b A 4,69 ± 0,17 c A 

1 ND ND ND 4,74 ± 0,23 a AB 2,99 ± 0,40 b B 4,15 ± 0,11 a A 

4 ND ND ND 4,31 ± 0,32 a BC 2,25 ± 0,37 c BC 3,43 ± 0,19 b AB 

7 ND ND ND 3,67 ± 0,17 a C 1,72 ± 1,50 bc BCD 2,36 ± 0,25 ab BC 

15 ND ND ND 1,55 ± 0,28 a D ND 1,62 ± 0,27 a CD 

21 ND ND ND ND ND 1,19 ± 1,04 CD 

30 ND ND ND ND ND ND 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-c Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencias estadísticas; A-D letras diferentes en la 

misma columna indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. ND significa por debajo del límite de detección (< 1 ufc/ml). 

Tabla 5. Crecimiento de AMB (log ufc/g) en risotto durante 30 días de almacenamiento: sin inóculo (C); con 8 % de extracto etanol-agua (E); con 8 % de extracto 

liofilizado (L); con inóculo (P); con 8 % de extracto etanol-agua e inóculo (EP); con 8 % de extracto liofilizado e inóculo (LP). 

Muestras C E L P EP LP 

Día 

0 ND ND 4,57 ± 0,15 b BC ND 1,30 ± 0,00 c CD 5,31 ± 0,03 a ABC 

1 ND ND 4,44 ± 0,17 a BC 3,55 ± 0,21 a C 1,36 ± 0,32 b CD 4,17 ± 1,10 a C 

4 ND 1,73 ± 0,26 b ABC 4,20 ± 0,28 a C 4,14 ± 0,11 d BC 1,00 ± 0,00 bc D 4,08 ± 0,14 a C 

7 1,26 ± 1,10 b B 3,03 ± 0,63 ab A 4,87 ± 0,14 a AB 4,72 ± 0,00 ab ABC 2,80 ± 0,70 ab BC 4,58 ± 0,10 a BC 

15 6,60 ± 0,17 a A 2,18 ± 1,38 c AB 4,81 ± 0,30 abc AB 5,14 ± 1,55 ab ABC 3,45 ± 0,87 bc B 5,58 ± 0,20 ab AB 

21 5,77 ± 0,32 a A 3,57 ± 0,79 c A 4,86 ± 0,11 ab AB 5,95 ± 0,40 a A 4,15 ± 0,13 bc B 5,84 ± 0,40 a AB 

30 5,34 ± 0,26 ab A 3,18 ± 0,46 c A 5,19 ± 0,08 ab A 5,38 ± 0,28 ab AB 4,31 ± 1,09 bc B 5,85 ± 0,06 a A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-d Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencias estadísticas; A-D letras diferentes en la 

misma columna indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. ND significa por debajo del límite de detección (< 1 ufc/ml). 
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Así mismo, se pudo notar que los tratamientos L y LP tienen un recuento inicial superior 

a 3 log ufc/g, que como se mencionó anteriormente puede deberse a una contaminación del 

extracto. En cuanto a los tratamientos E, L, EP y LP de manera general se puede observar que los 

recuentos finales alcanzaron valores de entre 4 y 5 log ufc/g, inferiores a los de las muestras C y 

P, lo que podría indicar el efecto antimicrobiano de los extractos, de los cuales, los tratamientos 

con extracto ETOH-H2O (E) son significativamente menores que los presentados para L, P y LP 

hasta el día 21 de almacenamiento, llegando a tener una diferencia de entre 2 y 3 logaritmos. 

Complementariamente, al analizar y comparar EP y P, se puede ver una disminución significativa 

entre el día 7 y 21 de alrededor de 2 logaritmos, lo que confirma su actividad antimicrobiana 

obtenida in vitro. 

3.3 Efecto de los extractos liofilizado y etanol-agua de P. carpunya sobre el pH de risotto 

durante el almacenamiento. 

El pH en los alimentos está asociado con su seguridad, pues cambios en este parámetro 

puede suponer reacciones químicas y microbianas que indican el estado de deterioro de los 

alimentos, además, el pH se relaciona con las propiedades sensoriales y de textura de los 

alimentos [45,46].  

En la Tabla 7, se aprecia que el pH de todos los tratamientos se mantiene relativamente 

estable durante el almacenamiento, aunque se observa una ligera disminución, posiblemente 

debido a la hidrólisis de lípidos y la consiguiente formación de ácidos grasos libres. Por otro lado, 

al realizar la comparación entre tratamientos, los correspondiente a los extractos (L y E) tienen 

valores desde el día 0 significativamente más bajos que C especialmente el tratamiento E ya que 

al día 30, aún mantiene esta característica, hay que recordar que en su composición los extractos 

pueden tener presencia de ácidos orgánicos, como el ascórbico o fenólico [47,48], que podrían 

ser la causa de esta particularidad. 
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Tabla 6. Crecimiento de bacterias psicrófilas (log ufc/g) en risotto durante 30 días de almacenamiento: sin inóculo (C); con 8 % de extracto etanol-agua (E); 

con 8 % de extracto liofilizado (L); con inóculo (P); con 8 % de extracto etanol-agua e inóculo (EP); con 8 % de extracto liofilizado e inóculo (LP). 

Muestras C E L P EP LP 

Día 

0 ND ND 3,21 ± 0,21 a B ND ND 3,64 ± 0,10 a BC 

1 1,05 ± 0,91 bc C   ND 3,48 ± 0,18 a B ND 1,00 ± 0,00 bc C 2,14 ± 1,61 ab C 

4 2,78 ± 1,41 ab BC   ND 3,53 ± 0,54 a B 1,90 ± 0,17 abc C 1,40 ± 0,37 bc BC 3,41 ± 0,52 a BC 

7 3,45 ± 1,98 ab ABC ND 3,42 ± 0,10 ab B 3,98 ± 0,00 a B 1,26 ± 0,24 bc BC 2,86 ± 0,14 ab BC 

15 4,12 ± 2,54 ab ABC 2,21 ± 0,96 b B 4,05 ± 0,39 ab B 6,06 ± 0,00 a A 4,18 ± 0,00 ab A 3,75 ± 0,65 ab ABC 

21 5,45 ± 0,46 a AB 2,99 ± 0,41 b AB 5,40 ± 0,70 a A 5,45 ± 1,13 a A 2,59 ± 0,78 b B 5,60 ± 0,22 a A 

30 7,23 ± 0,32 a A 4,35 ± 1,16 a A 4,34 ± 0,78 a AB 6,15 ± 0,00 a A 4,35 ± 0,50 a A 4,85 ± 1,60 a AB 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-c Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencias estadísticas; A-C Letras diferentes en la 

misma columna indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. ND significa por debajo del límite de detección (< 1 ufc/ml). 

Tabla 7. pH en risotto durante 30 días de almacenamiento: Control sin extractos (C); con 8 % de extracto etanol-agua (E) y con 8 % de extracto liofilizado (L). 

Muestras  C  E  L 

Día 

0 7,00 ± 0,06 a AB 6,43 ± 0,04 c A 6,73 ± 0,04 b A 

1 6,95 ± 0,03 a AB 6,48 ± 0,06 a A 6,80 ± 0,19 a A 

4 7,07 ± 0,01 a A 6,42 ± 0,16 b A 6,77 ± 0,08 ab A 

7 6,95 ± 0,06 a AB 6,32 ± 0,00 c A 6,70 ± 0,02 b A 

15 6,97 ± 0,08 a AB 6,36 ± 0,04 c A 6,68 ± 0,05 b A 

30 6,83 ± 0,00 a B 6,40 ± 0,13 b A 6,71 ± 0,04 a A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-c Letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencias estadísticas; A-B Letras diferentes en la 

misma columna indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento, p < 0,05. 
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3.4 Efecto de los extractos liofilizado y etanol-agua de P. carpunya sobre la actividad de 

agua (Aw) de risotto durante el almacenamiento. 

 

La Aw es un factor intrínseco de los alimentos que tiene incidencia sobre la textura, 

sabor, color, gusto, valor nutricional del producto y tiempo de conservación ya que posibilitan o 

dificultan el crecimiento microbiano en los alimentos [46,49]. 

 
Tabla 8. Aw en risotto durante 30 días de almacenamiento: control sin extractos (C); con 8 % de 

extracto etanol-agua (E) y con 8 % de extracto liofilizado (L). 

Muestras C     E     L   

Día 

0 0,995 ± 0,005 a A   0,977 ± 0,000 b A   0,976 ± 0,002 b A 

1 0,997 ± 0,000 a A  0,975 ± 0,001 b A  0,978 ± 0,001 b A 

4 0,997 ± 0,000 a A  0,978 ± 0,001 b A  0,977 ± 0,005 b A 

7 0,996 ± 0,001 a A  0,974 ± 0,004 b A  0,973 ± 0,003 b A 

15 0,994 ± 0,001 a A  0,976 ± 0,011 a A  0,976 ± 0,006 a A 

30 0,996 ± 0,002 a A   0,980 ± 0,004 b A   0,982 ± 0,002 b A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas entre los tratamientos, p < 0,05. 

 

En términos generales, la Tabla 8 muestra que la Aw del risotto es alta. El uso de extractos 

de guaviduca (E y L) provoca una disminución significativa en la Aw. Esta reducción podría influir 

sobre los recuentos microbianos más bajos en las muestras con extractos [49].  Además, es 

notable que los valores de Aw para cada tratamiento permanecen estadísticamente iguales hasta 

el final del almacenamiento. 

 
3.5 Efecto de los extractos liofilizado y etanol-agua de P. carpunya sobre la oxidación de 

risotto durante el almacenamiento. 

La oxidación lipídica es un fenómeno que induce modificaciones de los lípidos, ocurre a 

través de la formación de radicales libres a través de una serie de reacciones en cadena, que 

afectan a las propiedades organolépticas y nutricionales de los alimentos. Al hablar de 

estabilidad oxidativa se haría referencia a la resistencia a la formación de dichos radicales libres 

[50]. Uno de los productos secundarios de la peroxidación lipídica es el MDA, que no es deseable 

en los productos alimenticios y se determina analíticamente al formar productos coloreados en 

la reacción con el TBA [46]. 

 Al observar los datos de la Tabla 9, en general se puede notar que todos los valores son 

bajos, lo que implica que al día 30 se tendrían cambios que desde el punto de vista sensorial 

posiblemente no afecten las características sensoriales del producto, tomando en cuenta los 
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criterios que algunos autores indican, por ejemplo, que valores a partir de 2 mg de 

malondialdehido por kg de carne, es el rango en el que los consumidores pueden detectar la 

rancidez [51]. 

Tabla 9. Malondialdehido (mg/kg) en risotto durante 30 días de almacenamiento: control sin 

extractos (C); con 8% de extracto etanol-agua (E) y con 8% de extracto liofilizado (L). 

Muestras C       E     L   

Día 

0 0,02 ± 0,02 b A   0,20 ± 0,05 a A   0,13 ± 0,01 ab A 

1 0,01 ± 0,00 b A   0,23 ± 0,00 a A   0,19 ± 0,02 a A 

4 0,03 ± 0,02 b A   0,27 ± 0,02 a A   0,18 ± 0,02 a A 

7 0,08 ± 0,10 a A   0,32 ± 0,10 a A   0,22 ± 0,14 a A 

15 0,07 ± 0,09 a A   0,32 ± 0,13 a A   0,26 ± 0,12 a A 

30 0,03 ± 0,03 b A   0,29 ± 0,02 a A   0,23 ± 0,01 a A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-b Letras diferentes dentro de la 

misma fila indican diferencias estadísticas, p < 0,05. 

Realizando una comparación entre tratamientos, se puede observar que el tratamiento 

C, presenta valores significativamente menores a los tratamientos E y L, lo que implicaría que los 

extractos provocan un efecto prooxidante, lo que contradice la idea inicial que se tenía sobre los 

compuestos presentes en la planta y sus extractos, este fenómeno se puede explicar ya que los 

flavonoides pueden cambiar de antioxidantes a prooxidantes en función de la concentración 

considerada [52,53]. Además, los valores de MDA para cada tratamiento permanecieron 

estadísticamente iguales durante todo el almacenamiento. 

 

4. Conclusiones 

 Dada la escasez de información científica, este trabajo representa uno de los primeros 

esfuerzos por investigar la aplicación de extractos de Piper carpunya en la industria alimentaria. 

Se pudo evidenciar que estos extractos tienen una importante actividad antibacteriana, 

afectando principalmente a B. cereus, L. inocua, B. thermosphacta, Y. enterocolitica, Shewanella 

sp., S. putrefaciens, C. perfringens y C. jejuni. De los extractos estudiados el ETOH fue el más 

efectivo, pero con muy bajo rendimiento, seguido por el ETOH-H2O y el H2O, en ese orden. El 

extracto ETOH-H2O, tuvo una alta efectividad contra C. perfringens en risotto desde el día 1 

hasta el 21 de almacenamiento en refrigeración, frente a AMB hasta el día 4 y también se 

observó un efecto sobre la microbiota psicrófila. El extracto H2O, por su parte, tuvo menos 

efecto ya que los recuentos menores de la bacteria se dieron hasta el día 4 de almacenamiento 

y prácticamente no hubo diferencia en AMB y psicrófilos, frente al tratamiento con inóculo. El 

pH y Aw del risotto con extracto etanol-agua y liofilizado tuvieron valores inferiores al control y 
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se encontró que ambos extractos tenían un efecto prooxidante posiblemente causado por la 

concentración del extracto, aunque los valores de malondialdehido eran bajos. Todo lo anterior 

sugiere que los extractos de P. carpunya pueden considerarse como un ingrediente natural 

prometedor en el ámbito de la seguridad microbiológica de los alimentos. 
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CAPÍTULO 4 

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE SIMIRA ECUADORENSIS, 

PIPER CARPUNYA E ILEX GUAYUSA Y SU POTENCIAL USO PARA EVITAR LA 

OXIDACIÓN LIPÍDICA EN ALIMENTOS 

 

 

Esta investigación buscó explorar la capacidad antioxidante de extractos obtenidos de 

Simira ecuadorensis, Piper carpunya e Ilex guayusa. Se prepararon cuatro extractos de cada 

especie utilizando distintos solventes y procesos: etanol (ETOH), etanol-agua 50:50 (ETOH-H2O), 

atomizado (ATOM) y liofilizado (H2O). En una primera etapa, se evaluó in vitro la capacidad 

antioxidante de cada extracto mediante métodos como DPPH, FRAP, ABTS y se cuantificó el 

contenido de fenoles totales. La segunda fase incluyó la aplicación de estos extractos (8%) en 

hamburguesas de cerdo, formando seis lotes: sin extracto (B), Eritorbato de Sodio 500 mg/kg 

(ERY), y los extractos mencionados previamente con la misma codificación. Se evaluó la 

oxidación de lípidos utilizando el ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

y se monitoreó el pH durante 14 días de almacenamiento en refrigeración. Los extractos ETOH-

H2O de P. carpunya y S. ecuadorensis exhiben la mayor capacidad antioxidante, mientras que los 

extractos de I. guayusa muestran la menor capacidad, excepto el extracto H2O, que revela la 

mayor concentración de compuestos fenólicos al compararse con los extractos de las otras 

especies. La incorporación de estos extractos naturales (ETOH-H2O, ETOH y H2O de S. 

ecuadorensis; ETOH y H2O de P. carpunya; ETOH-H2O y ETOH de I. guayusa) reduce 

significativamente la oxidación lipídica en hamburguesas de cerdo hasta el día 14. Estos 

resultados sugieren que los extractos de hojas de las tres especies evaluadas en este estudio 

podrían ser una alternativa eficaz a los antioxidantes sintéticos comerciales para mejorar la 

calidad y prolongar la vida útil de las hamburguesas de cerdo. 
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1. Introducción 
 

 Los alimentos que consumimos provienen de plantas y animales, su calidad se va 

perdiendo de manera progresiva en función del avance del tiempo, es decir, es un proceso 

inevitable que afecta a su estabilidad, seguridad y vida útil. Se producen cambios físicos, 

químicos y microbiológicos que modifican sus características sensoriales y nutricionales. La 

oxidación, el enranciamiento, el deterioro microbiano y la acción de las enzimas son algunas 

causas de la pérdida de calidad de los alimentos. 

 La vida útil de un alimento o el tiempo de duración mínima es la fecha hasta la cual un 

alimento conserva propiedades específicas como sabor, aroma, apariencia y/o alguna cualidad 

que se relacionan con el producto [1]. Los productores de alimentos, los científicos y las 

sociedades han estado muy comprometidos con la protección y mejora de producción de los 

alimentos frescos y procesados, contra daños químicos, físicos y microbianos [2]. La oxidación 

de los lípidos sigue siendo un reto para la industria de alimentos, ya que produce una serie de 

efectos perjudiciales sobre la calidad de los alimentos, algunos de ellos correspondientes a 

sabores desagradables, cambios de aroma, color, textura, pérdida de nutrientes, generación de 

sustancias volátiles perjudiciales que causan la rancidez (aldehídos, cetonas y alcoholes), entre 

otros [2,3]. Estas reacciones parecen seguir vías conocidas que ocurren simultáneamente y en 

competición, es por esto que se han ideado varios métodos para su evaluación, aunque no existe 

ninguno que permita el seguimiento simultáneo de todos los eventos oxidativos o que sea 

igualmente aplicable para todas las etapas del proceso o a todas las grasas, todos los alimentos 

y todas las condiciones de procesamiento, por lo que una sola prueba puede monitorear solo 

unos pocos cambios, de modo que se usan combinadas [4]. Algunas de las pruebas que se 

consideran frecuentemente para estimar la capacidad antioxidante son el 2,2-azinobis (ácido 3-

etil-benzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), 2,2-difenil-1-icrilhidrazilo (DPPH), poder antioxidante 

reductor férrico (FRAP) y capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC) [5]. 

 Para enfrentar la oxidación de los lípidos y procesos de enranciamiento o cambios de 

color, la industria alimentaria ha considerado como una de sus estrategias la combinación de 

antioxidantes, los cuales cumplen su objetivo mediante tres tipos de interacciones: sinergismo, 

efecto aditivo y antagonismo, que pueden ser afectados por el tipo de matriz alimentaria, pH, 

tipo, concentración y/o proporción de antioxidante, interacción con otros componentes del 

alimento y condiciones del proceso [2] . Un antioxidante es una molécula que inhibe o retrasa 

significativamente la oxidación de sustratos oxidables, generalmente en bajas concentraciones 
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[2,6], que está presente naturalmente en los alimentos o se puede agregar o formar durante el 

procesamiento [2].  

 Durante varios años, la industria ha recurrido al uso de antioxidantes sintéticos, como el 

hidroxianisol butilado (BHA), la butilhidroquinona terciaria (THBQ) y el hidroxitolueno butilado 

(BHT), sin embargo, estos aditivos tienen efectos negativos para la salud por su posible toxicidad 

y por una sospecha de acción como promotores de carcinogénesis [1,7-9], lo que ha aumentado 

el interés y la demanda de aditivos alimentarios de origen natural por parte de los consumidores. 

A este fenómeno se lo conoce como tendencia hacia la etiqueta limpia o clean label [10,11]. Los 

antioxidantes naturales más importantes son los compuestos fenólicos, estos compuestos 

muestran efectos interesantes sobre la salud humana, especialmente contra el cáncer, la 

osteoporosis, las cataratas, las disfunciones cardiovasculares, las enfermedades cerebrales y las 

afecciones inmunológicas [12]. Además, pueden ser agregados a matrices alimentarias por su 

amplia eficacia en la conservación de alimentos al inhibir y retrasar la oxidación de lípidos [4]. 

Los extractos de plantas generalmente son ricos en compuestos fenólicos, varios de ellos usados 

como condimentos en el procesamiento de alimentos muestran gran actividad antioxidante 

[13]. La industria cárnica es una de las que ha considerado e incrementando las opciones de 

extractos naturales con actividad antioxidante etiqueta limpia en sus productos y procesos, los 

cuales son reconocidos como seguros (GRAS) por la FDA, algunos de ellos son: café, semilla de 

uva, té verde, orégano, eneldo, perejil y extracto de romero [14]. La Unión Europea por su parte 

solamente ha reconocido al extracto de romero como antioxidante de uso en la industria 

cárnica, con el número E392 [12,14]. 

 En la industria cárnica, restaurantes de comidas rápidas y en los hogares, las carnes 

picadas y particularmente las hamburguesas son uno de los productos más comunes por su 

flexibilidad, adaptabilidad y facilidad de preparación, pero a diferencia de un corte entero, por 

el proceso de picado y la consecuente desintegración de membranas musculares se liberan 

compuestos que catalizan reacciones entre moléculas prooxidantes y compuestos insaturados 

[7,15]. Además, es muy susceptible a sufrir procesos de deterioro por el crecimiento y 

metabolismo de microorganismos los cuales producen olores desagradables, gases, limosidad, 

y oxidación de lípidos y pigmentos, que se manifiestan por la decoloración ocasionada [11,16]. 

Por todo ello, se buscan alternativas para mejorar su conservación y extender su vida útil. 

 Uno de los marcadores químicos asociado directamente con la oxidación lipídica de 

productos cárnicos es el TBARS, el cual proporciona información acerca de la frescura o el grado 

de deterioro de la carne relacionado con la oxidación. Se basa en la determinación del 

compuesto coloreado que se genera al reaccionar el ácido tiobarbitúrico (TBA) con el 
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malondialdehido (MDA) compuesto altamente reactivo que se forma como consecuencia de la 

autólisis de los ácidos grasos poliinsaturados [17,18]. 

 Varios trabajos han reportado la actividad antioxidante de extractos de plantas 

medicinales del sur del Ecuador, determinándose su capacidad para eliminar los radicales libres 

y su interesante contenido en compuestos fenólicos, los cuales podrían ser los responsables de 

las aplicaciones terapéuticas que los pueblos ancestrales dan a estas plantas medicinales.  

 Una investigación en la que se han incluido 37 especies pertenecientes a 23 familias 

botánicas de plantas medicinales del sur del Ecuador, reportó que las familias Piperaceae, 

Onagraceae, Clusiaceae, Ericaceae y Lycopodiaceae pueden considerarse como una buena 

fuente de antioxidantes, con contenidos fenólicos totales de entre 5222,90 mg GAE/g hasta 

20,90 mg GAE/g de extracto, entre 364,80 to 843,30 μM TE/mg en el ensayo de ABTS y de 946,30 

μg Trolox/mg a 213,40 μM TE/mg de extracto en DPPH [19].  

 En el caso de las especies consideradas en este estudio se ha encontrado para Piper 

carpunya que su propiedad antioxidante evaluada por DPPH era de 71,88 ± 1,53 mmol TE/g [20], 

sin embargo, Valarezo et al. [21], indican que el aceite esencial de esta misma especie mostró 

poca actividad antioxidante (12 % y 22 % de captación de radicales a 1000 ppm de concentración 

para el ensayo de DDPH y ABTS, respectivamente). Para Simira ecuadorensis el contenido de 

fenoles totales es moderado con valores de 346,28 mg GAE/100 g (base seca) [22] y para Ilex 

guayusa se han reportado valores de fenoles totales de 54,86, 106,62 y 59,47 mg equivalentes 

de ácido gálico (GAE)/g (base seca) para hojas verdes, blanqueadas y fermentadas, 

respectivamente, y una capacidad antioxidante de 33, 35,40 y 19,70 mmol Trolox/100 g (base 

seca) determinada por DPPH para esos mismos tratamientos, en el orden dado anteriormente 

[23]. 

 De todo lo anteriormente mencionado, se puede deducir que la investigación sobre la 

aplicación de estas especies en modelos alimentarios sigue siendo limitada. Por ello, el propósito 

de este estudio fue evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de S. ecuadorensis, P. 

carpunya e I. guayusa, así como su efecto en la oxidación lipídica de hamburguesas de cerdo 

durante el almacenamiento. 

2.  Materiales y Métodos 

2.1  Materiales 

2.1.1  Plantas 

En diciembre de 2019, se llevó a cabo la recolección de hojas frescas de tres plantas 

distintas en diversas localidades de Ecuador. Las hojas de Simira ecuadorensis, conocida como 
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guápala, fueron recolectadas en el cantón Zapotillo, provincia de Loja. Por otro lado, las hojas de 

Piper carpunya, conocida como guaviduca, fueron obtenidas en la parroquia Gualel, también en 

el cantón Loja. Además, las hojas de Ilex guayusa, conocida como guayusa, fueron recolectadas 

en el cantón Yantzaza, situado en la provincia amazónica de Zamora Chinchipe 

2.1.2 Preparación de las hojas 

Las hojas de las tres especies siguieron un procedimiento uniforme: fueron lavadas con 

agua y luego sometidas a un proceso de secado utilizando un secadero de bandejas (modelo DY-

110H, Daeyeong E&B CO., Ltd., Asan, Corea del Sur) a una temperatura de 40 °C durante un 

período de 12 horas. Una vez completado el secado, las hojas fueron molidas, tamizadas para 

obtener un tamaño de partícula inferior a 350 µm y almacenadas en refrigeración hasta el 

momento de la extracción de los compuestos de interés.  

2.1.3  Preparación de los extractos 

Se empleó el método de maceración estática para la obtención de los extractos, que 

consistió en dejar reposar la mezcla de solvente y agua en un recipiente ámbar en condiciones 

refrigeradas durante tres días. Durante este proceso, se realizó una agitación manual de una a 

dos veces al día, seguida de una filtración al vacío. 

Los solventes utilizados fueron agua, etanol y una mezcla de etanol-agua (50:50 v/v), en 

una proporción de cinco litros de solvente por kilogramo de hojas. Para los extractos etanólicos, 

el etanol se evaporó en un rotaevaporador (modelo G1, Heidolph, Schwabach, Alemania) a 40°C 

y 150 rpm. Por su parte, el agua se eliminó por liofilización en un liofilizador (Labconco, Kansas 

City, MO, USA) bajo las siguientes condiciones: presión = 0,180 mbar; temperatura = -50 °C 

durante 72 horas. Estos extractos fueron designados como ETOH y ETOH-H2O, respectivamente. 

Para la preparación de los extractos acuosos, una porción fue congelada a -40 °C y 

posteriormente liofilizada, siguiendo las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Otra 

porción se mezcló con maltodextrina (3 %) y se secó por atomización en un atomizador (Büchi 

Mini Spray Dryer B-290, Suiza) a 120 °C y un flujo de alimentación de 6 ml/min. Estos extractos 

se denominaron H2O y ATOM, respectivamente. 

Los rendimientos de los extractos son una medida que refleja la cantidad de extracto 

obtenido en relación con el peso inicial de las hojas, lo cual indica la eficiencia del proceso de 

extracción. En este estudio, se lograron los rendimientos que aparecen en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Rendimiento tras la extracción de hojas frescas de guápala (S. ecuadorensis), guaviduca 

(P. carpunya) y guayusa (I. guayusa). 

Extractos 
Rendimiento (%) 

S. ecuadorensis P. carpunya I. guayusa 

Atomizado 17,41 18,60 4,65 

Liofilizado 15,17 7,29 7,50 

Etanol-agua 11,61 11,49 0,78 

Etanol 4,90 0,64 1,19 

 

2.2 Determinación de actividad antioxidante y fenoles totales 

Se utilizaron tres métodos distintos para evaluar la actividad antioxidante de los 

extractos: DPPH, FRAP y ABTS, además de la determinación de fenoles totales como indicador 

del índice global de compuestos antioxidantes. 

2.2.1 Contenido de fenoles totales 

Para cuantificar el contenido de polifenoles totales en los extractos, se empleó el método 

colorimétrico de Folin-Ciocalteu, adaptado según el protocolo descrito por Thaipong et al. [5]. 

Los resultados obtenidos se expresaron en miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo 

en base seca (mg EAG/g BS). 

Se reconstituyó cada extracto con el solvente utilizado durante la maceración (agua 

destilada, etanol o una mezcla de etanol-agua en proporción (1:1)) y se ajustó cada uno para 

alcanzar una concentración inicial de 5000 ppm. 

 Se procedió a preparar una solución de Folin-Ciocalteu 0,25 N combinando 25 ml de Folin 

2 N con 175 ml de agua destilada, además de una solución de carbonato de sodio 1 N (5 g 

disueltos en 25 ml de agua destilada). 

La medición de la absorbancia se realizó a 725 nm utilizando un espectrofotómetro UV 

(HITACHI, Japón), empleando curvas estándar de ácido gálico con concentraciones entre 0,01 y 

0,10 mg/ml. Cada extracto y estándar se trató tomando 150 µl de la solución, a los que se 

añadieron 2400 µl de agua destilada y 150 µl de Folin-Ciocalteu 0,25 N. Después de agitar 

durante 2 minutos y permitir una reacción de 3 minutos, se incorporaron 300 µl de carbonato 

de sodio (1 N), dejando reposar la solución durante 2 horas en oscuridad. Las lecturas se 

efectuaron por triplicado a 25 °C. 
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2.2.2 Método DPPH 

La actividad antioxidante de las muestras y los estándares se determinó mediante el 

método de la actividad de captación de radicales utilizando el radical DPPH utilizando el método 

descrito por Scherer y Godoy [24] con algunas modificaciones. 

Se preparó una solución patrón disolviendo 11,83 mg de DPPH en 50 ml de etanol. La 

solución de trabajo se preparó mezclando 10 ml de solución patrón con 100 ml de etanol hasta 

obtener una lectura en absorbancia de 1,10 ± 0,02 unidades a una longitud de onda de 515 nm 

en un espectrómetro UV. 

Cada extracto se pesó y se reconstituyó con el solvente utilizado durante la maceración 

(agua destilada, etanol, etanol-agua (1:1)) hasta tener una concentración inicial de 60 g/l para el 

extracto atomizado, 20 g/l para el liofilizado, 2,50 g/l para etanol-agua y 10 g/l para el extracto 

con etanol, a partir de éstas se prepararon cinco concentraciones más con el respectivo solvente. 

La curva de calibración se obtuvo con diferentes concentraciones de DPPH (27,60 – 1,97 µg/ml). 

Se añadieron en una microplaca de 96 pocillos 8 µl de cada extracto a diferentes concentraciones 

y se agregó 292 µl de una solución de trabajo de DPPH. Las absorbancias de las muestras se 

midieron a 516 nm. La IC50 (Concentración Inhibitoria del 50 %) se obtuvo gráficamente 

utilizando una curva de calibración en el rango lineal. Esta curva se elaboró trazando la 

concentración del extracto frente al efecto inhibitorio correspondiente, los valores de este índice 

mientras más bajos indican una mayor actividad antioxidante y valores más altos reflejan una 

menor actividad antioxidante [25]. Como se puede ver en la ecuación 1, la actividad antioxidante 

se expresa como el Índice de Actividad Antioxidante (AAI), el cual se calcula mediante la siguiente 

fórmula:  

AAI =
Concentración final de DPPH (µg.ml−1)

IC50(µg.ml−1)
                (1) 

AAI < 0,5, actividad antioxidante pobre; AAI entre 0,5 y 1,0 moderada; AAI entre 1,0 y 2,0 fuerte; 

y AAI > 2, muy fuerte. 

 En este estudio, se concluye que los extractos de las plantas analizadas exhiben una 

actividad antioxidante pobre, según los rangos establecidos previamente por Scherer y Godoy 

[24].  

2.2.3 Método FRAP 

La determinación de capacidad antioxidante mediante el mecanismo de reducción de 

metales (FRAP), se realizó de acuerdo con el método descrito por Thaipong et al. [5], con 
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modificaciones. El patrón de referencia utilizado fue Trolox y los resultados se expresaron como 

micromoles equivalentes de Trolox por gramo en base seca (µmol ET/g BS). 

Cada extracto se pesó y se reconstituyó con el solvente utilizado durante la maceración 

(agua destilada, etanol, etanol-agua (1:1)). En el caso de los extractos de guaviduca, hasta tener 

una concentración de 5000 ppm para el extracto atomizado, 2500 ppm para el liofilizado y 833 

ppm para los extractos etanol-agua y etanol. Los cuatro extractos de guápala se analizaron en 

una concentración de 833 ppm y en el caso de guayusa fueron reconstituidos a 1000 ppm 

(atomizado, liofilizado y etanólico), el extracto etanol-agua a 600 ppm. 

Las soluciones stock incluyeron 300 mM de tampón acetato (3,10 g C2H3NaO2. 3 H2O y 

16 ml C2H4O2), pH 3,60, solución de TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina) de 10 mM en HCl de 40 mM 

y 20 mM de solución de FeCl3 · 6H2O. La solución de trabajo se preparó mezclando 25 ml de 

tampón acetato, 2,50 ml de solución de TPTZ y 2,5 ml de solución de FeCl3 · 6H2O y luego 

calentando a 37 °C antes de usarla. 

Se tomó 50 µl de extracto y se añadió 950 µl de la solución de trabajo y se dejó reaccionar 

durante 30 minutos en condiciones de oscuridad. A continuación, se midió la absorbancia del 

producto coloreado (complejo de tripiridiltriazina ferroso) a 593 nm. La curva estándar se midió 

entre las concentraciones de Trolox 25 y 800 mM.  

2.2.4 Método ABTS 

Se procedió de acuerdo a lo descrito por Thaipong et al. [5], con modificaciones. El 

patrón de referencia utilizado fue Trolox y los resultados se expresaron como micromoles 

equivalentes de Trolox por gramo en base seca (µmol ET/g BS).  

Cada extracto se pesó y se reconstituyó con el solvente utilizado durante la maceración 

(agua destilada, etanol o etanol-agua [1:1]), en el caso de guaviduca, hasta tener una 

concentración inicial de 625 ppm para el extracto liofilizado, 312,50 ppm para el extracto 

atomizado, 833 ppm para el extracto etanol y 208 ppm para etanol-agua. Para guápala los cuatro 

extractos se analizaron en una concentración de 833 ppm y para guayusa, el extracto atomizado, 

el extracto liofilizado y el extracto etanólico se reconstituyeron a una concentración de 1000 ppm 

y el extracto etanol-agua a 300 ppm. 

Se prepararon dos soluciones: ABTS (0,0074 M) y persulfato de potasio (0,0026 M), la 

mezcla de estas se dejó reposar por 12 h de tal forma que se obtuvo la solución patrón de ABTS. 

La solución de trabajo se preparó mezclando 1 ml de solución patrón con 60 ml de MeOH hasta 

obtener una lectura en absorbancia de 1,10 ± 0,02 unidades a una longitud de onda de 515 nm 

en un espectrófotometro UV/VIS (Thermo Scientific). Se emplearon curvas estándar de Trolox en 

concentraciones entre 50 y 800 μM. De cada concentración, así como de cada muestra se tomó 
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150 µl en un vial, se adicionó 2,85 ml de la solución trabajo de ABTS y se dejó reaccionar por 2 h 

en oscuridad a temperatura ambiente, para posteriormente medir la absorbancia a una longitud 

de onda de 734 nm, en un espectrofotómetro UV (HITACHI, Japón). El análisis se realizó por 

triplicado. 

2.3 Evaluación de la vida útil de las hamburguesas de carne de cerdo 

Para este estudio se realizó el monitoreo de la oxidación lipídica y el pH de 

hamburguesas de cerdo los días 0, 1, 4, 9, y 14 de almacenamiento en refrigeración. 

2.3.1.  Preparación de hamburguesas de carne de cerdo 

 Como producto modelo se consideró hamburguesas de cerdo, para lo cual se utilizó 

carne fresca de cerdo adquirida en Supermaxi (Grupo La Favorita, Ecuador). La formulación de 

estas hamburguesas incluye una mezcla compuesta por un 55 % carne magra de cerdo, 45 % 

panceta de cerdo, ambas picadas con un plato de 5 mm. Además, se incorporaron 180 g/kg de 

hielo, 20 g/kg de NaCl, 2 g/kg de pimienta blanca y el agente antioxidante (eritorbato de sodio 

como antioxidante comercial o los extractos). Posteriormente, se dio forma a las hamburguesas, 

en unidades de 10 g cada una. Se prepararon y codificaron seis tratamientos de hamburguesas 

por cada especie vegetal estudiada, el tratamiento control (C) consistió en la hamburguesa sin 

extracto o antioxidante comercial, el tratamiento control (ERIT) al que se incorporó 500 mg/kg 

de eritorbato de sodio, los demás corresponden a los tratamientos en los que se adiciona cada 

uno de los extractos de las especies estudiadas en una proporción de 8 g/100 g de producto, es 

decir: Atomizado (ATOM), liofilizado (H2O), etanol (ETOH) y etanol-agua (ETOH-H2O). Todas las 

hamburguesas se envasaron en bandejas de poliestireno recubiertas con film de polietileno y se 

almacenaron en refrigeración. 

2.3.2.  Oxidación lipídica 

Se empleó el método de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), para 

ello se tomaron 10 g de muestra y se agregaron 50 ml de agua destilada, luego se homogeneizó 

utilizando un equipo Ultra Turrax (IKA T25 basic, Staufen, Alemania). Se complementó con 47,50 

ml adicionales de agua destilada y 2,50 ml de HCl 4 N para ajustar el pH a 1,50, llevando la mezcla 

a ebullición con el agregado de unas gotas de antiespumante (Scharlau, Barcelona). 

 La solución fue destilada con un equipo especial (Foss Tecator, Suecia) hasta obtener un 

volumen final de 50 ml (filtrándola si era necesario). De esta solución, se tomaron 5 ml y se 

mezclaron con 5 ml de ácido tiobarbitúrico (TBA 0,02 M) en tubos de vidrio. Tras agitar se 

llevaron a un baño de agua a 96 °C durante 40 minutos, se enfriaron los tubos y se leyeron las 

absorbancias a 538 nm mediante un espectrofotómetro (HITACHI, Japón). 
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2.3.3.  Determinación de pH 

El pH se determinó utilizando un pH-metro (micropH2001, CRISON, Barcelona-España), 

calibrándolo con soluciones buffer fosfato (pH 4 y 7) e introduciendo el electrodo de punción 

directamente en la muestra. Se llevaron a cabo tres mediciones, variando la ubicación de 

inserción del electrodo para asegurar la precisión de las lecturas. 

2.4 Análisis estadístico 

 Los resultados se expresaron como la media aritmética ± desviación estándar. La 

diferencia entre medias se determinó mediante un ANOVA simple usando el paquete estadístico 

Statgraphics XVII-X64. La prueba de Tukey se usó para determinar si hay diferencias significativas 

entre los tratamientos a p < 0,05. 

 

3. Resultados y Discusión 
 

3.1  Actividad antioxidante in vitro 
 
3.1.1  Piper carpunya 

Fenoles Totales: Los resultados sobre los compuestos fenólicos de Piper carpunya (Tabla 

2) muestran que el extracto ETOH-H2O presentó valores significativamente más elevados que 

los demás extractos estudiados de esta especie. Esto puede atribuirse a la capacidad de las 

mezclas acuosas de etanol para disolver una amplia variedad de fenoles, siendo además un 

solvente empleado en modelos de consumo humano [26]. En otro estudio que examinó 

extractos etanólicos (70%) de P. carpunya, se registró un contenido de fenoles totales de 2,80 

mg EAG/g BS [27], una cifra cercana a la nuestra. Estos resultados sugieren que los extractos de 

esta especie presentan niveles relativamente bajos de fenoles totales, si se comparan con los 

reportado por Lu et al. [28] para extractos de pimienta blanca (Piper nigrum L.), los cuales fueron 

de 3,53 mg EAG/g BS. 

DPPH: Se comprobó una actividad antioxidante significativamente superior (p < 0,05) en 

el extracto ETOH-H2O en comparación con los demás extractos analizados, lo que indica una 

“fuerte” actividad antioxidante [24]. Este hallazgo se vio respaldado también por el IC50 obtenido 

para este extracto, por el contrario, Valarezo et al. [21] encontraron que el aceite esencial de P. 

carpunya mostró poca actividad antioxidante mediante este método.  

FRAP: Los resultados de este método, como se evidencia en la Tabla 2, ponen de 

manifiesto una vez más, que  el extracto ETOH-H2O destaca respecto al resto, el cual exhibió una 
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actividad antioxidante (41,36 µmol ET/g BS) significativamente superior a los demás extractos 

estudiados y que es muy parecida a lo reportado para Piper nigrum L. (37,80 µmol ET/g BS) [28], 

sin embargo, al compararlos con otras fuentes como la canela, reconocida por su alta actividad 

antioxidante, con valores para FRAP de 637 µmol ET/g BS, y otras como hinojo, comino y angélica 

silvestre (Angelica dahurica), que muestran una capacidad antioxidante baja (FRAP de 72,40, 

68,70 y 35,20 µmol ET/g BS, respectivamente) [28] al igual que las cáscaras de mango (112 a 134 

µmol ET/g BS) [29], se observa que los extractos de P. carpunya analizados en este estudio 

presentan una capacidad antioxidante baja, es decir, ejercen un efecto limitado en la reducción 

de sales férricas. 

ABTS: Los valores de ABTS obtenidos para los extractos de P. carpunya en este estudio 

oscilan entre 3,24 y 216,16 µmol ET/g BS. El extracto de ETOH-H2O registró el valor más alto 

entre los extractos estudiados, con una capacidad antioxidante moderada. Esta comparación se 

evidencia al contrastar estos resultados con los obtenidos para P. nigrum, que presentó un valor 

ABTS menor (12,42 µmol ET/g BS). Por otro lado, especias como la canela (Cinnamomum 

zeylanicum) y el laurel (Laurus nobilis) exhiben una capacidad antioxidante más alta, con valores 

de 525,85 y 412,24 µmol ET/g BS, respectivamente [28]. En el estudio de Valarezo et al. [21], se 

señala una baja actividad antioxidante en la evaluación in vitro del aceite esencial de P. carpunya. 

Esto posiblemente se deba a la presencia de compuestos antagonistas de la acción de otros como 

el 1,8-cineol, con actividad antioxidante comprobada. 

Al analizar todos los resultados, se puede observar una correlación entre contenido fenólico 

total del extracto ETOH-H2O y su capacidad antioxidante (valores de DPPH, FRAP y ABTS), 

Alothman et al. [26] mencionan que estas correlaciones podrían confirman que los compuestos 

fenólicos son los principales microconstituyentes que contribuyen a las actividades antioxidantes 

de frutas y extractos de hojas. 

3.1.2  Simira ecuadorensis 

Fenoles Totales: En la Tabla 3 se evidencia una significativa diferencia en los niveles de 

fenoles totales entre los cuatro extractos de S. ecuadorensis. El extracto ETOH-H2O exhibió la 

concentración más alta, alcanzando un valor de 7,30 mg EAG/g BS, lo que puede atribuirse, como 

se ha mencionado anteriormente, al solvente empleado y su capacidad para disolver una amplia 

gama de compuestos fenólicos [26]. Para extractos etanólicos de esta misma especie se reportan 

valores menores de fenoles totales, alrededor de 3,46 ± 0,18 mg EAG/g BS [22]. 
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 Por otro lado, en referencia a los extractos acuosos (H2O y ATOM), se observó un mayor 

contenido fenólico en el extracto H2O. Esta diferencia posiblemente se deba a la utilización de 

altas temperaturas en la técnica de secado a, como en el caso de ATOM, que pueden afectar a 

los compuestos fenólicos [29].  

DPPH: En función de la AAI [24] el extracto ETOH-H2O, seguido del ETOH muestran una 

actividad antioxidante moderada, mientras que los extractos H2O y ATOM poseen actividad 

antioxidante pobre. 

Respecto a los valores del IC50 (Tabla 3) los resultados más destacables correspondieron 

a los extractos ETOH-H2O y ETOH, los cuales no tuvieron diferencia significativa entre sí y se 

consideran con alto potencial antioxidante según los criterios indicados por Troya-Santos et al. 

[30]. Los extractos acuosos, por su parte, tuvieron baja actividad antioxidante.  

FRAP: Con una tendencia similar, el extracto de ETOH-H2O mostró un valor 

significativamente superior en el ensayo FRAP, alcanzando los 71,10 µmol ET/g BS. Este extracto 

fue seguido por los extractos ATOM, H2O y ETOH en orden decreciente. Al comparar estos 

resultados con el estudio de Lu et al. [28], que categorizó las especias según su capacidad 

antioxidante (alta, moderada y baja), observamos que los cuatro extractos evaluados en este 

trabajo podrían ubicarse en la categoría de baja capacidad antioxidante según este método 

específico. Esta clasificación realizada en dicho estudio considera especies como laurel con alta 

capacidad antioxidante, jengibre seco con moderada y el hinojo y comino con baja capacidad 

antioxidante. 

ABTS: En la Tabla 3 se aprecia que se destacaron especialmente el extracto H2O, el cual 

mostró el valor más alto para ABTS, alcanzando 225,88 µmol ET/g BS, seguido por el extracto de 

ETOH-H2O con 109,00 µmol ET/g BS. Estos valores sugieren una capacidad antioxidante 

moderada, si consideramos el análisis realizado por Lu et al. [28] que reporta para dos especias 

mixtas (mezcla de varias especias) un valor promedio de 77,41 μmol ET/g BS para este ensayo. 
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Tabla 2. Contenido fenólico total y capacidad antioxidante de extractos de P. carpunya.  

Extractos 
Fenoles totales 
(mg EAG/g BS) 

FRAP  
(µmol ET/ g BS) 

ABTS  
(µmol ET/ g BS) 

DPPH (AAI) IC50 (µg/ml)  

ETOH-H2O 4,92 ± 0,11 a 41,36 ± 1,85 a 226,16 ± 2,60 a 1,22 ± 0,02 a 19,45 ± 0,35 d 
ETOH 0,26 ± 0,02 d 1,52 ± 0,02 d 3,24 ± 0,00 d 0,34 ± 0,00 b 69,60 ± 0,85 c 
ATOM 3,25 ± 0,19 b 9,11 ± 0,07 b 166,22 ± 6,31 b 0,05 ± 0,00 c 522,85 ± 14,07 a 
H2O 1,73 ± 0,04 c 4,32 ± 0,24 c 57,48 ± 2,20 c 0,09 ± 0,00 c 272,80 ± 12,45 b 

ETOH-H2O (extraído con etanol-agua), ETOH (extraído con etanol), ATOM (extraído con agua y atomizado) y H2O (extraído con agua y liofilizado). Los resultados se expresan 
como media ± desviación estándar (n=3). a-d Diferente letra dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre los extractos, p < 0,05. 

 
Tabla 3. Contenido fenólico total y capacidad antioxidante de extractos de S. ecuadorensis. 

Extractos 
Fenoles totales 
(mg EAG/g BS) 

  
FRAP  

(µmol ET/ g BS) 
  

ABTS  
(µmol ET/ g BS) 

  DPPH (AAI)   IC50 (µg/ml)  

ETOH-H2O 7,27 ± 0,22 a   71,10 ± 3,01 a   109,00 ± 3,90 b   0,83 ± 0,00 a   24,62 ± 0,11 c 

ETOH 2,46 ± 0,17 d  21,10 ± 0,88 c  28,00 ± 0,69 d  0,64 ± 0,00 b  32,13 ± 1,26 c 

ATOM 4,57 ± 0,09 c  32,70 ± 0,71 b  85,87 ± 5,05 c  0,06 ± 0,00 d  364,01 ± 6,39 a 

H2O 5,96 ± 0,10 b   28,70 ± 5,56 bc 225,88 ± 12,65 a   0,11 ± 0,01 c   188,38 ± 18,01 b 

ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua), ATOM (extraído con agua y atomizado) y H2O (extraído con agua y liofilizado). Los resultados se expresan 
como media ± desviación estándar (n=3). a-d La misma letra dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre los extractos, p < 0,05. 

 
Tabla 4. Contenido fenólico total y capacidad antioxidante de extractos de I. guayusa. 

Extractos 
Fenoles totales 
(mg EAG/g BS) 

FRAP  
(µmol ET/ g BS) 

ABTS  
(µmol ET/ g BS) 

DPPH (AAI) IC50 (µg/ml)  

ETOH-H2O 4,40 ± 0,28 c 5,25 ± 0,04 a 16,21 ± 0,13 b 1,00 ± 0,01 a 24,18 ± 0,12 b 

ETOH 1,91 ± 0,02 d 4,42 ± 0,06 b 4,97 ± 0,10 d 0,76 ± 0,04 b 35,77 ± 2,07 b 

ATOM  5,77 ± 0,53 b 5,31 ± 0,14 a 13,14 ± 0,82 c 0,20 ± 0,03 d 116,16 ± 16,65 a 

H2O 9,84 ± 0,28 a 5,48 ± 0,21 a 28,08 ± 0,80 a 0,34 ± 0,02 c 101,70 ± 6,01 a 

ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua), ATOM (extraído con agua y atomizado) y H2O (extraído con agua y liofilizado). Los resultados se expresan 
como media ± desviación estándar (n=3). a-d La misma letra dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre los extractos, p < 0,05. 
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3.1.3  Ilex guayusa 

Fenoles totales: El extracto H2O exhibe una cantidad significativamente mayor de 

fenoles totales en comparación con los otros extractos evaluados (Tabla 4). Esta tendencia 

también fue reportada por Chóez-Guaranda et al. [31], los cuales encontraron que el extracto 

acuoso de hojas de I. guayusa tenía un contenido fenólico total significativamente mayor al de 

los extractos que usaron como solventes metanol, hexano, cloroformo, sólo estando por debajo 

del extracto con acetato de etilo. Esto lo asocian con la polaridad de los disolventes y a la reacción 

hidrófila de las pruebas de antioxidantes utilizadas y/o a la solubilidad de los compuestos 

fenólicos en el disolvente utilizado [26]. No obstante, su valor (9,84 mg EAG/g BS) es inferior al 

reportado en estudios previos. Villacís et al. [32] registraron valores entre 21,42 y 33,44 mg 

EAG/g BS, Arteaga-Crespo et al. [33] reportaron 33,80 mg EAG/g BS, mientras que García et al. 

[23] obtuvieron 54,86 mg EAG/g BS. Esta disparidad con los resultados de la presente 

investigación posiblemente se debe al tipo de material vegetal utilizado (ubicación, época de 

cosecha, etc.) y al estado de madurez de las hojas [32]. Los compuestos fenólicos a los que 

posiblemente se deba la actividad antioxidante de la guayusa son los derivados del ácido 

hidroxicinámico [32]. 

DPPH: Los resultados de la capacidad antioxidante de las hojas de guayusa, evaluadas 

mediante el ensayo DPPH, se presentan en la Tabla 4. Se observa una mayor actividad 

antioxidante en el extracto ETOH-H2O, indicativa de una capacidad moderada. A este le sigue el 

extracto ETOH, también con actividad moderada, aunque significativamente menor que el 

primero, el resto de los extractos tuvieron una actividad baja [24]. Estos hallazgos se 

correlacionan con los valores del IC50, donde los extractos ETOH-H2O y ETOH registraron los 

valores más bajos. Es importante considerar que, en este índice, valores más bajos indican una 

mayor actividad antioxidante, mientras que valores más altos reflejan una menor actividad 

antioxidante [25]. 

García-Ruiz et al. [23] y Villacís-Chiriboga et al. [32] han señalado una correlación positiva 

entre los compuestos fenólicos y la actividad antioxidante medida por DPPH. Sin embargo, en el 

presente estudio, esta asociación no fue confirmada. Los valores reportados para I. guayusa por 

García-Ruiz et al. fueron 330 mol Trolox/g para hojas verdes, 354 mol Trolox/g para hojas 

blanqueadas y 197 mol Trolox/g para hojas fermentadas [23], mientras que Villacís-Chiriboga et 

al. reportaron 162 mol Trolox/g para hojas de guayusa de dos meses y 125 mol Trolox/g para 

hojas  de  seis  meses  [32].   Aunque  estos  valores  proporcionan alguna  orientación   sobre la  
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capacidad antioxidante de la especie estudiada, no son directamente comparables con los 

resultados de esta investigación debido a la utilización de metodologías distintas. 

FRAP: La actividad antioxidante total, medida con el método FRAP arroja como 

resultados la poca variación entre los extractos estudiados, encontrándose que no hay 

diferencia estadística entre los extractos ETOH-H2O, ATOM y H2O, con valores promedio 

aproximados a 5,30 µmol ET/g BS, valores considerados como muy bajos (< 10 μmol ET/g) según 

su capacidad reductora o poder antioxidante establecida en la investigación de Fernandes et al. 

[34]. Se ha reportado valores inferiores a 0,8 mol ET/g para extractos etanol-agua de guayusa 

asistidos con ultrasonido [33]. 

ABTS: La capacidad de los extractos de I. guayusa para eliminar radicales libres, evaluada 

mediante el método ABTS, mostró resultados que oscilaron entre 4,97 y 28,08 μmol ET/g. El 

extracto H2O sobresalió significativamente entre los demás, seguido por el extracto ETOH-H2O. 

Una ventaja clave de este método es su capacidad para evaluar tanto antioxidantes hidrofílicos 

como lipofílicos [35]. 

Al comparar los resultados del ensayo ABTS con los hallazgos publicados por Arteaga-

Crespo et al. [33], quienes informaron valores más altos (40,71 µmol ET/g BS) para hojas de 

guayusa, se evidencia una disparidad en los resultados. Por otra parte, Cadena-Carrera et al. [25], 

al estudiar tres métodos de extracción utilizando hojas de guayusa, informaron un valor de 116 

µmol ET/g BS al emplear la técnica Soxhlet con etanol como solvente, el cual también supera los 

resultados obtenidos en este estudio. Sin embargo, sus investigaciones también mostraron 

valores significativamente más bajos utilizando métodos de fluidos supercríticos (entre 0,21 y 

1,45 µmol ET/g) y fluidos supercríticos con cosolvente (0,67 – 2,98 µmol ET/g). Además, Bravo et 

al. [36] publicaron valores bajos (1,56 y 1,81 µmol ET/g) para Ilex paraguariensis, lo que resalta 

la variabilidad en los resultados obtenidos, posiblemente debido al tipo de solvente, la técnica 

de extracción, la ubicación, el año o la fuente material [25]. 

 
3.2 Efecto de los extractos sobre la oxidación de hamburguesas de cerdo durante el 

almacenamiento 

La presencia de antioxidantes para controlar la oxidación lipídica de la carne y por ende 

la  formación  de  compuestos  como  el  malondialdehido  (MDA)  que  pueden  afectar  su  

sabor, aroma y  valor  nutricional  representa  una  estrategia efectiva que la industria alimentaria 

ha  adoptado  en  sus  procesos  para  salvaguardar   la  calidad   de  sus productos   [11,37]. Los  
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antioxidantes naturales derivados de los extractos de plantas son ricos en compuestos fenólicos 

y flavonoides, su aplicación, aparte de mejorar la vida útil del alimento, también mejora su 

calidad sensorial, respondiendo a la creciente demanda de alternativas naturales en la industria 

alimentaria. 

3.2.1 P. carpunya 

 Como se puede observar en la Tabla 5, los niveles de TBARS entre los distintos 

tratamientos en el día cero variaron significativamente, oscilando entre 0,30 y 1,05 mg MDA/kg 

de producto. El valor más alto correspondió al extracto ETOH-H2O, lo que podría indicar un 

efecto prooxidante. Algunos estudios han sugerido que ciertos componentes, como los 

flavonoides presentes en el aceite esencial de ajo, pueden cambiar su función de antioxidantes 

a prooxidantes al aumentar su concentración en matrices alimentarias [37,42]. 

El nivel de MDA en las hamburguesas control (C) experimentó un aumento significativo 

desde 0,51 mg MDA/kg en el día 0 hasta 1,91 mg MDA/kg al final del almacenamiento (día 14). 

Por otro lado, el tratamiento con el antioxidante comercial (ERIT) alcanzó valores 

estadísticamente similares a los tratamientos ATOM, H2O Y ETOH-H2O para el día 14, todos 

significativamente inferiores al control C. Esta tendencia coincide con estudios anteriores 

realizados por Bellucci et al. [43,44], quienes aplicaron extractos de açai y pitajaya en 

hamburguesas de cerdo y utilizaron eritorbato de sodio como control. 

Hasta el día 4, los tratamientos con extractos exhibieron valores significativamente 

menores que los tratamientos control (C y ERIT). Sin embargo, para los días 9 y 14, el tratamiento 

ERIT, junto con los extractos, también mantuvo niveles de TBARS estadísticamente inferiores al 

grupo de control (C). Estos resultados podrían asociarse al efecto de los compuestos extraídos 

de P. carpunya. 

El tratamiento ETOH mantuvo valores más bajos de MDA durante todo el almacenamiento, 

destacando especialmente el día 14 con un valor significativamente inferior (0,55 mg MDA/kg 

de producto) en comparación con los demás. Este efecto podría atribuirse a una mayor 

capacidad antioxidante asociada con la extracción de compuestos fenólicos, cuya eficacia como 

antioxidantes está influenciada por factores como el número y disposición de los grupos 

hidroxilo en el anillo aromático [38].  
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Los valores de TBARS obtenidos para los tratamientos con los extractos de P. carpunya 

se sitúan por debajo del umbral de deterioro de 2 mg MDA/Kg, considerado como el límite a 

partir del cual el sabor rancio comienza a dominar el sabor de la carne [3,41,44]. 

3.2.2 S. ecuadorensis 

Los resultados de la oxidación lipídica durante el almacenamiento de las hamburguesas 

con extractos de S. ecuadorensis se muestran en la tabla 6.  

Al inicio del experimento (día 0) los valores de TBARS estuvieron entre 0,21 mg MDA/kg 

(ATOM) y 0,85 mg MDA/kg (ETOH), con valores estadísticamente menores para ATOM, mayores 

como el caso del ETOH y sin diferencia significativa entre ERIT, H2O y ETOH-H2O frente al control 

C. Al final del almacenamiento los tratamientos H2O, ETOH-H2O y ETOH mostraron el valor 

TBARS más bajo (0,52, 0,43 y 0,93 mg MDA/kg de muestra), sin diferencia estadística entre ellos, 

lo que podría indicar el efecto antioxidante de los componentes extraídos de S. ecuadorensis.  

Aunque hay muy poca información de esta especie, su actividad antioxidante podría 

estar relacionada con su contenido fenólico, ya que estos compuestos pueden reaccionar con 

radicales de oxígeno, como radicales hidroxilo, aniones superóxido y radicales peroxilo, e inhibir 

la oxidación de lípidos en una etapa temprana en alimentos que contienen lípidos [38,39].  

Es importante también indicar que para el día 4 todos los tratamientos correspondientes 

a los extractos fueron significativamente menores que C y ERIT y estaban por debajo de 1 mg 

MDA/g de muestra, esto es importante si se considera que para Tarladgis et al. [40] la cantidad 

máxima aceptable de MDA en carne oscila entre 0,5 y 1 mg/kg para detectar signos de rancidez 

y/o deterioro, y para Campo et al. [41] el límite es de 2 mg MDA/kg de producto. 
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Tabla 5. Evolución de los valores de TBARS (mg MDA/kg de producto) de hamburguesas de cerdo con eritorbato de sodio y diferentes extractos de P. carpunya 

durante el almacenamiento en refrigeración. 

Tratamiento* 
 (mg MDA/kg) 

Día 

0       1       4       9       14     

C 0,51 ± 0,04 c C   0,14 ± 0,01 d C   1,45 ± 0,26 a B   2,54 ± 0,57 a A   1,91 ± 0,14 a AB 

ERIT 0,45 ± 0,01 c B  0,91 ± 0,35 ab A  1,20 ± 0,05 ab A  1,19 ± 0,07 b A  1,33 ± 0,07 b A 

ATOM  0,35 ± 0,01 d B  0,40 ± 0,01 cd B  0,45 ± 0,01 c B  0,72 ± 0,07 bc B  1,26 ± 0,31 b A 

H2O 0,59 ± 0,04 b C  0,57 ± 0,01 bc C  0,59 ± 0,05 c C  0,71 ± 0,01 bc B  0,99 ± 0,01 b A 

ETOH-H2O 1,05 ± 0,02 a B  1,06 ± 0,01 a B  1,09 ± 0,01 b AB 1,11 ± 0,06 b AB 1,19 ± 0,06 b A 

ETOH 0,30 ± 0,02 d C   0,31 ± 0,02 cd C   0,43 ± 0,01 c B   0,45 ± 0,01 c B   0,55 ± 0,01 c A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-d Letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencias estadísticas (tratamiento diferente 

mismo día); A-C Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (mismo tratamiento) a lo largo del almacenamiento (p < 0,05). Hamburguesas preparadas: 

*C: sin antioxidantes; ERIT: con eritorbato de sodio a 500 mg/kg; ATOM: con extracto atomizado; H2O: con extracto liofilizado; ETOH-H2O: con extracto etanol-agua y ETOH: 

con extracto etanol. Todos los extractos dosificados a 8 g/100 g de hamburguesa. 
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Tabla 6. Evolución de los valores de TBARS (mg MDA/kg de producto) de hamburguesas de cerdo con eritorbato de sodio y diferentes extractos de S. 

ecuadorensis durante el almacenamiento refrigerado. 

 

Tratamiento* 
 (mg MDA/kg)  

Día 

0       1       4       9       14     

C 0,51 ± 0,04 bc C   0,14 ± 0,01 c C  1,45 ± 0,26 a B   2,54 ± 0,57 a A   1,91 ± 0,13 b AB 

ERIT 0,45 ± 0,01 c B  0,91 ± 0,35 a A  1,20 ± 0,05 a A  1,13 ± 0,06 b A  1,33 ± 0,07 bc A 

ATOM  0,21 ± 0,07 d B  0,22 ± 0,03 bc B  0,41 ± 0,02 b B  0,52 ± 0,03 b B  2,82 ± 0,58 a A 

H2O 0,52 ± 0,07 bc B  0,29 ± 0,01 bc C  0,38 ± 0,05 b BC  1,05 ± 0,09 b A  0,52 ± 0,04 d B 

ETOH-H2O 0,60 ± 0,06 b B  0,55 ± 0,01 ab BC  0,62 ± 0,02 b B  1,15 ± 0,06 b A  0,43 ± 0,08 d C 

ETOH 0,85 ± 0,03 a A   0,42 ± 0,01 bc B   0,54 ± 0,03 b B   0,92 ± 0,12 b A   0,93 ± 0,03 cd A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-d Letras diferentes en la misma columna indican que no hay diferencias estadísticas (tratamiento 

diferente mismo día); A-C Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (mismo tratamiento) a lo largo del almacenamiento (p < 0,05). Hamburguesas 

preparadas: *C: sin antioxidantes; ERIT: con eritorbato de sodio a 500 mg/kg; ATOM: con extracto atomizado; H2O: con extracto liofilizado; ETOH-H2O: con extracto etanol-

agua y ETOH: con extracto etanol. Todos los extractos dosificados a 8 g/100 g de hamburguesa. 
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3.2.3 I. guayusa 

En la Tabla 7 se detallan los valores de TBARS, que reflejan el grado de oxidación de los 

lípidos en hamburguesas de cerdo a las que se ha aplicado extractos de I. guayusa. En el día 0, 

se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, con valores que oscilaron entre 

0,18 y 0,51 mg MDA/kg de producto, siendo el más alto el del lote C. Sin embargo, todos se 

mantuvieron por debajo de los límites que indican señales de rancidez y deterioro (0,5 a 1 mg 

MDA/kg de producto) [40]. Además, los tratamientos control (C y ERIT) junto con el extracto 

ETOH-H2O mostraron valores estadísticamente equivalentes, mientras que el resto de los 

tratamientos exhibieron valores significativamente más bajos. 

Al finalizar el almacenamiento (día 14), los extractos ATOM y H2O exhibieron el 

contenido más alto de TBARS, alrededor de 4 mg MDA/kg de producto, lo que sugiere la 

posibilidad de que tengan un efecto prooxidante. Situación similar se observó por otros autores 

en hamburguesas de ternera que incorporaron 0,5 % y 1 % de extracto de orujo de frambuesa 

obtenido mediante dióxido de carbono supercrítico (SCE), así como 0,75 % de SCE más acetato-

lactato [16]. Por otro lado, los tratamientos control mostraron valores altos, aunque no 

superaron los 2 mg MDA/kg, que es el límite para que los consumidores perciban signos de 

rancidez [3,11]. Finalmente, los tratamientos ETOH-H2O y ETOH presentaron valores 

significativamente más bajos que el resto. Estos últimos muestran claramente el efecto 

antioxidante del extracto sobre la acumulación de MDA, ya que, aunque sus valores aumentaron 

gradualmente (de 0,40 a 0,87 mg MDA/kg y de 0,24 a 0,95 mg MDA/kg, respectivamente), se 

mantuvieron en niveles bajos a lo largo del almacenamiento. Estos resultados podrían atribuirse 

a la actividad antioxidante de compuestos fenólicos presentes en I. guayusa, particularmente a 

los isómeros del ácido mono y dicafeoilquínico (principalmente el ácido clorogénico) [23]. 

3.3 Efecto de los extractos sobre el pH de hamburguesas de cerdo durante el 

almacenamiento 

3.3.1 P. carpunya 

Se evidenciaron diferencias significativas entre los valores de pH de los tratamientos 

(Tabla 8). En el día 0, las hamburguesas con extractos mostraron valores de pH más elevados que 

los tratamientos control (C y ERIT). A lo largo del período de almacenamiento (día 1 al 14), el 

tratamiento ERIT mantuvo los valores de pH más altos. Esta misma tendencia se corroboró en 

un estudio similar realizado por Bellucci et al. [44], quienes introdujeron extractos de pitajaya 

roja en hamburguesas de cerdo y las almacenaron en refrigeración por 18 días.  
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Tabla 7. Evolución de los valores de TBARS (mg MDA/kg de producto) de hamburguesas de cerdo con eritorbato de sodio y diferentes extractos de I. guayusa 

durante el almacenamiento refrigerado. 

 

Tratamiento* 
(mg MDA/kg) 

Día 

0       1       4       9       14     

C 0,51 ± 0,04 a C   0,14 ± 0,01 b C   1,45 ± 0,26 b B   2,54 ± 0,569 ab A   1,91 ± 0,135 b AB 

ERIT 0,45 ± 0,01 a B   0,91 ± 0,35 a AB   1,20 ± 0,05 b A   1,31 ± 0,271 cd A   1,33 ± 0,070 bc A 

ATOM  0,20 ± 0,06 b D   0,19 ± 0,03 b D   2,16 ± 0,14 a C   3,04 ± 0,276 a B   3,93 ± 0,388 a A 

H2O 0,18 ± 0,05 b C   0,31 ± 0,06 b C   0,40 ± 0,03 c C   1,88 ± 0,267 bc B   4,01 ± 0,461 a A 

ETOH-H2O 0,40 ± 0,05 a C   0,54 ± 0,03 ab B   0,52 ± 0,03 c BC 0,59 ± 0,058 d B   0,87 ± 0,047 c A 

ETOH 0,24 ± 0,05 b D   0,54 ± 0,06 ab C   0,60 ± 0,03 c BC 0,80 ± 0,128 d AB 0,95 ± 0,084 c A 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-d Letras diferentes en la misma columna indican que no hay diferencias estadísticas (tratamiento 

diferente mismo día); A-D Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (mismo tratamiento) a lo largo del almacenamiento (p < 0,05). Hamburguesas 

preparadas: *C: sin antioxidantes; ERIT: con eritorbato de sodio a 500 mg/kg; ATOM: con extracto atomizado; H2O: con extracto liofilizado; ETOH-H2O: con extracto etanol-

agua y ETOH: con extracto etanol. Todos los extractos dosificados a 8 g/100 g de hamburguesa.  
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Durante el almacenamiento, se observó una significativa disminución en el pH de todos 

los tratamientos con extracto, posiblemente atribuible al efecto antimicrobiano selectivo que 

favorece el desarrollo de las BAL [7,11], como se ha mencionado en otros apartados. Tendencias 

similares se han identificado en estudios previos que enriquecieron hamburguesas de cerdo con 

extracto de tomillo [7], extracto de orujo de arándanos [45] y hamburguesas de ternera con 

extracto de orujo de grosella roja [38]. Solamente el tratamiento con ETOH mostró un 

incremento estadísticamente significativo el día 14. Además, los días 9 y 14 los valores de pH en 

los tratamientos con extractos se mantuvieron significativamente más bajos en comparación con 

el grupo control (C y ERIT), oscilando entre 5,47 y 6,13. 

3.3.2 S. ecuadorensis 

En la Tabla 9, se detalla la evolución del pH en las hamburguesas de carne de cerdo 

tratadas con extractos de S. ecuadorensis durante el período de almacenamiento. Se observó 

que, a partir del día cuatro hasta el final del almacenamiento (día 14), el pH en las muestras con 

extractos fue considerablemente inferior al de los tratamientos control (C y ERIT), en 

contraposición a las mediciones del día 0. Este descenso podría atribuirse a la función selectiva 

de los compuestos antioxidantes presentes en los extractos, que actuaron como una barrera 

ante la proliferación de cierta microbiota contaminante, lo que permitió el crecimiento de 

bacterias ácido-lácticas (BAL), generando ácido láctico [11,16]. Otra posible explicación se 

relaciona con la hidrólisis de lípidos y la formación de ácidos grasos libres [11]. 

El pH de los tratamientos ATOM, H2O y ETOH-H2O muestra un descenso significativo hasta el 

día 9, seguido de un incremento notable (p <0,05) hasta el día 14. Esta tendencia es previsible, 

ya que con el tiempo podría aumentar la presencia de bacterias Gram-negativas (como 

enterobacterias, pseudomonas, entre otras), las cuales descomponen proteínas y aminoácidos, 

generando amonio y como consecuencia, elevando el pH [16]. El único tratamiento que mantuvo 

la tendencia a disminuir significativamente el valor de pH fue el ETOH, este resultado podría 

estar indicando el mayor efecto antimicrobiano de este extracto y la actividad de las BAL, 

indicada anteriormente. 
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Tabla 8. Evolución de los valores de pH de hamburguesas de cerdo con eritorbato de sodio y diferentes extractos de P. carpunya durante el almacenamiento 

refrigerado. 

 

Tratamiento* 
Día 

0       1       4       9       14     

C 6,29 ± 0,01 c A   6,06 ± 0,01 d C   6,07 ± 0,01 b C   6,27 ± 0,01 b A   6,21 ± 0,01 b B 

ERIT 6,20 ± 0,02 d E  6,51 ± 0,02 a D  6,70 ± 0,01 a C  6,77 ± 0,01 a B  6,93 ± 0,02 a A 

ATOM  6,75 ± 0,01 a A  5,97 ± 0,01 e B  5,84 ± 0,01 c C  5,53 ± 0,02 e D  5,47 ± 0,01 e E 

H2O 6,78 ± 0,02 a A  6,28 ± 0,01 b B  5,96 ± 0,02 bc C  5,54 ± 0,01 e D  5,48 ± 0,02 e E 

ETOH-H2O 6,75 ± 0,01 a A  6,12 ± 0,01 c B  6,08 ± 0,01 b C  5,61 ± 0,01 d D  5,55 ± 0,01 d E 

ETOH 6,56 ± 0,01 b A   6,28 ± 0,01 b B   6,10 ± 0,13 b CD   5,95 ± 0,04 c D   6,13 ± 0,02 c BC 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-e Letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencias estadísticas (tratamiento diferente 

mismo día); A-E Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (mismo tratamiento) a lo largo del almacenamiento (p < 0,05). Hamburguesas preparadas: 

*C: sin antioxidantes; ERIT: con eritorbato de sodio a 500 mg/kg; ATOM: con extracto atomizado; H2O: con extracto liofilizado; ETOH-H2O: con extracto etanol-agua y ETOH: 

con extracto etanol. Todos los extractos dosificados a 8 g/100 g de hamburguesa.  
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Tabla 9. Evolución de los valores de pH de hamburguesas de cerdo con eritorbato de sodio y diferentes extractos de S. ecuadorensis durante el 

almacenamiento en refrigeración. 

 

Tratamiento* 
Día 

0              1       4       9       14     

C 6,21 ± 0,02 c B   6,06 ± 0,01 c C   5,06 ± 0,01 e D   6,27 ± 0,01 b A   6,22 ± 0,01 b B 
ERIT 6,29 ± 0,01 b D  6,53 ± 0,04 a C  6,76 ± 0,02 a B  6,72 ± 0,02 a B  6,93 ± 0,02 a A 
ATOM  6,77 ± 0,01 a A  6,15 ± 0,01 b B  5,55 ± 0,02 c C  4,96 ± 0,01 e E  5,15 ± 0,01 d D 
H2O 6,75 ± 0,01 a A  6,09 ± 0,01 c B  5,20 ± 0,02 d C  4,94 ± 0,02 e E  5,15 ± 0,01 d D 
ETOH-H2O 6,77 ± 0,01 a A  6,05 ± 0,02 c B  5,96 ± 0,01 b C  5,14 ± 0,01 c E  5,36 ± 0,02 c D 
ETOH 6,76 ± 0,01 a A   5,82 ± 0,02 d B   5,04 ± 0,01 e C   5,01 ± 0,01 d C   4,97 ± 0,02 e D 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-e Letras diferentes en la misma columna indican que no hay diferencias estadísticas (tratamiento 

diferente mismo día); A-E Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (mismo tratamiento) a lo largo del almacenamiento (p < 0,05). Hamburguesas 

preparadas: *C: sin antioxidantes; ERIT: con eritorbato de sodio a 500 mg/kg; ATOM: con extracto atomizado; H2O: con extracto liofilizado; ETOH-H2O: con extracto etanol-

agua y ETOH: con extracto etanol. Todos los extractos dosificados a 8 g/100 g de hamburguesa.   
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3.3.3 I. guayusa 

Los resultados de la evolución del pH durante el periodo de almacenamientos se 

presentan en la Tabla 10, en esta se puede observar que los valores de pH de los tratamientos 

que utilizaron extractos mostraron ser estadísticamente más altos que los de los tratamientos 

control (C y ERIT). Otros estudios en los que se consideran hamburguesas de cerdo enriquecidas 

con extractos de plantas, como tomillo [7] y hojas de pitanga [46], también exhiben pH elevados 

al inicio del estudio, lo que posiblemente se atribuya a las propiedades inherentes de la planta 

empleada para obtener el extracto, a la naturaleza de sus polifenoles y otros compuestos activos 

[8]. No obstante, a medida que avanzó el periodo de almacenamiento, se observó una notable 

disminución en los valores de pH de las hamburguesas con extractos para los días 9 y 14, en 

comparación con los lotes de control (C y ERIT). Estos resultados concuerdan con lo observado 

en las hamburguesas con extractos de P. carpunya y podrían deberse a la acumulación de 

metabolitos de bacterias ácido-lácticas (BAL) o a la hidrólisis de lípidos, provocando la formación 

de ácidos grasos libres [11,45]. 

El tratamiento ETOH mostró los valores de pH más bajos desde el día 1 hasta el día 14, 

lo que podría atribuirse a su potencial antimicrobiano frente a bacterias Gram-negativas como 

enterobacterias y pseudomonas. Estas bacterias descomponen proteínas, generando amonio, 

lo que conlleva a un incremento en el pH de la carne [16].   
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Tabla 10. Evolución de los valores de pH de hamburguesas de cerdo con eritorbato de sodio y diferentes extractos de I. guayusa durante el almacenamiento 

en refrigeración. 

 

Tratamiento* 
Día 

0       1       4       9       14     

C 6,21 ± 0,01 c B   6,06 ± 0,02 e C   6,05 ± 0,01 bc C   6,28 ± 0,01 b A   6,21 ± 0,01 b B 

ERIT 6,28 ± 0,01 b D  6,53 ± 0,02 b C  6,72 ± 0,03 a B  6,77 ± 0,02 a B  6,94 ± 0,03 a A 

ATOM  6,83 ± 0,04 a A  6,81 ± 0,02 a A  6,73 ± 0,01 a B  5,44 ± 0,03 c C  5,41 ± 0,02 c C 

H2O 6,83 ± 0,01 a A  6,42 ± 0,02 c B  6,02 ± 0,02 bc C  5,38 ± 0,02 d D  5,22 ± 0,03 e E 

ETOH-H2O 6,83 ± 0,03 a A  6,13 ± 0,02 d B  6,08 ± 0,02 b B  5,42 ± 0,02 cd C  5,34 ± 0,03 d D 

ETOH 6,82 ± 0,02 a A   5,81 ± 0,01 f B   5,83 ± 0,02 d B   5,28 ± 0,02 e C   5,26 ± 0,02 e C 

Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n=3). a-f Letras diferentes en la misma columna indican que no hay diferencias estadísticas (tratamiento 

diferente mismo día); A-E Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (mismo tratamiento) a lo largo del almacenamiento (p < 0,05). Hamburguesas 

preparadas: *C: sin antioxidantes; ERIT: con eritorbato de sodio a 500 mg/kg; ATOM: con extracto atomizado; H2O: con extracto liofilizado; ETOH-H2O: con extracto etanol-

agua y ETOH: con extracto etanol. Todos los extractos dosificados a 8 g/100 g de hamburguesa.   
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4. Conclusiones 
 

 Las especies P. carpunya, S. ecuadorensis e I. guayusa, plantas medicinales de los países 

andinos, exhiben variaciones en su contenido fenólico y capacidad antioxidante, que oscilan 

entre bajos y altos. Los extractos ETOH-H2O tanto en P. carpunya como en S. ecuadorensis 

presentaron la capacidad antioxidante más alta de este estudio (valores mayores en DPPH, FRAP 

y ABTS), asociada con el mayor contenido fenólico total. En el caso del extracto H2O de I. 

guayusa es el que mayor contenido de fenoles totales tuvo. Los extractos ETOH-H2O, ETOH, H2O 

de S. ecuadorensis; ETOH y H2O de P. carpunya y ETOH-H2O y ETOH de I. guayusa evitaron la 

oxidación lipídica de las hamburguesas de cerdo durante 14 días en refrigeración, mostrando un 

efecto protector mejor o similar que el que se observó en las muestras elaboradas con eritorbato 

de sodio lo que podría sugerir la posibilidad de sustituir este aditivo por un antioxidante natural. 

No obstante, algunos extractos como el ATOM en el caso de S. ecuadorensis y ATOM y H2O en 

I. guayusa muestran efecto prooxidante, por lo que habría que hacer nuevos estudios para 

establecer las dosis adecuadas. Por su parte el pH de las hamburguesas se vio afectado por la 

aplicación de los extractos disminuyendo su valor para la mayoría de los lotes con extractos. 

Aunque a nivel industrial el extracto ATOM sería la elección más eficiente debido a su 

rendimiento y el tipo de solvente utilizado, los resultados de la capacidad antioxidante de las 

tres plantas sugieren que los extractos más efectivos en este sentido son ETOH-H2O y H2O. Estos 

se destacan por su desempeño superior, mientras que el extracto ETOH, a pesar de sus buenos 

resultados antioxidantes, se ve limitado por su bajo rendimiento. 
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Los países de la región andina y particularmente Ecuador por su condiciones geográficas 

y climáticas albergan una amplia variedad de ecosistemas que brindan un hábitat propicio para 

una vasta gama de especies vegetales. Esta riqueza biológica otorga a Ecuador un potencial 

extraordinario en la diversidad de compuestos bioactivos (polifenoles, flavonoides y otros 

metabolitos secundarios) presentes en sus plantas, los cuales ofrecen propiedades 

antioxidantes, antimicrobianas y terapéuticas con una gran posibilidad de aplicaciones en la 

industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. Esta biodiversidad posiciona a Ecuador como 

un importante foco de interés para la investigación y desarrollo de nuevos productos naturales 

con propiedades beneficiosas para la salud humana y el bienestar general. Se han llevado a cabo 

investigaciones significativas para conocer las especies empleadas en la medicina tradicional, 

conservar su conocimiento ancestral y sus aplicaciones [1-5]. A lo largo de siglos, las 

comunidades indígenas han empleado estas plantas para tratar diversas afecciones y 

enfermedades, constituyendo un elemento fundamental de la medicina tradicional y la rica 

cultura ancestral en Ecuador. Sin embargo, persiste la necesidad de estudios científicos que 

puedan valorar estas plantas en términos de su sostenibilidad, uso adecuado y aplicaciones 

[2,4,5].  

En estos últimos años se han realizado extensas investigaciones sobre sustancias de 

origen vegetal que han demostrado tener excelentes efectos antimicrobianos, antioxidantes, 

para conservación de alimentos, etc. [6,7], lo que las convierte en prometedoras alternativas 

naturales, por ejemplo, a los aditivos sintéticos para la industria de alimentos, lo cual abre una 

posibilidad inmensa para los países con gran biodiversidad y además se ajusta a las tendencias 

actuales de alimentos etiqueta limpia o clean label en los cuales una de sus categorías es la de 

productos que usen en su formulación aditivos naturales [8], los cuales son percibidos por los 

consumidores como saludables [9]. 

En esta investigación se han considerado tres especies de plantas que se encuentran en 

la región sur de Ecuador: Piper carpunya (guaviduca), Simira ecuadorensis (guapala) e Ilex 

guayusa (guayusa), las cuales se han usado por las poblaciones nativas desde hace mucho 

tiempo. La composición química de los extractos de estas plantas reveló la presencia de una 

variedad de compuestos entre las especies estudiadas, identificándose compuestos fenólicos, 

flavonoides y otros metabolitos secundarios, cuyas concentraciones también variaron, y pueden 

relacionarse con la actividad biológica observada.  
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Respecto al estudio de volátiles, para Simira ecuadorensis, se observó que el extracto 

H2O presentaba la mayor cantidad de compuestos volátiles, seguido por los extractos ETOH-H2O 

y ETOH, en ese orden. El extracto H2O mostró los valores más elevados para alcoholes, 

monoterpenos y fenoles volátiles, mientras que los extractos etanólicos (ETOH-H2O y ETOH) 

destacaron en otros grupos volátiles. En la familia de monoterpenos, la piperitona fue 

especialmente notable, mientras que, en los fenoles volátiles, predominaron el eugenol y el 3-

alil-6-metoxifenol. Además, dentro de la familia de los esteres, el éster etílico del ácido 3-

hexenoico fue significativo. Respecto a los alcoholes, destacaron el 3-octanol, presente solo en 

dos muestras, y los compuestos 1-hexanol y 3-hexen-1-ol, que abarcaron casi la totalidad de la 

familia de los alcoholes. Es la primera vez que se estudia la fracción volatil para esta especie, es 

por ello que la información previa es escasa. Rondón et al. [10], aplicando pruebas cualitativas, 

reportaron para extractos etanólicos de S. ecuadorensis abundante presencia de alcaloides y en 

menor cantidad taninos, flavonoides, quinonas, antraquinonas, terpenos y saponinas, varios de 

estos metabolitos secundarios son característicos del género Simira [11]. 

En el caso de Piper carpunya, se evidenció que los extractos ETOH y H2O presentaban 

los niveles más altos de compuestos volátiles entre todas las familias estudiadas, siendo los 

monoterpenos, fenoles volátiles, y otros compuestos como safrol, elemicina e isoelemicina los 

más destacados. Específicamente, en la familia de monoterpenos, los predominantes fueron α-

terpineno, cimeno y 1-8-cineol, seguidos por piperitona, L-limoneno y linalol, que, aunque 

presentes en cantidades significativas, fueron ligeramente menores que los primeros. En cuanto 

a los fenoles volátiles, destacaron el metil-isoeugenol y, en menor cantidad, eugenol, m-timol y 

carvacrol, particularmente en el extracto etanólico. 

Algunas investigaciones que reportan la composición química del aceite esencial y/o 

extractos de P. carpunya, también observaron compuestos que coinciden con los reportados en 

esta investigación, como es el caso de piperitona, limoneno, elemicina, eugenol, metil-

isoeugenol y 1,8-cineol [12-15], difiriendo únicamente en su cantidad, lo cual puede deberse a 

la alta adaptabilidad de la guaviduca a diferentes condiciones ambientales [12]. 

En Ilex guayusa se destaca la familia de los monoterpenos, siendo piperitona y cimeno 

los compuestos con los valores más elevados, seguidos por ésteres y alcoholes, donde el 2-

hidroxibenzoato de metilo y 1-hexanol son predominantes. El extracto etanólico se distingue por 

tener la mayor cantidad y diversidad de compuestos volátiles en la mayoría de las familias. Es 

relevante destacar que el 2-hidroxibenzoato de metilo, común en las plantas, posee propiedades 

antioxidantes y antibacterianas [16,17]. 
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Con base a lo expuesto, se puede concluir que P. carpunya es la especie que muestra la 

mayor variedad de compuestos volátiles. Además, las principales diferencias identificadas entre 

las familias de compuestos en las tres especies analizadas fueron notables: la presencia 

destacada de sesquiterpenos en P. carpunya, la presencia de furanos en S. ecuadorensis, y la 

ausencia de cetonas en I. guayusa. Estas divergencias podrían influir en la variación del efecto 

antimicrobiano y antioxidante de estas plantas. 

Diversas investigaciones han documentado los compuestos encontrados en los extractos 

de las especies estudiadas en este trabajo, sugiriendo que podrían ser los responsables de su 

actividad antimicrobiana. La evidencia científica reporta propiedades antimicrobianas para la 

familia de los monoterpenos, en la cual se han identificado la piperitona [18], α-pineno, β-pineno 

[19,20], α-terpineno [20,21], 1,8-cineol [22], cimeno [21,23], felandreno [24], limoneno [21], 

linalol [20,25], 4-terpineol [26]. En cuanto a los fenoles volátiles, se ha encontrado el metil-

isoeugenol [27], eugenol [20,28], timol [20], carvacrol [7,20,29]. Entre los alcoholes, destaca el 

1-hexanol [30]. Asimismo, se han reportado norisoprenoides como β-ionona [31] y 

alquilbencenos como safrol [19,28,32], los cuales manifiestan actividad antimicrobiana tanto de 

manera individual como a través de efectos sinérgicos, como se observa en el caso del cimeno, 

precursor biológico del carvacrol [33]. 

En cuanto a la actividad antimicrobiana de los extractos, se pudo observar que, si se 

comparan los extractos de las tres plantas por el número de cepas bacterianas afectadas y sus 

valores de concentración mínima inhibitoria (CMI), el mayor efecto corresponde a los extractos 

de P. carpunya que afectaron a un total de siete bacterias de las 20 consideradas en el estudio, 

varios trabajos también reportan actividad antimicrobiana de esta especie y otras del género 

Piper [14,19,34,35]. El extracto ETOH fue el mejor y afectó a seis cepas bacterianas, seguido del 

ETOH-H2O que inhibió a cinco y el H2O a tres. Las bacterias más inhibidas fueron Clostridium 

perfringens (CMI para el extracto ETOH de 10 mg/ml seguida de la del extracto ETOH-H2O con 

20 mg/ml), Campylobacter jejuni, Shewanella putrefaciens y Shewanella sp. (para el extracto 

ETOH, CMI 20 mg/ml para las tres).  

Los estudios sobre la actividad antimicrobiana también revelaron que S. ecuadorensis 

presenta una notable actividad antimicrobiana. Aunque la información específica sobre esta 

especie es limitada, se ha reportado que comparte propiedades antimicrobianas con algunas 

especies del género Simira [10,11]. En nuestro estudio destacó el extracto ETOH inhibiendo el 

crecimiento de 7 cepas microbianas, Y. enterocolitica (CMI de 20 mg/ml), B. cereus (CMI de 20 

mg/ml), C. perfringens (CMI de 20 mg/ml), Shewanella sp. (CMI de 40 mg/ml), Shew. 
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putrefaciens (CMI de 80 mg/ml), C. jejuni (CMI de 80 mg/ml), L. mesenteroides (CMI de 80 

mg/ml). Las cepas más sensibles a esta planta fueron C. jejuni y Shew. putrefaciens ya que se 

vieron afectadas por los cuatro extractos.  

Los extractos de I. guayusa presentaron efectos antimicrobianos, como se ha 

documentado en varias investigaciones [36,37], aunque en menor medida en comparación con 

las otras especies estudiadas. Se pudo comprobar que el extracto más eficaz en este caso fue el 

ETOH, que afectó a Shewanella sp. (CMI de 40 mg/ml), Shew. putrefaciens (CMI de 80 mg/ml), 

Enterococcus faecalis, Weissella viridescens (CMI de 80 mg/ml, para ambas), seguido por ETOH-

H2O que afectó a C. jejuni y Shewanella sp. (CMI 40 y 80 mg/ml, respectivamente). Shewanella 

sp. mostró ser la cepa más sensible a los extractos de I. guayusa, ya que todos los extractos la 

inhibieron (ver apéndices).  

A partir de los resultados previamente expuestos sobre la actividad antimicrobiana in 

vitro, se deduce que los extractos ETOH de las tres especies presentaron la mejor capacidad 

antimicrobiana, que se podría asociar con la eficacia comprobada de los solventes alcohólicos 

que logran una extracción más completa de compuestos volátiles [20,38], muchos de los cuales 

poseen actividad antimicrobiana como compuestos individuales o en sinergia potenciando su 

acción [39].  

Una vez que se ha determinado el efecto antimicrobiano de extractos in vitro, es crucial 

probarlos en modelos alimentarios reales ya que, los modelos in vitro pueden no reflejar 

completamente las condiciones y complejidad del entorno alimentario real, como la interacción 

con otros componentes alimentarios, las condiciones y estabilidad durante el almacenamiento y 

los procesos de producción [40]. Por tanto, para ampliar los estudios sobre la actividad 

antimicrobiana, se decidió evaluar la efectividad en modelos alimentarios de un extracto 

etanólico y otro acuoso. A pesar de que se notó una actividad antimicrobiana más sobresaliente 

en el ETOH, su limitado rendimiento en la etapa de extracción lo excluyó como alternativa para 

este fin y para su potencial producción en un entorno industrial, por lo tanto, se consideró como 

mejor opción el extracto ETOH-H2O. Además, con un criterio similar se eligió el extracto ATOM, 

el cual también mostró actividad comparable frente a las cepas estudiadas (Shew. putrefaciens 

y C. jejuni). 

 Los resultados de este estudio respaldan la efectividad antimicrobiana de los extractos 

ETOH-H2O y ATOM de S. ecuadorensis frente a Shew. putrefaciens y C. jejuni, especialmente 

cuando se evaluó en modelos alimentarios que simulan las condiciones de crecimiento de estas 
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bacterias, eligiéndose caldo y hamburguesas de pescado para el caso de las pruebas con Shew. 

putrefaciens y las mismas matrices, pero con pollo para C jejuni. 

 El extracto ETOH-H2O tuvo un efecto destacable en hamburguesas de pescado, 

evidenciándose una reducción de hasta cuatro unidades logarítmicas en el crecimiento, tanto 

de bacterias aerobias mesófilas (AMB) como de Shew. putrefaciens hasta el día 9 de 

almacenamiento, sin afectar su pH. En cuanto al caldo de pescado, la capacidad antimicrobiana 

de este extracto fue más notoria ya que tuvo efecto desde el día uno, y desde el día 7 hasta el 

día 131 presentó una reducción aún mayor, con valores de hasta 5 log frente a AMB y 6,50 log 

frente a Shew. putrefaciens. Indudablemente la composición de los extractos desempeña un 

papel crucial en su efecto antimicrobiano. Varios de los compuestos volátiles que se 

mencionaron anteriormente, reconocidos por su acción antimicrobiana, han sido identificados 

como responsables de la inhibición de Shew. putrefaciens en estudios previos, entre estos 

destaca el carvacrol [41], terpineno y  eugenol [42,43]. Este último puede provocar el colapso 

de la membrana celular de la bacteria y además en combinación con otros componentes como 

timol, entre otros, mostró un efecto antibacteriano sinérgico, causando daños más graves a la 

estructura de la membrana celular bacteriana [43].  

 En relación con el extracto ATOM, se evidenció su eficacia contra C. jejuni en caldo de 

pollo desde el primer día, aunque no manifestó ningún efecto contra AMB en el mismo 

producto. En el caso de las hamburguesas de pollo, se observó una disminución significativa de 

la carga AMB hasta el cuarto día de almacenamiento. Este hecho, combinado con la notable 

reducción del pH desde el primer día, podría sugerir indirectamente su eficacia antimicrobiana 

frente a una parte de la microbiota que constituye AMB, sin afectar las bacterias ácido-lácticas 

(BAL). Sin embargo, este extracto no mostró efecto contra C. jejuni en las hamburguesas de 

pollo. La actividad de este extracto frente a esta bacteria podría estar vinculada a la presencia 

de compuestos, como metil-isoeugenol, eugenol [27,44,45], carvacrol, y timol [45]. 

 Por su parte, en la evaluación de la actividad antimicrobiana de los extractos de P. 

carpunya en modelos alimentarios, se ha constatado que, al aplicarlos en risotto, el extracto 

ETOH-H2O demostraba una notable eficacia contra C. perfringens desde el día 1 hasta el día 21, 

así como frente a AMB hasta el día 4. Además, se observó un efecto sobre la microbiota 

psicrófila. Numerosos estudios respaldan la actividad antimicrobiana de compuestos presentes 

en los extractos de plantas o aceites esenciales, que coinciden con la composición de los 

extractos ensayados. Por ejemplo, se ha reportado la actividad de componentes como 4-

terpineol [26], timol, carvacrol [46,47], α-pineno [48], β-pineno, 1,8-cineol, limoneno [49], 

frente a especies de Clostridium, entre las que destaca C. perfringens. Además, se han descrito 

efectos sinérgicos entre carvacrol, ρ-cimeno, linalol y timol, componentes presentes en P. 
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carpunya y en el aceite esencial de Satureja montana L, que cuando se aplican a mortadela junto 

con 100 ppm de nitrito, mejoran su actividad antimicrobiana. También se ha destacado que 

eugenol y carvacrol poseen efectos inhibidores notables contra la germinación de esporas de C. 

perfringens [50]. 

 Por ende, los resultados señalan la presencia de compuestos que podrían ser 

responsables de la actividad antimicrobiana de P. carpunya contra C. perfringens. Además, es 

crucial considerar la posible existencia de efectos sinérgicos con otros componentes presentes 

en menor proporción en los extractos, contribuyendo así a esta actividad [46]. Estos 

descubrimientos destacan la complejidad de las interacciones entre los diversos compuestos 

presentes en los extractos, respaldando la necesidad de un enfoque integral para comprender 

completamente sus propiedades antimicrobianas. 

 La identificación de los compuestos volátiles en los extractos de plantas es esencial para 

establecer asociaciones con propiedades, como las mencionadas anteriormente, y otras como 

las antioxidantes. Estos compuestos, que abarcan una variedad de terpenoides, fenoles, 

alcoholes, entre otros, también han sido objeto de investigaciones para entender su capacidad 

para neutralizar radicales libres y proporcionar protección contra la oxidación. En este contexto, 

se ha investigado la relación entre los compuestos volátiles de extractos de S. ecuadorensis, P. 

carpunya e I. guayusa y su potencial antioxidante, tanto in vitro como en modelos alimentarios. 

Comprender esta relación amplía nuestro conocimiento sobre los mecanismos antioxidantes de 

estas especies y sus aplicaciones prácticas en la mejora de la estabilidad de alimentos 

enriquecidos con estos extractos. 

 El análisis de la actividad antioxidante de los extractos arrojó que S. ecuadorensis fue la 

especie con la mejor actividad antioxidante, seguida de P. carpunya. Las tres especies tienen un 

contenido fenólico y una actividad antioxidante media-alta. Rondón et al. [10] reportan un valor 

de fenoles totales (3,46 mg EAG/g BS) para un extracto etanólico de S. ecuadorensis menor a lo 

observado en la presente investigación para los extractos ETOH-H2O, ATOM y H2O. Además, 

Moreira et al. [11] mencionan el potencial antioxidante mediante el método DPPH, de tallos de 

Simira glaziovii (concentración efectiva media, EC50 21,50 ± 0,30 ppm), tallos de S. eliezeriana 

(EC50 12,03 ± 0,07 ppm) y ramas de Simira grazielae (EC50 1.200± 0,003 ppm), comparadas con 

el control positivo (EC50 27,00 ± 0,19 ppm). En el caso de P. carpunya, Valarezo et al. [14] y 

Ballesteros et al. [12], reportan una baja capacidad antioxidante in vitro (evaluada mediante 

ensayos DPPH y ABTS) del aceite esencial de P. carpunya, a pesar de la presencia de compuestos 

como 1,8-cineol, que ha demostrado actividad antioxidante in vivo al reducir el estrés oxidativo 

inducido en ratas [51]. Esta discrepancia sugiere la posible antagonización de los efectos 

antioxidantes por otros compuestos presentes en el aceite esencial. La actividad antioxidante 
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observada podría deberse a la posible bioactividad de algún compuesto menos abundante o a la 

presencia de interacciones sinérgicas entre moléculas [12]. 

 El extracto ETOH-H2O, tanto en P. carpunya como en S. ecuadorensis, presentó la 

capacidad antioxidante más notable en este estudio, evidenciada por valores superiores en 

DPPH, FRAP y ABTS. Esta destacada capacidad antioxidante está vinculada al elevado contenido 

fenólico total, posiblemente atribuible a la riqueza de compuestos volátiles, ya que los solventes 

alcohólicos son eficientes para extraer estos elementos en mayor cantidad [20,38]. Mientras 

que I. guayusa presentó la menor actividad antioxidante en general, con la excepción del 

extracto H2O que reveló la concentración más alta de compuestos fenólicos (9,84 mg EAG/g BS). 

Estos datos son inferiores a los encontrados en otros estudios con hojas de I. guayusa (21,42 y 

33,44 mg EAG/g BS [52], 33,80 mg EAG/g BS [53], y 54,86 mg EAG/g BS [54]). Esta variación 

posiblemente se deba a la influencia de factores que afectan el material vegetal, como el lugar 

de recolección, la época de cosecha y el estado de madurez de las hojas [52]. 

 Se ha observado correlación entre varios compuestos relacionados con la capacidad 

antimicrobiana de estas especies que también poseen propiedades antioxidantes, tal es el caso 

de la familia de monoterpenos, donde se destacan el α -pineno, β-pineno [55], α-terpineno [56], 

1,8 cineol [14,21,55], cimeno [57], felandreno [58], linalol [21], L-limoneno [55]. También de los 

fenoles volátiles como eugenol [59-61], timol [60,61], carvacrol [60-62], en cuanto a los 

norisoprenoides, β-ionona [31], dentro de los ésteres 2-hidroxibenzoato de metilo [16,17] y 

otros compuestos como elemicina e isoelemicina [63]. 

 La capacidad in vitro de los extractos de hojas de P. carpunya, S. ecuadorensis e I. 

guayusa, sugieren que son fuentes de antioxidantes naturales, pudiendo ser una alternativa 

eficaz a los antioxidantes sintéticos comerciales que se usan en la industria para mejorar la 

calidad y prolongar la vida útil de los alimentos procesados. En consecuencia, era fundamental 

evaluar su capacidad antioxidante en productos cárnicos, para esto se evaluaron los extractos 

de las plantas de esta investigación sobre hamburguesas de cerdo, las cuales se mantuvieron en 

refrigeración a 4 °C durante 14 días y se evaluó la presencia de malondialdehído (MDA) 

compuesto indeseable en estos productos, ya que es un subproducto de la peroxidación lipídica.  

  La incorporación de estos extractos naturales (ETOH-H2O, ETOH y H2O de S. 

ecuadorensis; ETOH y H2O de P. carpunya; ETOH-H2O y ETOH de I. guayusa) reduce 

significativamente la oxidación lipídica en hamburguesas de cerdo hasta el día 14. Estos 

resultados sugieren que los extractos de hojas de las tres especies evaluadas en este estudio 

podrían ser una alternativa eficaz a los antioxidantes sintéticos comerciales para mejorar la 

calidad y prolongar la vida útil de las hamburguesas de cerdo. 
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 Se observaron posibles efectos prooxidantes, especialmente en algunos extractos de 

P. carpunya (ETOH-H2O y H2O). Esto podría estar vinculado a la concentración empleada en este 

extracto, ya que ciertos componentes, como los flavonoides, tienen la capacidad de cambiar su 

función de antioxidantes a prooxidantes al incrementarse su concentración en matrices 

alimentarias [64,65]. 

 En cuanto a la evolución del pH, se observó una disminución en las hamburguesas 

tratadas con los extractos. En el caso de S. ecuadorensis, los cuatro extractos llevaron a una 

reducción del pH, siendo más pronunciado en el caso del ETOH. Esta tendencia también se 

manifestó en P. carpunya e I. guayusa, aunque con una intensidad menor. Esto podría atribuirse 

a la selectividad de los compuestos antioxidantes presentes en los extractos, actuando como 

una barrera contra la proliferación de cierta microbiota contaminante, lo que favoreció el 

crecimiento de bacterias ácido-lácticas (BAL) y la generación de ácido láctico [66,67]. Otra 

posible explicación, según Tamkutė et al. [66], se relaciona con la generación de ácidos grasos 

libres mediante la hidrólisis de lípidos. 

 Estas conexiones entre propiedades antimicrobianas y antioxidantes subrayan la 

complejidad y el potencial sinérgico de los compuestos presentes en los extractos estudiados, 

por lo que estos hallazgos sugieren que los extractos de hojas de P. carpunya, S. ecuadorensis e 

I. guayusa pueden ser alternativas prometedoras a los aditivos alimentarios sintéticos.  
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DESAFÍOS FUTUROS  

 

 A pesar de los resultados prometedores encontrados en este estudio es importante 

reconocer ciertas condiciones que podrían influir en la estandarización y aplicabilidad de los 

hallazgos de esta investigación. A continuación, se detallan algunas de estas. 

 La variabilidad inherente a los componentes activos de las plantas podría introducir 

cierta incertidumbre en la consistencia de los resultados. Factores como la temperatura, la 

humedad, el suelo, el período de cosecha, la posición geográfica, las variaciones estacionales y 

el ciclo vegetativo pueden influir en la composición química de los extractos [14,68,69], lo que 

afecta la reproducibilidad de los resultados. Para mejorar este aspecto, se requieren estrategias 

que se centren en el desarrollo de procedimientos de aislamiento y purificación rentables que 

produzcan extractos estandarizados y consistentes, evitando así la pérdida de las propiedades 

funcionales de los compuestos activos. Es crucial considerar mezclas de componentes en lugar 

de compuestos individuales, ya que la actividad biológica de los extractos de plantas suele ser el 

resultado de los efectos aditivos o sinérgicos de estos componentes [29]. Además, la aplicación 

de la tecnología de barreras con el uso de antimicrobianos naturales combinados con otras 

técnicas de conservación puede mejorar su rendimiento y si a esto se suma la encapsulación de 

estos componentes dentro de partículas coloidales se obtendrán extractos más estables [70]. 

 Una propuesta de avance estaría relacionada con la exploración de otros grupos de 

compuestos bioactivos presentes en estas plantas, y no solo el análisis de compuestos volátiles, 

que, si bien proporciona valiosa información de los componentes aromáticos de las especies 

estudiadas, no aporta una información completa respecto a la composición de las plantas. Entre 

estos compuestos bioactivos, destacan los polifenoles, alcaloides y otros metabolitos 

secundarios que también pueden desempeñar un papel crucial en las propiedades antioxidantes 

y antimicrobianas. Conocer los compuestos presentes, comprender su efectividad individual y 

la posible sinergia o antagonismo entre ellos tampoco se aborda explícitamente.  

 Los compuestos activos de los productos naturales suelen ser propensos al deterioro de 

su calidad y concentración en almacenamiento, algunos factores causantes de tales cambios 

son: contaminación con microorganismos e insectos, pérdida de los componentes activos por 

volatilidad y la disminución de su actividad en almacenamientos con tiempos prolongados, 

temperaturas inadecuadas, oxígeno, luz, humedad [71]. Los compuestos activos de los 

productos naturales suelen ser propensos al deterioro de su calidad y concentración durante el 

almacenamiento, siendo afectados por diversos factores como: la contaminación microbiana e 

insectos, la volatilidad que conduce a la pérdida de componentes activos, la disminución de la 
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actividad en almacenamientos prolongados, condiciones de temperatura inadecuadas, 

exposición al oxígeno, luz, humedad entre otros [69,71]. Por lo tanto, se podrían probar varias 

estrategias para mejorar su estabilidad, algunas de ellas son la encapsulación, inclusión en 

biopolímeros, etc. 

 La evaluación de la actividad antimicrobiana se realizó en un conjunto específico de 

cepas. La inclusión de un espectro más amplio de microorganismos entre los que pueden 

considerarse cepas del grupo de los hongos podría proporcionar una comprensión más completa 

de la magnitud del efecto de los extractos estudiados. 

 Otro aspecto a tomar en cuenta es la matriz alimentaria de prueba. Las hamburguesas 

en las que se aplicaron los extractos proporcionan un modelo representativo de los sistemas 

alimentarios reales. No obstante, se podrían considerar otras matrices más complejas, las 

cuales, presentan desafíos adicionales que no se abordan completamente en este estudio, ya 

que hay que tomar en cuenta que el procesamiento de alimentos, su intensidad, etapas y 

condiciones, afectan el material vegetal, es decir, hay un efecto sobre la estabilidad de los 

compuestos bioactivos al aplicarse los extractos vegetales a matrices alimentarias y someterlas 

a procesos que usan calor, energía mecánica, variaciones de pH, oxígeno, tiempo, humedad, 

entre otros [71]. Algunos estudios reportan que hay métodos de cocción que facilitan la 

liberación de compuestos bioactivos y otros su degradación. Un ejemplo de ello lo presentan 

Lorenzo et al. [72] los cuales reportan que en trabajos en los que sometió coliflor a cocción al 

vapor, el contenido fenólico aumentó ligeramente, mientras que la ebullición y la fritura lo 

redujeron. 

 Es crucial investigar el impacto de extractos de plantas en el perfil reológico, de textura, 

características sensoriales y nutricionales para su uso en la industria alimentaria, esto requiere 

estudios más detallados para optimizar las concentraciones de los extractos minimizando su uso 

sin comprometer los beneficios antioxidantes y/o antimicrobianos, y preservando las 

características organolépticas del alimento, un aporte importante para este fin es la purificación 

y estandarización de los extractos. 

Un campo importante que podría explorarse al estudiar los extractos de plantas 

medicinales son los estudios de la bioaccesibilidad de sus biocomponentes, lo cual tiene una 

marcada importancia ya que determina su eficacia terapéutica o funcional al ser consumidos, 

por lo que comprender y mejorar esta característica es muy importante para maximizar los 

beneficios para la salud derivados del consumo de estos extractos. Una investigación de este tipo 

debe considerar estudios de digestión gastrointestinal in vitro, estudios preclínicos y de 

intervención humana [73]. 
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 La falta de un análisis exhaustivo de la toxicidad de los extractos es otra limitación 

significativa, especialmente considerando su potencial aplicación en alimentos destinados al 

consumo humano. Para estas pruebas hay que tomar en cuenta la naturaleza del compuesto, el 

conocimiento previo del consumo humano, evaluación del riesgo considerando todos los 

componentes activos, ya que varios de ellos pueden tener importancia toxicológica [29]. Un 

estudio más detallado en esta área sería esencial para respaldar la seguridad de estos productos.  
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CONCLUSIONES DEL TRABAJO 

 

A continuación, se exponen las conclusiones obtenidas respecto a los objetivos establecidos: 

 

Objetivo general de la investigación 

 

Contribuir al estudio de la biodiversidad ecuatoriana, a través de pruebas in vitro y en 

modelos alimentarios de extractos de tres plantas medicinales de la región sur del Ecuador, 

determinando su potencial antioxidante y antimicrobiano. 

 

Esta investigación ha evaluado exhaustivamente el potencial antioxidante y 

antimicrobiano de tres plantas medicinales del Ecuador y región Andina representado un 

importante avance en su comprensión y aprovechamiento. Los resultados obtenidos muestran 

de manera consistente que los extractos de estas plantas exhiben efectos antioxidantes y 

antimicrobianos tanto en pruebas in vitro como en modelos alimentarios. Esta dualidad de 

efectos refuerza aún más su valor potencial en la industria alimentaria, ofreciendo mayor 

seguridad, calidad y la posibilidad de desarrollar alimentos más saludables y beneficiosos para 

los consumidores. 

 

Este objetivo general puede dividirse en tres objetivos específicos que se materializan a 

través de los capítulos descritos en este trabajo, de la siguiente forma: 

 

Objetivo 1:  Determinar la composición de compuestos volátiles de cuatro extractos de hojas de 

I. guayusa, P. carpunya y S. ecuadorensis, plantas provenientes de la región Andina y Amazónica. 

 

- Este estudio ha permitido determinar la composición química de extractos de Ilex guayusa, 

Piper carpunya y Simira ecuadorensis. Los extractos de P. carpunya exhibieron el contenido 

más alto de compuestos volátiles, destacando varios monoterpenos, fenoles volátiles y 

otros compuestos como safrol. Por otro lado, en cuanto a S. ecuadorensis, el extracto H2O 

mostró valores más altos de monoterpenos, alcoholes y fenoles volátiles y los etanólicos 

(ETOH-H2O y ETOH) el resto de los grupos volátiles. En cuanto a los extractos de I. guayusa 

destacaron piperitona y cimeno en la familia de los monoterpenos, el 2-hidroxibenzoato de 

metilo en los ésteres y 1-hexanol en los alcoholes. Estos resultados son fundamentales para 
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comprender mejor las propiedades antioxidantes, antimicrobianas y potenciales 

aplicaciones de estas plantas en la industria alimentaria. 

 

Objetivo 2:  Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de cuatro extractos de hojas de I. 

guayusa, P. carpunya y S. ecuadorensis y su eficacia para inhibir el crecimiento de 

microorganismos patógenos y/o alterantes en modelos alimentarios.  

 

- Se ha encontrado una notable actividad antimicrobiana de los extractos de las plantas 

medicinales analizadas, especialmente del extracto ETOH. P. carpunya demostró una gran 

actividad antimicrobiana afectando especialmente a Clostridium perfringens, 

Campilobacter jejuni, Shewanella putrefaciens y Shewanella sp. Por su parte, S. 

ecuadorensis también exhibió actividad antimicrobiana significativa frente a Shew. 

putrefaciens y C. jejuni, e I. guayusa principalmente frente a Shewanella sp. y Shew. 

putrefaciens. 

- Los estudios de aplicación de extractos en modelos alimentarios revelaron la eficacia del 

extracto ETOH-H2O de S. ecuadorensis en productos de pescado, con una reducción 

significativa en el crecimiento de bacterias aerobias mesófilas (AMB) y Shew. putrefaciens. 

Asimismo, este extracto mostró una actividad antimicrobiana notable en caldo de pescado 

durante 131 días de almacenamiento. Por otro lado, el extracto atomizado exhibió una alta 

efectividad contra C. jejuni en caldo de pollo, pero no tuvo efecto en hamburguesas de 

pollo. En el caso de los extractos de P. carpunya, el ETOH-H2O demostró una alta 

efectividad contra C. perfringens en risotto y una notable reducción en los recuentos de 

bacterias psicrófilas. Sin embargo, el extracto liofilizado mostró menos efecto contra C. 

perfringens y un mínimo efecto en los recuentos de AMB y psicrófilos. Estos resultados 

sugieren el potencial de estos extractos como agentes antimicrobianos en aplicaciones 

alimentarias. 

 

Objetivo 3: Medir el efecto antioxidante de extractos de I. guayusa, P. carpunya y S. 

ecuadorensis in vitro y durante el almacenamiento en matrices alimentarias a las que se 

incorporaron como ingredientes. 

 

- La especie con la mejor capacidad antioxidante es S. ecuadorensis, seguida de P. carpunya. 

Las tres especies tienen un contenido fenólico y una actividad antioxidante media-alta. Los 

extractos ETOH-H2O tanto en P. carpunya como en S. ecudorensis presentaron la capacidad 
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antioxidante más alta de este estudio (valores mayores en DPPH, FRAP y ABTS). En el caso 

de I. guayusa su extracto H2O es el que mayor contenido de fenoles totales tuvo.  

- Los extractos de S. ecuadorensis, P. carpunya e I. guayusa tienen un efecto protector contra 

la oxidación lipídica en hamburguesas de cerdo durante un período de 14 días de 

almacenamiento en refrigeración, específicamente los extractos ETOH-H2O, ETOH, H2O de 

S. ecuadorensis; ETOH y H2O de P. carpunya, y ETOH-H2O y ETOH en I. guayusa, mostrando 

un efecto mejor o similar que el observado en los tratamientos con eritorbato de sodio, 

antioxidante de uso comercial. 
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APÉNDICE 

Apéndice 1 

Tabla A1. Actividad antimicrobiana de extractos de I. guayusa expresada como el diámetro del 

área de inhibición (mm). Valores promedio de tres repeticiones (n = 3). 
 

Microorganismo 

Extractos 

ETOH H2O ETOH-H2O ATOM 
Control 
positivo 

Bacillus cereus ni ni ni ni 13 

Staphylococcus aureus ni ni ni ni 11 

Escherichia coli ni ni ni ni 13 

Listeria monocytogenes ni ni ni ni 13 

Listeria innocua ni ni ni ni 12 

Salmonella enterica  ni ni ni ni 15 

Shigella sonnei ni ni ni ni 14 

Yersinia enterocolitica ni ni ni ni 17 

Brochothrix thermosphacta ni ni ni ni 15 

Pseudomonas putida ni ni ni ni 14 

Pseudomona fluorescens ni ni ni ni 14 

Aeromona caviae ni ni ni ni 17 

Shewanella sp. 13 11 10 13 21 

Shewanella putrefaciens 09 ni ni ni 18 

Clostridium perfringens ni ni ni ni 12 

Campylobacter jejuni CECT ni ni 09 ni 11 

Vibrio alginolyticus ni ni ni ni 13 

Enterococcus faecalis 07 ni ni ni 10 

Leuconostoc mesenteroides ni ni ni ni 16 

Weissella viridescens 07 ni ni ni 15 

ni, no inhibido; Control positivo: Solución de hipoclorito de sodio (0,94%); Extractos: ETOH (extraído con 

etanol), ETOH-H2O (extraído con etanol-agua) y H2O (extraído con agua y liofilizado). Disco 7 mm 
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Apéndice 2 

 

Tabla A2. Concentración mínima inhibitoria (CMI) de extractos de I. guayusa (mg/ml). 

Valores promedio de tres repeticiones (n = 3). 
 

Microorganismo Extractos 

ETOH H2O ETOH-H2O ATOM 

Shewanella sp. 80 80 80 80 

Shewanella putrefaciens 80       

Campylobacter jejuni CECT     40   

Enterococcus faecalis 80       

Weissella viridescens 80       

Rango de concentración 5 – 80 mg/ml; Extractos: ETOH (extraído con etanol), ETOH-H2O (extraído con 

etanol-agua) y H2O (extraído con agua y liofilizado) 
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