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Resumen: El uso de plantas silvestres con propiedades medicinales ha sido una practica ancestral
con alta relevancia en la salud humana y la conservacion alimentaria. En Ecuador, muchas de estas
especies forman parte de los saberes tradicionales y son valoradas por su potencial antioxidante y
antimicrobiano. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos de plantas silvestres para su aplicacion agroindustrial. La investigacion se desarrolld en el
laboratorio de bromatologia de la Universidad Técnica de Manabi (UTM), donde se obtuvieron
extractos por ultrasonido, determinando los contenidos de fenoles totales y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los extractos. Se aplico un disefio completamente al azar con un arreglo factorial
AxB, donde A fue el tipo de plantas (hierba buena, albahaca, hierba mora) y B métodos de extraccion
(acuoso y etandlico), replicandose tres veces. Los resultados mostraron que la variable de fenoles
totales cumplio con los supuestos de normalidad y homogeneidad requeridos para el analisis de
varianza (ANOVA). Dicho analisis revel6 que el tratamiento con mayor contenido de fenoles totales
fue el T4 (hierba buena con agua autoclavada). En contraste, la variable de rendimiento no cumpli6
con los supuestos del ANOVA y el tratamiento T2 (hierba mora con agua autoclavada) fue quien
presento el mayor valor. Finalmente, se observé que no hubo inhibicion frente a Escherichia coli, lo
que se atribuye a las bajas concentraciones utilizadas de los extractos, insuficientes para impedir el
crecimiento bacteriano.
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Abstract: The use of wild plants with medicinal properties has been an ancestral practice with high
relevance to human health and food preservation. In Ecuador, many of these species are part of
traditional knowledge and are valued for their antioxidant and antimicrobial potential. This study
aimed to evaluate the antimicrobial activity of extracts obtained from wild plants for agroindustrial
use. The research was conducted in the food science laboratory of the Technical University of Manabi
(UTM), where extracts were obtained by ultrasound, determining the total phenol content and
minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts. A completely randomized design with an
AXxB factorial arrangement was applied, where A was the type of plants (spearmint, basil, nightshade)
and B the extraction methods (aqueous and ethanolic), replicated three times. The results showed that
total phenolic content variable met the assumptions of normality and homogeneity required for the
analysis of variance (ANOVA). This analysis revealed that the treatment with the highest total phenol
content was T4 (mint with autoclaved water). In contrast, the yield variable did not meet the ANOVA
assumptions, and treatment T2 (nightshade with autoclaved water) had the highest value. Finally, it
was observed that there was no inhibition against Escherichia coli, which is attributed to the low
concentrations of the extracts used, which were insufficient to prevent bacterial growth.

Keywords: Bacterium; parasitology; pollutant; food safety
Introduccion

Las plantas silvestres medicinales han sido utilizadas por las sociedades humanas desde la antigiiedad
debido a sus multiples beneficios para la salud. Evidencias arqueoldgicas sefalan que hace
aproximadamente 70 mil afios, en Iran, ya se empleaban diversas especies vegetales con fines
terapéuticos. En la actualidad se estima la existencia de alrededor de 240 mil especies de plantas
certificadas, de las cuales al menos 50 mil son utilizadas con aplicaciones medicinales para la
prevencion y tratamiento de diversas afecciones, como gastroenteritis y enfermedades pulmonares,
entre otras (Contreras-Miranda y Ramirez, 2022).

En los ultimos afios se ha registrado un incremento en los casos de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), asociados principalmente a la contaminacion por Escherichia coli, bacteria
comensal del intestino de los mamiferos que es excretada por las heces y puede sobrevivir en el
ambiente durante semanas o meses (Ruiz et al., 2022). Esta bacteria puede causar diarrea, colitis
hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH), tanto en humanos como en animales (Vélez
et al., 2023), representando un importante problema de salud publica y de inocuidad alimentaria.

La calidad y seguridad de los alimentos pueden verse comprometidas por sus propiedades intrinsecas
o por la contaminaciéon microbiana, en este caso, para mitigar estos problemas se han empleado
diversos enfoques, entre ellos el uso de conservantes (Machado y Bruno, 2022). Sin embargo, las
preocupaciones toxicoldgicas y de seguridad asociadas a los conservantes sintéticos, junto con una
mayor concienciacion de los consumidores, han impulsado la busqueda de alternativas naturales. En
este contexto, las plantas constituyen una opcion viable debido a su abundancia y a su riqueza en
compuestos bioactivos con potencial como conservantes naturales en productos alimenticios (Shah y
Mir, 2022).
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En Ecuador, las plantas silvestres medicinales forman parte importante de los saberes ancestrales y
de la medicina tradicional. Estas especies son comercializadas en ferias y mercados, donde se han
identificado al menos 273 especies vegetales, de las cuales 178 son nativas, 83 introducidas y 12
endémicas (Gonzalez et al., 2022). Ademas, segun Elhadef et al. (2024) indica que adicional al uso
terapéutico y antioxidante de las plantas medicinales, muchas han sido estudiadas por su aplicacion
en la industria alimentaria, particularmente como recubrimientos o peliculas comestibles, debido a su
capacidad para preservar las propiedades organolépticas de lo alimentos e inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos.

Por otra parte, las plantas aromaticas y medicinales generan anualmente grandes volimenes de
residuos que, en muchos casos, son desaprovechados, ya sea en forma de plantas completas o de
partes especificas (Nakayama et al., 2022). Asimismo, numerosas especies presentan caracteristicas
que las clasifican como alimentos; no obstante, el desconocimiento sobre sus propiedades y potencial
conduce a que sean consideradas especies no deseadas. De hecho, Fantinel et al. (2022) asegura que
estas plantas, conocidas como “plantas alimentarias no convencionales (PANC), poseen una o mas
partes comestibles, crecen de manera espontianea y se encuentran cominmente en jardines, huertos y
patios, siendo subvaloradas pese a su relevancia ecoldgica, econdémica y nutricional.

El uso de hierbas medicinales como parte de tratamientos farmacologicos tradicionales se estima entre
el 70 y 95% de las comunidades en paises en desarrollo, lo que ha incrementado el interés por el
estudio de diversas especies vegetales (Netshiluvhi y Eloff, 2024). Muchas de estas plantas silvestres
son valoradas por sus propiedades antioxidantes y por los beneficios asociados a su consumo (Moreno
et al.,, 2023). En este sentido, los extractos vegetales han demostrado una elevada actividad
antioxidante y antimicrobiana, en algunos casos superiores a la de los antioxidantes sintéticos, lo que
les confiere un alto potencial para inhibir patégenos transmitidos por alimentos y microorganismos
responsables del deterioro de los productos alimenticios (Velasco et al., 2021; Olvera-Aguirre et al.,
2023).

Considerando lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo evaluar comparativamente la
actividad microbiana de extractos obtenidos a partir de diferentes plantas silvestres mediante distintos
métodos de extraccion, con el fin de identificar las combinaciones mas eficientes para su potencial
aplicacion en el ambito agroindustrial.

Material y Métodos

La presente investigacion se desarrolld en el laboratorio de bromatologia de la Universidad Técnica
de Manabi (UTM) Facultad de Ciencias Zootécnicas, extension Chone, ubicada en la Provincia de
Manabi, Cantén Chone.

Se aplico el método experimental donde se evaluaron dos factores que fueron los tipos de plantas y
métodos de extraccion, se determinaron sus efectos sobre la variable actividad antimicrobiana ante la
E. coli. Los disefos factoriales permiten estudiar simultineamente los efectos principales de cada
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factor y sus posibles interacciones sobre la variable respuesta (Andrade, 2024). Este enfoque
constituye una aproximacion comun en estudios de actividad antimicrobiana de extractos vegetales
cuando se comparan distintos tratamientos y métodos. Los tratamientos fueron establecidos
considerando como factores: tipos de plantas y métodos de extraccion. Ademas, los datos obtenidos
fueron analizados mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias
significativas entre tratamientos. Cuando se detectaron diferencias estadisticas, se aplicd una prueba
de comparacion de medias para identificar los tratamientos con mayor efecto antimicrobiano,
utilizando un nivel de significancia de p < 0,05.

En la Tabla 1, se presentan las combinaciones resultantes de los distintos niveles de cada factor,
obteniéndose un total de seis tratamientos.

Tabla 1
Detalle de los tratamientos aplicados
Tratamientos Factor A Factor B Detalle
Hojas de la hierba mora (Solanum nigrum)
T1 al b1 ’ sz
con el método de extraccion con alcohol
Hojas de la hierba mora (Solanum nigrum)
T2 ai b con el método de extraccion de agua
autoclavada
Hierba buena (Mentha spicata) con el
T3 a2 b método de extraccion con alcohol
T4 b Hierba buena (Mentha spicata) con el
= 2 método de extraccion de agua autoclavada
Albahaca (Ocimum basilicum) con el
T5 as b1 p e
método de extraccion con alcohol
Albahaca (Ocimum basilicum) con el
T6 a3 b,

método de extraccion de agua autoclavada

En esta investigacion se aplico un arreglo factorial de AxB en disefio completamente al azar con tres
repeticiones por cada tratamiento. Para este estudio se consider6 como unidad experimental un total
de 18 muestras. A cada una de estas muestras se les incorporaron 20 gramos de materia prima
(albahaca, hierba buena y hierba mora), se agregaron 200 mL de alcohol al 70% (T1, T3, T5) y 200
mL de agua esterilizada en autoclave (T2, T4, T6) acorde a los métodos de extraccion. Para cada uno
de estos procesos de extraccion, se emplearon recipientes ambar de 200 mL.

A continuacion, en la Figura 1 se visualiza el diagrama de proceso de la obtencion de extractos.
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Figura 1

Diagrama del proceso de obtencion de extractos

Materia prima

Hojas de hierba buena, hierba
mora y albahaca 1 kilo ;
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( 50 °C por 24 h)

Vapor de agua

Licuado (15 000 RPM)
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20 g de materia prima

Extraccion
45 min a40° C a una frecuencia
de 40 KHz
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Residuos solidos

Envasado
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y —p
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(4°C)

Recepcion e inspeccion: Las plantas fueron recolectadas desde las diferentes zonas en las que se
encontraba la presencia de las mismas. Cabe indicar que las plantas de hierba mora y albaca fueron
recolectadas en la parroquia Calceta — canton Bolivar. Mientras que las plantas de hierba buena en
Calceta, Chone y Esmeraldas, para asegurar que el material experimental de estas plantas sea
homogéneo, se mezclaron las mismas en esta etapa del proceso.

Seleccion: Esta operacion se realizé con el proposito de seleccionar solo aquellas materias primas que
se consideraron aptas para la extraccion, verificando que las mismas estuvieran en buen estado (sin
presencia de dafos fisicos, mecanicos o biologicos).
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Secado: Las materias primas fueron secadas por estufa de marca Memmert modelo G609.0007 a (50
°C por 24 horas). Se justifico el uso de material seco, por las razones que se detallan a continuacion:
menos problemas de extraccidon asociados a gran escala, el contenido de humedad pudo haber
afectado la solubilidad o posterior separacion por extraccion liquido-liquido y la estabilidad de los
componentes metabdlicos de las plantas empeladas en este estudio.

Licuado: Las materias primas se licuaron empleando un equipo de la marca Oster modelo BLST4655-
013 a 15000 revoluciones por minuto (RPM) con el fin de reducir el tamafio de las particulas y de
esta forma, mejorar el proceso de extraccion.

Pesado: Se pesaron 20 g de material seco licuado en una balanza analitica marca Sartorius modelo
CP2245, para posteriormente continuar con el proceso de extraccion.

Extraccion: Se emple6 el equipo de ultrasonido de la marca Sonorex modelo Super RK103H. Cabe
indicar que las extracciones (Tabla 1) se realizaron a una frecuencia de 40 kHz durante 45 minutos,
manteniendo una temperatura de 40 °C. Los diversos materiales vegetales se extrajeron con etanol al
70% en una proporcion de 1:50 y relacion del agua 1:10 (p:v) (Wu et al., 2022).

Filtrado: El proceso de filtrado se realizo utilizando embudos de vidrio con papeles de filtro, con el
objetivo de obtener extractos mas limpios en matraces Erlenmeyer de 250 mL.

Envasado: Los extractos obtenidos se conservaron en envases color ambar 200 mL, recubiertos con
papel aluminio para evitar que la luz los degradara.

Almacenado: Los envases se mantuvieron a temperatura de 4 °C en una incubadora de la marca
REBELK. También se evalu6 el rendimiento de los extractos obtenidos por triplicado, aplicando la
ecuacion 1 (Erhabor et al., 2022):

Rendimiento (%) = ( peso del extracto ) 100

(1

peso de muestra seca
Determinacion del contenido de fenoles totales

Los contenidos de fenoles totales en extractos de muestras se determinaron espectrofotométricamente
segin el método de Folin-Ciocalteu descrito por Mufioz-Bernal et al. (2017) citado por Christodoulou
et al. (2022). Se usé acido galico como compuesto estandar y los resultados se expresaron en
miligramos de equivalentes de acido galico por gramos de extracto (mg GAE/g) mediante la ecuacion
de la curva de calibracion. Los componentes fenolicos actiian sobre las células microbianas danando
sus membranas citoplasmaticas y modificando su permeabilidad, lo que limita la capacidad de
funcionamiento de la célula (Sui et al., 2024).

Actividad antimicrobiana

Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) 3, 6, 9 mg/mL. Para los bioensayos de
actividad antimicrobiana, se contemplo la preparacion de los medios de cultivo utilizando agar
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Mueller-Hinton en cajas de Petri, con el fin de evaluar la concentracion minima inhibitoria mediante
el método de difusion en disco. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Este enfoque se
basa en métodos estandarizados de difusion en agar, ampliamente utilizados en investigaciones sobre
actividad antimicrobiana de extractos vegetales frente a bacterias patdogenas (Goanar et al., 2024).

Para este proceso, se optd por adquirir la cepa de E. coli (ATCC 25922) con el fin de obtener mejores
resultados frente a la actividad inhibitoria. Los ensayos se realizaron por triplicado; la bacteria E. coli
se mantuvo a 4 °C durante 24 horas luego se la llevo a la incubadora a una temperatura de 37 °C (Ibn
et al., 2025). Cabe sefialar que las concentraciones de extractos evaluadas en este estudio se
establecieron dentro de un rango preliminar, lo que podria limitar la deteccion de actividad
antimicrobiana frente a E. coli, microorganismo que presenta una elevada resistencia intrinseca a
compuestos de origen vegetal.

Resultados y discusion

En la Tabla 2, la variable de fenoles totales cumplio con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas requeridos para el analisis de varianza (ANOVA), por lo que se aplicd la prueba
paramétrica de Tukey para la comparacion de medias. En contraste, la variable de rendimiento no
cumplié con dichos supuestos, por lo que se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
analizar las diferencias entre tratamientos.

Tabla 2
Andalisis estadisticos de fenoles totales y rendimiento mediante prueba paramétrica y no paramétrica
Tratamientos Fenoles totales Rendimiento
T1 13,1953 £ 3,2981°¢ 4,33 £2,1505¢
T2 43,1092 + 16,9932¢ 16,00 + 0,6915°
T3 111,6561 +7,6174° 11,00 + 1,0221°
T4 178,2113 + 14,3758* 15,00 £ 1,7976?
T5 41,3599 + 2,5693¢ 3,00 +0,4247¢
T6 73,0401 £ 5,5150° 7,67 £2,1554¢
p_valor 0,000 0,008
Factores Fenoles totales Rendimiento
Al 28,1523 £ 19,7056¢ 10,17 £ 11,1196°
A2 144,9337 + 37,8781* 13,00 +4,9238°
A3 57,2000 + 17,7735° 5,33+2,8161°¢
p_valor 0,000 0,042
Bl 55,4038 + 44,1309° 6,11 +5,8964°
B2 98,1202 £ 62,5110° 12,89 + 8,3368"
p_valor 0,000 0,007

Nota: Letras diferentes segun Tukey, existe diferencia estadistica significativa.

En los tratamientos evaluados, el mayor contenido de fenoles totales se obtuvo en el tratamiento T4
(hierba buena con agua autoclavada). Este resultado se atribuye a que la hierba buena contiene acidos
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fenolicos hidrofilicos, los cuales presentan una mayor solubilidad en agua, favoreciendo asi su
extraccion. En contraste, el tratamiento con menor contenido de fenoles fue el T1 (hierba mora con
alcohol), debido a que la extraccion por ultrasonido con etanol al 70% no fue eficiente para liberar
estos compuestos, posiblemente porque la hierba mora muestra una mayor afinidad con el agua que
con el alcohol. Estos hallazgos difieren de los reportados por Sierra et al. (2022), quienes, al realizar
una extraccion por ultrasonido utilizando 20 gramos de hierba buena y etanol al 80%, obtuvieron una
mayor concentracion de compuestos fenolicos.

Los tratamientos con mayores rendimientos fueron el T2 (hierba mora con agua autoclavada) y el T4
(hierba buena con agua autoclavada), estando en la categoria mas alta. Este comportamiento puede
explicarse por la accidon del ultrasonido durante la extraccidn, lo anterior se debe a que sus vibraciones
facilitan una mayor liberacion de compuestos activos, especialmente en matrices vegetales con
afinidad por solventes polares como el agua. En contraste, el TS5 (albahaca con alcohol) presento el
menor rendimiento, posiblemente porque la cavitacion generada por el ultrasonido es menos eficiente
en medios alcoholicos (Kousar et al., 2023). Ademas, los compuestos fendlicos de la albahaca son
mas polares, por lo que presentan mejor solubilidad en agua que en alcohol.

Estos resultados difieren de lo reportado por Franco-Aguirre et al. (2023), quienes evaluaron diversos
métodos de extraccion en Mentha piperita L. y encontraron que la técnica combinada de ultrasonido
y microondas, utilizando etanol al 96% como disolvente, logré el mayor rendimiento, con un valor
del 23%. Por otro lado, el estudio de Anda et al. (2024) compararon tres métodos de extraccion en
albahaca usando agua destilada, determinando que el método por ultrasonido permitié obtener los
mejores rendimientos (54,18% — 46,18%) en un menor tiempo. En contraste, Hudz et al. (2023)
empled el método de extraccion por reflujo con metanol a 70 °C durante 45 minutos, obteniendo un
rendimiento del 0,9%.

Entre las combinaciones evaluadas, la que presentd el mayor contenido de fenoles totales y
rendimiento fue A2 con B2, correspondiente al tratamiento T4, el cual se destaco por tener la mayor
concentracion de fenoles totales. No obstante, en términos de rendimiento, este tratamiento ocupd el
segundo lugar. Resultados similares fueron descritos por Madhura et al. (2024), quienes reportaron
altos niveles de fenoles en extractos acuosos de hierba buena. En contraste, Jameel y Malih (2025)
obtuvieron un mayor rendimiento a partir de extractos de hojas secas de Mentha spicata.

En la Tabla 3 y Figura 2 se observa que no hubo inhibicién frente a Escherichia coli, lo cual se
atribuye a las bajas concentraciones utilizadas de los extractos, que no fueron suficientes para impedir
el crecimiento bacteriano. Los unicos tratamientos que mostraron una leve actividad antimicrobiana
fueron el T3 (hierba buena con alcohol) y T5 (albahaca con alcohol) en la segunda repeticion, con
concentraciones de 6 y 9 mg/mL, respectivamente. Esto coincide con lo reportado por Quasem et al.
(2023) debido a que por las bajas concentraciones no se logrd inhibir el crecimiento bacteriano, siendo
necesario duplicar las dosis para obtener un efecto antimicrobiano.
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Tabla 3
Actividad antimicrobiana de extractos de plantas silvestres frente a la E. coli

Concentracion Halo de inhibicion (mm)

Tratamientos Disolventes (mg/mL)

Py,
[
P
N
Py
w

T1-HM Etanolico

T2 - HM ACU0SO

T3-HB Etanolico

T4 -HB ACU0S0

T5-A Etanolico

D WO OO WO W OO W OO W| O O|Ww
D OINNON|OO|IN [N N[O O
DO N O[O N[O O

T6-A ACU0SO

[exiNeINe N I N NN Nl NeriNer NN ) Neor RN el B NI e} o]

9 6 6
Nota: T1-HM y T2-HM corresponden a extractos de hoja de hierba mora, T3-HB y T4-HB corresponden
a extractos de hierba buena, T5-A y T6-A corresponden a extractos de albahaca.

Figura 2
Inhibicion de la bacteria Escherichia coli

=
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Estos resultados contrastan con los hallazgos de Yaldiz et al. (2023), quienes emplearon extractos
etanolicos y aceites esenciales de albahaca a una concentracion de 10 mg/mL frente a E. coli,
obteniendo un halo de inhibicion de 27,67 mm. De igual forma, en la investigacion de Yuliana et al.
(2023), se utilizaron extractos etanolicos de albahaca al 70% en concentraciones del 25, 50, 75 y
100%, observandose una inhibicion significativa a partir del 50% (21,01 mm), aumentando a 21,69
mm al 75% y alcanzando los 30,98 mm al 100%.

Por otro lado, el estudio de Kapp et al. (2020) report6 una actividad antimicrobiana eficaz contra E.
coli utilizando concentraciones menores, entre 0,25 y 4 mg/mL, de extractos acuosos y aceites
esenciales de Mentha piperita y Mentha spicata. En contraste, Gebarowska et al. (2022) utilizaron
extractos acuosos y etandlicos de hierba mora a concentraciones de 50 y 100 mg/mL, observando una
mayor inhibicién con los extractos etandlicos, especialmente a 100 mg/mL.

Conclusiones

El presente estudio permiti6 evaluar la actividad antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de
hierba buena, hierba mora y albahaca mediante distintos métodos de extraccion. Bajo las condiciones
experimentales aplicadas y en las concentraciones evaluadas, no se evidenci6 actividad inhibitoria
frente a Escherichia coli, 1o que indica que los extractos analizados no ejercieron un efecto
antimicrobiano detectable mediante el método de difusion de disco. Estos resultados apuntan a que,
en el contexto del presente estudio, la concentracion de compuestos bioactivos obtenida no fue
suficiente para generar un efecto bactericida o bacteriostatico frente a E. coli, bacteria gramnegativa
reconocida por su elevada resistencia intrinseca a compuestos de origen vegetal.

Por otra parte, el analisis del rendimiento de extraccion evidencié diferencias entre especies y
métodos, destacandose la extraccion acuosa de hierba mora, la cual present6 el mayor rendimiento,
lo que confirma la influencia del método de extraccion y del tipo de planta sobre la eficiencia del
proceso. Asimismo, la extraccion acuosa de hierba buena mostrd el mayor contenido de fenoles
totales, indicando que esta combinacion resulta adecuada para la recuperacion de compuestos
fenolicos con potencial antioxidante.

La principal limitacion del estudio se relaciona con el rango de concentraciones evaluadas, en
consecuencia, se recomienda que investigaciones futuras consideren la evaluacion de concentraciones
mas elevadas, asi como la aplicacion de métodos de extraccion alternativos o complementarios que
permiten incrementar la concentracion de metabolitos bioactivos. Adicionalmente, se propone
ampliar espectro de andlisis hacia otros microorganismos patogenos de interés agroindustrial,
particularmente bacterias grampositivas, que suelen presentar mayor susceptibilidad a extractos
vegetales.
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