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RESUMEN 

 

 

En Ecuador está establecido como política de estado el fortalecer y consolidar la salud 

intercultural, incorporando medicina ancestral como alternativa al Sistema Nacional de 

Salud. Con el fin de aportar a esta temática, el presente es un estudio piloto que evalúa 

la actividad antimicrobiana y caracterizar los metabolitos presentes en el extracto 

etanólico de Philodendron heleniae. Los ensayos de actividad antimicrobiana lograron 

determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto etanólico de P. 

heleniae frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Bacillus subtilis 

(Resistente a ampicilina) con valores de 0.1 y 0.2 mg/mL, respectivamente. Se encontró 

la presencia cualitativa de: terpenos, taninos, quinonas, compuestos fenólicos, 

flavonoides y antocianinas. Además, se identificó el contenido total de polifenoles y 

flavonoides con valores de 574.74 y 2.53 µg/mg de extracto etanólico de P. heleniae, 

respectivamente. Estos resultados fueron complementados con la identificación de 19 

moléculas (17 nivel II y 2 nivel III) mediante cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS) y 4 (2 nivel I y 2 nivel II) mediante cromatografía 

líquida de ultra eficiencia acoplada a espectrometría de masas en tándem (UPLC-

MS/MS). De manera general los compuestos fenólicos y terpenos fueron las moléculas 

más abundantes en el extracto etanólico de P. heleniae que se sugieren como 

responsables de su actividad antimicrobial. Estos resultados aportan información 

interesante para el potencial desarrollo de nuevos productos, sobre todo en la industria 

farmacéutica. 

 

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Cromatografía, Concentración mínima 

bactericida (CMB), Concentración mínima inhibitoria (CMI), Compuestos fenólicos. 
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ABSTRACT 

 

 

In Ecuador, it is established as a state policy to strengthen and consolidate intercultural 

health, incorporating ancestral medicine as an alternative to the National Health 

System. To contribute to this topic, this pilot study evaluates the antimicrobial activity 

and characterizes the metabolites present in the ethanolic extract of Philodendron 

heleniae. The ethanolic extract of P. heleaniae showed a minimal inhibitory 

concentration of 0.1 mg/ml against Staphylococcus aureus ATCC 29213 and 0,2 mg/ml 

against Bacillus subtilis (ampicilin resistant). Terpenes, tannins, quinones, phenolic 

compounds, flavonoids, and anthocyanins were determined qualitatively. In addition, 

the total content of polyphenols and flavonoids was identified with values of 574.74 and 

2.53 µg/mg of ethanolic extract of P. heleniae, respectively. Results were complemented 

with the identification of 19 molecules (17 level II and 2 level III) by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry (GC-MS) and 4 (2 level I and 2 level II) by ultra-

performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UPLC-

MS/MS). In general, phenolic compounds and terpenes were the most abundant 

molecules in the ethanolic extract of P. heleniae suggesting to be responsible for its 

antimicrobial activity. These results provide interesting information for the potential 

development of new products, especially in the pharmaceutical industry. 

 

Keywords: Antimicrobial activity, Chromatography, Minimum bactericidal 

concentration (MBC), Minimum inhibitory concentration (MIC), Phenolic compounds
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CAPÍTULO I: Introducción  

 

 

1.1     Antecedentes 

 

Ecuador es uno de los 17 países megadiversos que posee alrededor del 10% de todas las 

especies de plantas en el mundo [1, 2]. El territorio ecuatoriano está dividido en 3 

diferentes regiones: Costa, Sierra y Amazonía [1]. La región Amazónica ecuatoriana 

representa una de las mayores reservas ecológicas para la humanidad debido a su gran 

diversidad en flora y fauna, además de los servicios ecosistémicos que provee [1,2]. La 

Amazonía ecuatoriana está conformada por un 42% del territorio ecuatoriano, 

caracterizada por el gran número de especies de plantas que alberga [2]. Las plantas 

medicinales han sido el primer tratamiento usado por las comunidades frente a 

enfermedades y a su vez para la prevención de las mismas. Existen estudios 

etnofarmacológicos que describen el uso tradicional de plantas medicinales para 

distintas enfermedades o dolencias [3, 4]. Investigaciones corroboran que esta región 

conserva un amplio conocimiento en las cuales se consideran 104 propiedades 

farmacológicas de 145 especies de plantas medicinales [3]. Incluso en algunos sectores 

como Alto Pano, en la provincia de Napo, se han identificado 101 especies de plantas 

medicinales de 54 familias [4]. 

 

A pesar de la información etnofarmacológica de las plantas medicinales, hoy en día su 

caracterización química es de gran importancia, ya que permite relacionar estos 

componentes con su posible actividad biológica. En diferentes investigaciones se 

reporta el uso de plantas medicinales como una alternativa herbal para enfrentar 

diferentes enfermedades, es así como, a través de técnicas de caracterización 

fitoquímica se ha logrado determinar la presencia de diferentes compuestos con 

diferentes bioactividades [14]. En la actualidad, varias enfermedades son tratadas 

gracias al descubrimiento de compuestos a partir de plantas medicinales, evidenciando 

su papel significativo en el descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos [11, 12]. 
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Esto se respalda con el hecho de que un extracto vegetal puede contener una alta 

variedad de metabolitos secundarios, representando un depósito de moléculas de 

interés farmacológico [11]. 

 

Dentro de estas interesantes especies encontramos a Philodendron helenieae Croat (P. 

heleniae) que pertenece a la familia Araceae. Es originaria de América central y se 

encuentra en hábitats de bosque húmedo tropical y lluvioso ubicados en Panamá, 

Ecuador y Colombia. Esta planta se caracteriza por ser hemiepífita en forma de 

enredaderas. Sus hojas pueden llegar a medir de 30 a 40 cm y tiende a formar 

codiformes, gruesas y de color verde oscuro, además no requieren de luz directa del sol 

para su desarrollo. Presenta raíces aéreas lo que le permite aferrarse a cualquier 

estructura. En Ecuador P. heleniae se encuentra distribuida principalmente en la región 

amazónica [6, 9, 10].  

 

El género Philodendron ha sido partícipe de varios estudios científicos y 

etnofarmacológicos en los cuales se describe su uso como planta medicinal en 

diferentes comunidades [3,5]. En la Amazonía ecuatoriana se ha reportado el uso de 

extractos de tallos y raíces de este género, para tratar el estrés, problemas de vejiga, 

accidentes ofídicos, además de ser usado como cicatrizante y antihemorrágico [3].   

 

En un estudio en el 2020 en Pára, Brasil, se evaluó el potencial antimicrobiano y 

antioxidante de Philodendron megalophyllum Schott (Araceae). Los ensayos 

antioxidantes en cultivo celular demostraron que el extracto de P. megalophyllum fue 

capaz de reducir en un 50% los radicales libres DPPH [6]. En cuanto a la actividad 

antimicrobiana, el extracto inhibió el crecimiento de 10 de los 18 organismos testados 

[6]. Por otro lado, este género ha sido parte de investigaciones, en donde mediante      

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC/MS), se han 

identificado diferentes compuestos como:  terpenos, esteroles, flavonoides y alcaloides 

[9,10], otorgándole un valor agregado a los extractos etanólicos de estas plantas. 

Además, existen estudios donde para plantas del género Philodendron se reporta 



 

3 
 

actividad antiinflamatoria, antihemorrágica y antiofídica [3, 6, 7, 8]. Sin embargo, no 

existen estudios específios      con el extracto de P. heleniae provenientes de Napo que 

evalúen la actividad antimicrobiana o caractericen los metabolitos presentes en el 

extracto etanólico, el cual es el más usado por las comunidades [6]. Por esto, es 

necesario abordar más estudios del extracto de P. heleniae en los cuales se determine 

los metabolitos que le otorgan sus propiedades farmacológicas con miras a estudios más 

complejos que sean capaces de catalogar sus componentes como productos 

fitoterapéuticos.  

 

1.2     Planteamiento del problema 

 

En países donde prevalece el conocimiento ancestral, sobre todo aquellos en vías de 

desarrollo, aproximadamente el 80% de la población usa plantas medicinales como 

primera opción de atención sanitaria, tratándose en ocasiones del      único tratamiento 

disponible [2]. La mayoría de estas terapias involucran el uso de extractos de plantas o 

sus compuestos activos.  En este contexto, sólo el 5.2% de las especies utilizadas a nivel 

mundial cuenta con datos etnofarmacológicos [25, 26]. En Ecuador, un país 

megadiverso, se han reportado propiedades medicinales en 3118 especies de plantas 

pertenecientes a 206 familias [3, 15]. Debido a la baja atención sanitaria a nivel regional, 

el uso de plantas medicinales en la Amazonía ecuatoriana es una de las más altas en 

Sudamérica [15, 16]. Adicionalmente, debido a que muchas enfermedades son tratadas 

gracias al descubrimiento de compuestos a partir de las plantas, se ha evidenciado un 

papel significativo en el descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos o tratamientos 

alternativos a partir de estas [12]. En una revisión publicada en el 2012, determinaron 

que entre 1981 y 2010, el 34% de los medicamentos aprobados por la Administración 

de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos eran productos naturales o derivados 

directos de productos naturales [13]. A pesar de su gran potencial, la mayor parte de 

investigaciones sobre plantas medicinales en la Amazonía ecuatoriana se centran en el 

área de la etnomedicina donde se reporta la especie y el uso tradicional [1, 3, 4, 5]. De 

la misma manera existen muchas plantas medicinales que aún no han sido estudiadas 
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que podrían ser potenciales recursos para nuevos medicamentos. Es por esto que es 

apremiante el estudio con enfoques de caracterización e identificación de metabolitos 

presentes en las plantas medicinales para lograr preservar el conocimiento ancestral y 

así poder validarlos. Así, el propósito de la ciencia actual se direcciona y se enfoca hacia 

la transformación del conocimiento ancestral en científico, las costumbres y hábitos en 

terapias y los preparados o extractos en suplementos o productos farmacéuticos [23]. 

Por lo tanto, es necesario la identificación completa de los compuestos presentes en el 

extracto etanólico de P. heleniae por ser el más utilizado por las comunidades de la 

parroquia Sangay provincia de Morona Santiago, para poder establecer una relación 

entre su composición y actividad biológica aportando así a la validación científica de sus 

propiedades farmacológicas.  

 

1.3     Justificación de la investigación 

 

En Ecuador se estableció como política de estado el fortalecer y consolidar la salud 

intercultural, incorporando medicina ancestral como alternativa al Sistema Nacional de 

Salud, que busca principalmente diseñar y aplicar protocolos para facilitar la 

implementación progresiva de la medicina ancestral y alternativa, con visión holística, 

en los servicios de salud pública [23, 24]. En este contexto, el uso etnofarmacológico de 

extractos de tallos y raíces de plantas del género Philodendron en comunidades de la 

parroquia Sangay provincia de Morona Santiago en la Región Amazónica Ecuatoriana se 

ha reportado como cicatrizantes, antiofídicos, antiinflamatorios, para tratar el estrés, 

problemas de vejiga y como un antihemorrágico [3, 6, 12]. Sin embargo, a pesar de su 

gran potencial etnofarmacológico, hay carencia de análisis profundos sobre su 

composición química y actividad antimicrobiana en contra de algunos patógenos. En 

este sentido, con el fin de fortalecer la caracterización e identificación de metabolitos 

presentes en el extracto etanólico de Philodendron heleniae para determinar sus 

propiedades farmacológicas, este proyecto evaluará la actividad antimicrobiana y 

caracterizará a través de técnicas espectrométricas de alta resolución los metabolitos 

presentes en el extracto etanólico de dicha especie. 
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1.4     Objetivos de la investigación 

 

1.4.1 General 

 

• Evaluar la actividad antimicrobiana y caracterizar los metabolitos presentes en 

el extracto etanólico de Philodendron heleniae 

 

1.4.2 Específicos 

 

• Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

bactericida (CMB) del extracto etanólico de P. helainae contra diferentes cepas de 

microorganismos. 

• Determinar cualitativamente la presencia de flavonoides, compuestos fenólicos, 

alcaloides, terpenos, taninos y quinonas en el extracto etanólico de P. helainae. 

• Cuantificar polifenoles y flavonoides totales presentes en el extracto etanólico de 

P. heleniae por Espectrofotometría UV-Vis.  

• Identificar el perfil metabolómico del extracto etanólico de P. heleniae(Phe) por 

cromatografía líquida y gaseosa acoplada a espectrometría de masas 
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CAPÍTULO II: METODOLOGÍA 

 

 

2.1     Colecta de material vegetal y elaboración del extracto 

 

La colecta del material vegetal se realizó con la autorización del Ministerio de Ambiente, 

Agua y Transición Ecológica, número MAATE-DBI-CM-2023-0302. Además, se entregó 

un espécimen al Herbario Nacional Ecuador del INABIO, número de depósito: QCNE-

030-2021, como parte del compromiso del permiso de investigación otorgado. La 

muestra de la planta Philodendron heleniae se recolectó en Tena, Napo, Ecuador (-

0.9558024998176364, -77.85684114977904) a pocos kilómetros de la Universidad 

Regional Amazónica Ikiam (URAI). Se utilizaron bolsas ziploc y un cooler para evitar 

degradación y pérdida de las propiedades de la planta hasta su llegada a los laboratorios 

de la URAI para su procesamiento. Se tomó la raíz de P. heleniae para proceder a lavarla 

con agua destilada eliminando tierra y otros residuos presentes. Se realizó un secado 

que consistió en 48 horas a temperatura ambiente, seguida de una fase de 48 horas a 

40°C en una estufa. Finalmente se trituró la corteza obteniendo 109.49 g de raíz seca 

triturada. 

 

Para la elaboración del extracto etanólico de P. heleniae (Phe) se tomaron 100.4 g y se 

realizó una maceración con 1 L de etanol al 96% y se maceró durante 72 horas, 

homogeneizando cada 24h. Luego se filtró con ayuda de una bomba de succión usando 

papel filtro N° 2. El líquido obtenido fue concentrado en un rotavapor, para 

posteriormente ser liofilizado a -80°C y 120 mTorr (Benchtop Pro 9 L, Omnitronics).  

 

A partir del extracto etanólico crudo se realizó un fraccionamiento del mismo mediante 

el tratamiento y acondicionamiento de acuerdo a Bajkacz, et al. (2018). Se tomó 1 

muestras de 10 mg del extracto etanólico y se disolvió en 1 ml de etanol. Se agito en el 

vórtex por 1 minuto y se sometió a ultrasonido durante 1 minuto para homogeneizar la 

muestra. Este procedimiento se realizó por triplicado. Luego, se filtraron 5 ml de 
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extracto con una capa de algodón purificado con hexano en la base y 600 mg de sílica 

gel (Sigma-Aldrich) en la parte superior de jeringas como cartuchos de extracción en fase 

sólida (SPE). Estos se acondicionaron con 15 ml de agua Tipo 1 seguido de 6 ml de etanol 

y luego se pasó el extracto para realizar el fraccionamiento. Inicialmente, se realizó la 

fracción acuosa con 10 ml de agua y por último se realizó la elución con 6 ml de etanol 

en el cartucho, todas las fracciones fueron recuperadas y llevadas hasta sequedad en un 

concentrador al vacío (Thermofisher). Se realizaron ensayos exploratorios de la actividad 

antimicrobiana con las fracciones concentradas y se determinó qué fracción es la que 

tiene actividad.    

 

2.2     Ensayos antimicrobianos  

 

Se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima 

Bactericida (CMB) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 

ATCC 29213, Candida albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae (Resistente a 

ampicilina), Bacillus subtilis (Resistente a ampicilina). El ensayo de actividad 

antimicrobiana se evaluó inicialmente mediante un ensayo exploratorio de halos de 

inhibición para la fracción acuosa y etanólica de P. heleniae [94]. Seguido a esto, para 

aquellos microorganismos en los que se identificó actividad, se aplicó el método de 

microdiluciones en placas de 96 pocillos, siguiendo como base el protocolo descrito por 

Borroto, con algunas modificaciones [95]. Los microorganismos se cultivaron en caldo 

Mueller Hinton (MHB) a 37 ◦C hasta alcanzar 1 × 106 unidades formadoras de colonia 

por mL (UFC/mL). Se prepararon diferentes concentraciones de extracto etanólico de P. 

heleniae (0.05, 0.10, 0.20, 0.39, 0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 mg/mL) usando 

dimetilsulfóxido (DMSO) 1% como solvente. En la placa de 96 pocillos se incubaron 100 

μL de cada concentración del extracto con 100 μL de cada microorganismo a 37°C 

durante 18 horas. Se usó como control negativo DMSO 1%, y control positivo MHB 

estéril y antibiótico o antimicótico. Se consideraron 5 réplicas para cada concentración, 

y cada ensayo se realizó por triplicado. La inhibición de crecimiento y determinación de 

CMI se midieron con la absorbancia a una longitud de onda de 560 nm con un 

espectrofotómetro de microplacas Glomax Discover System (Promega). Para la CMB, 10 
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uL de cada pocillo fueron sembrados en agar Muller Hinton (MHA) e incubados a 37°C 

por 18 horas, identificando la concentración mínima bactericida como la menor 

concentración con ausencia de crecimiento de microorganismos. 

 

2.3     Ensayos fitoquímicos cualitativos y cuantitativos 

 

2.3.1 Determinación cualitativa de flavonoides 

 

Ensayo Shinoda [38]: Se utilizaron 5 mg de extracto etanólico de P. heleniae liofilizado 

disuelto en 1 ml de HCl concentrado con una pequeña cantidad de magnesio metálico. 

El blanco consistió en 5 gotas de etanol y el control positivo fue 5 mg de Quercetina 

(Sigma-Aldrich) recibiendo al igual que la muestra el mismo tratamiento. Se dejó reposar 

30 min la mezcla y se añadió 1 ml de alcohol isoamílico para luego homogeneizar en el 

vórtex y dejar en reposo durante 5 minutos. El ensayo se considera positivo cuando el 

alcohol isoamílico toma una coloración intensa de: amarillo, naranja, carmelita o rojo. 

 

2.3.2 Determinación cualitativa de terpenoides 

 

Ensayo Salkowski [39]: se midieron 5 mg de extracto etanólico de P. heleniae 

liofilizado y se mezcló con 5 ml de cloroformo mediante vórtex. Luego, a la mezcla se 

le adicionaron 3 gotas de ácido sulfúrico concentrado. Para el blanco se utilizó etanol 

y para el control positivo se utilizó una solución concentrada de vitamina A, ambos 

controles recibieron el mismo tratamiento de las muestras. Se considera el ensayo 

positivo para terpenoides cuando se genera una coloración marrón rojiza en la 

interfase [39].   
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2.3.3 Determinación cualitativa de alcaloides 

 

Ensayo Dragendorff [40]: Se pesaron 5 mg de extracto etanólico de P. heleniae 

liofilizado, el cual fue disuelto en 2 ml de HCl al 10% (m/v), homogeneizando en el 

vórtex durante 5 min y se recuperó el sobrenadante. Dicha preparación se realizó por 

triplicado y se usó para el ensayo de Dragendorff. Para el blanco se utilizó etanol y el 

control positivo se realizó con 5 mg de atropina, recibiendo ambos el mismo 

tratamiento que el extracto etanólico de P. heleniae. A todas las muestras se les ajustó 

el pH a 6 con una solución de amoníaco diluído. Luego, se colocaron 5 gotas del 

reactivo comercial Dragendorff (Sigma-Aldrich) según corresponda para cada 

muestra. El ensayo se considera positivo para alcaloides cuando se tiene una 

coloración marrón rojizo en ambos casos [40]. 

  

2.3.4 Determinación cualitativa de taninos 

 

Para la determinación cualitativa de taninos se realizó la prueba del cloruro férrico 

(FeCl3) [42]:  Se tomaron 5mg de extracto etanólico de P. heleniae liofilizado y se 

diluyó en 5 ml etanol, luego se agregó 1 ml de agua destilada y se mezcló con la ayuda 

del vórtex. Se agregaron 0.3 ml de cloruro de sodio al 10% y finalmente se agregó 3 

gotas de FeCl3 al 10%. Se utilizó etanol para el blanco y como control positivo se 

realizó una solución etanólica de ácido tánico (1 mg/mL). La prueba fue considerada 

negativa al no tener un cambio de color a negro, gris, negro azulado o un color café.  

 

2.3.5 Determinación cualitativa de quinonas 

 

Ensayo de Borntrager [43]: En un tubo de ensayo se colocó una alícuota de 5 ml de 

extracto etanólico de P. heleniae y se sometió a baño maría por 5 minutos. Se 

resuspendió el residuo en 1 ml de cloroformo, luego se añadió 1 ml de hidróxido de 

potasio y se mezcló en un vórtex. Se dejó reposar por 3 minutos y se observó si existe 

cambio de coloración. Para el control negativo se utilizó etanol y como control positivo 
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se realizó una solución de 5 mg de hidroquinona en 5 ml de etanol. El ensayo se considera 

positivo para quinonas cuando existe una coloración rosada o roja. 

 

 

2.3.6 Determinación cualitativa de compuestos fenólicos 

 

Ensayo del cloruro férrico (FeCl3) [44]: Se midieron 5 mg de extracto etanólico de P. 

heleniae liofilizado y se disolvió en 5 ml de etanol. Se usó 1 ml de etanol como blanco y 

6 mg de Quercetina en 5 mL de etanol como control positivo. Luego, en cada una de las 

muestras se colocaron 5 gotas de solución de FeCl3 al 1% (m/v) y se observó la coloración 

de las mismas. Si se observa una coloración verde, púrpura, azul o negro se considera al 

ensayo como positivo para polifenoles. 

 

2.3.7 Cuantificación de polifenoles totales 

 

El método usado para la cuantificación de polifenoles totales en el extracto etanólico de 

P. heleniae fue un protocolo estandarizado del laboratorio de Química 1 de la 

Universidad Regional Amazónica Ikiam con modificaciones detalladas a continuación 

[44]. Se realizó una curva de calibración con una solución madre de ácido gálico de 5 

mg/ml: 25, 50, 125, 200, 300, 400 y 500 µg/ml. Se usó una concentración de 250 µg/ml 

de ácido gálico como control positivo para el cálculo del porcentaje de recuperación. De 

manera semejante que el estándar, la muestra se preparó diluyendo 5 mg del extracto 

etanólico liofilizado de P. heleniae en 5 ml de etanol. En todos los casos, se tomaron 100 

µl de la muestra para mezclarlos con 860 µl de agua destilada y 40 µl del reactivo 

comercial Folin-Ciocalteu (Supelco®), dejando en reposo durante 5 minutos. 

Posteriormente, se añadieron 100 µl de agua destilada seguido de 100 µl de carbonato 

de sodio al 7 % (Na2CO3) y se dejó en reposo por 60 minutos. Finalmente, se midió la 

absorbancia en el espectrofotómetro (SHIMADZU UV-1280) a una longitud de 750 nm. 

Se expresó el contenido de fenoles totales en la planta como µg de polifenoles totales 

con base a ácido gálico por mg de extracto etanólico liofilizado de P. helainae. Tanto la 
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muestra y las diferentes concentraciones de la curva de calibración se realizaron por 

triplicado para la expresión de resultados en promedio y desviación estándar (x̅ ± S). 

 

 

2.3.8 Cuantificación de flavonoides totales 

 

Se utilizó el método estandarizado del laboratorio de Química 1 de la Universidad 

Regional Amazónica Ikiam para la cuantificación de flavonoides totales en el extracto 

etanólico con algunas modificaciones [43]. Se realizó una curva de calibración con una 

solución madre de 5 mg de quercetina disuelta en 10 ml de metanol, tomando los 

siguientes intervalos:  1, 2.4, 4.8, 6.7, 8.6, 10.5, 12.4 y 14.3 µg/ml. Se usó una 

concentración conocida de quercetina (11.4 µg/ml) como control positivo. Se diluyó 4 

mg extracto etanólico de P. heleniae liofilizado en 4 ml de etanol.  Se tomó 1 ml de la 

muestra y se mezcló con 1 ml de cloruro de aluminio (2%) dejándolo reposar durante 10 

minutos. Transcurrido el tiempo de reposo, se midió la absorbancia a una longitud de 

onda de 435 nm en un espectrofotómetro (SHIMADZU UV-1280). Se realizaron 

correcciones de absorbancia midiendo las muestras reemplazando AlCl3 por metanol. Se 

tomó como absorbancia, la diferencia de absorbancias de con y sin AlCl3. Los flavonoides 

totales presentes en la muestra se expresaron en µg de flavonoides totales con base en 

quercetina por mg de extracto etanólico liofilizado de extracto etanólico de P. heleniae. 

Las muestras y las diferentes concentraciones de la curva de calibración se realizaron por 

triplicado para la expresión de resultados en promedio y desviación estándar (x̅ ± S). 
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2.4     Identificación de compuestos en el extracto etanólico por cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) 

 

2.4.1 Preparación de la muestra  

 

Se preparó el extracto etanólico de P. heleniae mediante el tratamiento y 

acondicionamiento de acuerdo a Bajkacz [95], con las siguientes modificaciones. Se 

tomaron 4 muestras de 10 mg del extracto etanólico y se disolvieron en 1 ml de etanol. 

Se agitaron en el vórtex por 1 minuto y se sometió a ultrasonido durante 1 minuto para 

la homogeneización de la muestra. Este procedimiento se realizó por triplicado. Luego,  

 

se filtraron 5 ml de extracto con una capa de algodón purificado con hexano en la base 

y 600 mg de sílica gel (Sigma-Aldrich) en la parte superior de jeringas como cartuchos de 

SPE. Estos se acondicionaron con 15 ml de agua Tipo 1 seguido de 6 ml de etanol y luego 

se pasó el extracto para realizar el fraccionamiento. Inicialmente, se realizó la fracción 

acuosa con 10 ml de agua y por último se realizó la elución con 6 ml de etanol en el 

cartucho, todas las fracciones fueron recuperadas y llevadas hasta sequedad en un 

concentrador al vacío (Thermofisher). Finalmente, se resuspendieron vlas muestras en 

1 ml de etanol y se tomó en una relación 1:1 500 μL de la muestra resuspendida con 500 

μL de etanol para obtener un volumen final de 1 ml por muestra en cada vial. 

Inyectándose finalmente la fracción acuosa, fracción etanólica y extracto crudo 

etanólico. Para garantizar el buen funcionamiento del equipo se realizó un pool de todas 

las muestras o QC (quality control) con 100 ul de cada muestra, de esta manera se 

verificó la reproducibilidad y precisión de los resultados experimentales en el GC-MS. 

 

2.4.2 Condiciones instrumentales 

 

Para el análisis se utilizó un cromatógrafo gaseoso (SHIMADZU,Nexis GC 2030) acoplado 

a un espectrómetro de masas (SHIMADZU, GCMS QP2020 NX). La temperatura inicial del 

horno fue de 70°C, el cual se aumentó a 6°C/min hasta 300°C y se mantuvo durante 10 
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minutos para un tiempo total de corrida de 47.45 minutos. La temperatura del puerto 

de inyección y la línea de transferencia se mantuvieron a T = 200 °C y 220 °C 

respectivamente, con helio ultra puro como gas portador, a un flujo inicial de 1 mL/min. 

El análisis se efectuó en el modo de ionización por impacto de electrones (EI). La fuente 

de ionización MS se ajustó a 200°C y el rango de barrido de masas fue de 50 a 500 Da. Se 

realizaron 4 réplicas de las muestras, donde una de las muestras contenía cafeína como 

estándar interno. Además, se trabajó con un estándar de n-Alcanos (Restek, Qualitative 

Retention Time Index Std) para obtener el nombre y tiempo de retención de cada 

compuesto por medio de Van Dool Kratz y su uso posteriormente.    

 

 

2.4.3 Tratamiento de datos  

 

Los datos espectrales fueron obtenidos en 2 diferentes software: MZmine(versión 3.6.0) 

y MSDIAL (versión 4.9.221218).  Para ambos softwares se transformaron los archivos 

Shimadzu .qgd a formato .mzXML con el programa GCMSsolution. Posteriormente, los 

datos espectrales brutos del archivo (*.mzML) se convirtieron a *.mzML utilizando 

ProteoWizard (parámetros disponibles en la información de apoyo).  

 

Los datos obtenidos fueron cargados en el software MZmine (versión 3.6.0), los 

parámetros usados para el cromatograma fueron los siguiente: ruido cromatográfico 

MS1 de 20, con un módulo generador de cromatogramas (ADAP Chromatogram Builder) 

o Cromatogramas de Iones Extraídos (EIC, por sus siglas en inglés) con un mínimo de 

scans consecutivos de 5, una intensidad mínima de scans de 60, una altura absoluta 

mínima de 140 y una tolerancia de 0.1 m/z.  Para la deconvolución de los picos 

cromatográficos, se usó el módulo de resolver la función del ADAP (ADAP Feature 

resolver) del cromatograma con lo siguiente parámetros: umbral (S/N) de 3, una anchura 

del pico de 3, una altura de 50, un área de 100 y un rango de la duración del pico de 0 a 

1. La deconvolución de los espectros (Hierarchical clustering) se realizó con los siguientes 

parámetros: rango (grupo) de distancia de 0.1 min, con un tamaño mínimo de 2, y una 
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intensidad de 100. Finalmente, se sustrajeron los picos de los blancos (500 % de 

intensidad) y se alinearon los 4 cromatogramas.  

 

Con MS-DIAL (http://prime.psc.riken.jp/) se analizaron los datos (mzML) con los 

siguiente parámetros:  rango de escaneo de masas de 50 A 500 Da, rango del tiempo de 

retención de 4,5 a 48 minutos, parámetros de detección de picos (Ruido cromatográfico) 

con un mínimo de altura de 100 de amplitud, deconvolución de datos MS1 de 0.5, con 

corte espectral EI de 20 amplitud, usando parámetros de identificación del índice de 

retención tipo alcanos, los datos se alinearon con una tolerancia del tiempo de retención 

de 0.1 min, una tolerancia de m/z de 0.5 Da y un corte de similaridad mínimo del 

90%.  Los datos fueron alineados con una tolerancia de similaridad del 70% y finalmente 

se sustrajeron los picos del blanco con un filtro de recuento de picos mínimos del 

60%. Además, se utilizó la biblioteca de estándares propio del software. 

 

2.4.4 Identificación de metabolitos 

 

Los datos obtenidos de MZmine se exportaron a la página Global Natural Products Social 

Networking (GNPS) para la identificación de metabolitos mediante el algoritmo 

MOLECULAR-LIBRARYSEARCH-GC con los siguientes parámetros: Se utilizaron los 

archivos obtenidos por MZmine con los espectros en formato MGF y la tabla de 

cuantificación con la abundancia de los picos (altura) en formato csv. Se utilizó la opción 

del índice de retención de Van Dool Kratz, colocando el tiempo de retención de cada 

alcano en un archivo csv. Se tomó una tolerancia de la fragmentación de iones de 0.7 

Da, un mínimo de match de pico de 6 y un porcentaje de cosine (limite) de 0.7. Los 

parámetros avanzados se podrán corroborar en el link del trabajo de la página GNPS 

(ID=de41940d64c54be0ab31cf4689c5b8f2) para los datos obtenidos de MZmine.  

 

Además, la identificación en MS-DIAL se llevó a cabo con la librería: GC-MS DB-Public-

KovatsRI-VS3 (http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html) con los siguientes 

http://prime.psc.riken.jp/
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parámetros: tolerancia del índice de retención de 20 unidades, tolerancia de m/z de 0.5 

Da y similaridad de corte en el EI del 70%.  

 

Una vez finalizada la identificación de compuestos  en GNPS, se realizó el curado de la 

identificación teniendo en cuenta los siguientes parámetros: El metabolito tendrá un 

porcentaje de cosine igual o mayor que 0.7, los índices de retención calculados por GNPS 

se compararon con los índice de retención teórico buscado en diferentes bases de datos 

(Pubchem, Chemspider y Massbank), teniendo en cuenta que este no difiera por más de 

20 unidades, para los que cumplen con nivel de identificación 2, los cuales cumplen con 

el match por fragmentos obtenidos, mientras que se aceptó hasta 200 unidades para 

nivel de identificación 3, siendo estos los que tenían match con la masa molecular del 

compuesto [37]. Además, se confirmó que los índices de retención teóricos 

correspondían a la columna utilizada (semi-standar-nopolar). Finalmente, se verificó en 

el cromatograma del blanco que los metabolitos identificados no sean contaminantes o 

formen parte del mismo. 

 

2.5     Identificación de compuestos en  el extracto etanólico de Philodendron                                                                                     

heleniae mediante cromatografía líquida de ultra eficiencia acoplada a espectrometría 

de masas en tándem (UPLC-MS/MS) 

 

2.5.1     Preparación de muestra 

 

Se preparó el extracto etanólico de P. heleniae mediante el tratamiento y 

acondicionamiento de acuerdo a Bajkacz, et al. (2018), con las siguientes 

modificaciones. Se tomaron 4 muestras de 10 mg del extracto etanólico y se disolvió en 

1 ml de etanol. Se realizó vórtex por 1 minuto y se sometió a ultrasonido durante 1 

minuto para la homogeneización de la muestra. Se realizó tres veces este procedimiento 

y luego se aforaron las muestras a 10 ml. Se filtraron 5 ml de extracto con una capa de 

algodón purificado con hexano en la base y 600 mg de sílica gel (Sigma-Aldrich) en la 

parte superior de jeringas como cartuchos SPE (extracción en fase sólida). Se 
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acondicionaron los cartuchos con 15 ml de agua seguido de 6 ml de etanol. Luego se 

pasó el extracto, causando la elución de la fracción acuosa con 10 ml.  Luego se procedió 

a la elución de la fracción etanólica con 6 ml de etanol. Ambas fracciones fueron 

recuperadas y llevadas hasta sequedad en un concentrador al vacío (Thermofisher). 

Seguidamente, se resuspendieron las muestras en 1 ml de etanol y se tomó en una 

relación 1:1 500 μL de la muestra resuspendida con 500 μL de agua tipo II para obtener 

un volumen final de 1 ml por muestra en cada vial. Finalmente se inyectaron tanto la 

fracción acuosa, como la etanólica y el extracto crudo. Para garantizar el buen 

funcionamiento del equipo se realizó un pool de todas las muestras o QC (quality 

control) con 100 μL de cada muestra para verificar la reproducibilidad y precisión de los 

resultados experimentales en el   UPLC-MS/MS. 

 

2.5.2     Programación del equipo  

 

El análisis para la determinación de los componentes se llevó a cabo por Cromatografía 

Líquida de Ultra Eficiencia (UPLC, Waters, clase 1) acoplada a espectrometría de masas 

de tandem (Q-TOF, Waters, clase Xevo G2). La fase móvil consistió en dos disolventes A 

y B.  La fase móvil A: ácido fórmico al 0.1% disuelto en agua y la fase móvil B: ácido 

fórmico al 0.1 % disuelto en acetonitrilo. El gradiente fue de 1% B (0 min), 1% de 

disolvente B (0.5 min.), 100% de B (8 min), 100% de B (9 min), 1% B (9.01 min) y 1% B (10 

min), con un caudal de 0.500 ml/min, el volumen de inyección fue de 10 μl. En cuanto a 

la ionización por electropulverización (ESI), se realizó en modo negativo y positivo para 

el análisis de masas con las siguiente condiciones:  voltaje de AT 3,5 kV; capilar 7 μA; 

voltaje de la boquilla 500 V; delta EMV 300 V; flujo de gas 5 ml/min; temperatura del gas 

350 °C; presión del nebulizador 45 psi; temperatura del gas envolvente 350 °C; flujo de 

gas envolvente 11 ml/min; rango de escaneo 100–1200 m/z; modo de adquisición de 

datos  DDA considerando los diez iones más abundantes.  
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2.5.3     Preparación de los estándares 

 

Se prepararon 50 ml de soluciones madres de ácido gálico, catequina, quercetina y 

kaempferol a concentración de 100000 ng/ml. A partir de estas se prepararon 10 ml de 

soluciones estándares a 10000 ng/ml. Los estándares se utilizaron para la 

optimización de los parámetros del UPLC-MS/MS, así como el error en ppm del mismo. 

Para ello se verificó la presencia de los estándares en el cromatograma tomando en 

cuenta la m/z y el tiempo de retención, obteniendo finalmente un valor en ppm de 2.80 

ppm (ácido gálico), 3.33 ppm (catequina), 3.0 ppm (quercetina), 2.73 ppm (kaempferol), 

los resultados corroboran la debida calibración del equipo. Adicionalmente, se 

prepararon estándares de rutina y epicatequina con la finalidad de realizar una 

identificación a nivel 1 de estos componentes en la muestra. 

 

 

2.5.4     Tratamiento de datos 

 

Los datos DDA (MS2) se evaluaron a una polaridad negativa a 20 eV. Los datos (*.raw) 

de Waters fueron cargados en el programa MSConvert para transformar a centroide y a 

formato (*. mzML) y poder ser usada en el software MS-DIAL (versión 4.9). Se utilizó 

catequina y kaempferol como controles positivos que guiarán el proceso de 

identificación. Los parámetros usados fueron:  ruido cromatográfico MS1 de 1000, ruido 

de espectros MS2 de 20 y se sustrajeron los picos de los blancos (500 % de intensidad), 

finalmente los datos obtenidos se analizaron en la misma biblioteca del software.   

 

2.5.5     Análisis estadísticos y gráficas 

 

Todos los análisis de los ensayos de cuantificación de polifenoles y flavonoides totales 

por espectrofotometría se realizaron por triplicado para obtener los promedios y 

desviación estándar. Adicionalmente se calcularon   los parámetros analíticos de calidad 
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para la validación son: límite de detección, límite de cuantificación, y porcentaje de 

recuperación (%R).  
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CAPÍTULO III: RESULTADOS 

 

 

3.1     Ensayos antimicrobianos  

 

En el ensayo exploratorio de actividad antimicrobiana la fracción etanólica de P. heleniae 

presentó actividad antimicrobiana frente a dos de los cinco microorganismos analizados,      

Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, mientras que la fracción acuosa no presentó 

actividad en la concentración evaluada (12.5mg/mL).  

 

Seguidamente, los ensayos de determinación de la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) y Concentración Mínima Bactericida (CMB) para el extracto activo (Etanólico), 

mostraron a la CMI más baja frente al patógeno S. aureus (0.1 mg/mL).  

 

 
Tabla 3 - 1. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima Bactericida (CMB) 

de la fracción etanólica y acuosa de P. heleniae contra diferentes microorganismos. 

 

 

Microorganismos 

Muestra 

Fracción etanólica Fracción acuosa 

CMI 

 (mg/mL) 

CMB 

(mg/mL) 

CMI 

 (mg/mL) 

CMB 

(mg/mL) 

Escherichia coli >12.5 >12.5 >12.5 >12.5 

Staphylococcus aureus 0.1 0.1 >12.5 >12.5 

Candida albicans >12.5 >12.5 >12.5 >12.5 

Klebsiella 

pneumoniae* 
>12.5 >12.5 >12.5 >12.5 

Bacillus subtilis* 0.2 0.2 >12.5 >12.5 

*Resistente a ampicilina. Realizado por: Sacoto, 2024.  
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3.2     Ensayos fitoquímicos cualitativos del extracto etanólico de P. heleniae 

 

Los ensayos fitoquímicos cualitativos del extracto etanólico de P. heleniae evidenciaron 

la presencia de terpenos, taninos, quinonas, compuestos fenólicos, flavonoides y 

antocianinas. En la tabla 3-2. se pueden observar cada grupo de compuestos presente 

en el extracto según sus abundancias relativas.   

 
 

Tabla 3 - 2. Ensayos fitoquímicos en el extracto 

etanólico de P. helaniae. 

Fitoquímicos Abundancia 

Alcaloides - 

Terpenoides ++ 

Taninos +++ 

Quinonas ++  

Compuestos fenólicos ++ 

Flavonoides +++ 

Donde: (-) Ausencia, (+) Leve (++) Media (+++)          
Abundante. Realizado por: Sacoto, 2024. 

 

3.3     Ensayos fitoquímicos cuantitativos del extracto etanólico de P. heleniae 
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Los resultados para el ensayo de cuantificación de polifenoles se obtuvieron mediante 

una curva de calibración de ácido gálico bajo la siguiente ecuación: Y = 0.0042x - 0.116 

y 𝑅2 = 0.9939, el límite de detección (LD) fue 0.97 µg/ml, el límite de cuantificación (LQ) 

de 3.25 µg/ml y el porcentaje de recuperación del control positivo de 92.79 %.  

Por otro lado, el contenido de flavonoides presente en el extracto etanólico de P. 

heleniae se cuantificaron mediante una curva de calibración de quercetina con ecuación 

de la recta:  0.0381x - 0.0411 y 𝑅2 = 0.9709, con LD = 0.094µg/ml, LQ = 0.315 µg/ml y 

porcentaje de recuperación del control positivo 92.87 %. El contenido de flavonoides y 

polifenoles totales presentes en el extracto fue de 2.5307 ± 0.2 µg y 574.74 ± 0.9 µg 

respectivamente.  

 
Tabla 3 - 3. Ensayos cuantitativos del contenido de polifenoles y flavonoides totales en el extracto 

etanólico de P. helaniae 

Metabolito µg/mg de Phe Límite de cuantificación µg/ml  

Polifenoles  574.74 ± 0.9 3.25 

Flavonoides 2.5307 ± 0.2 0.315 

Donde: El contenido de polifenoles fue expresado en µg de polifenoles totales con base en Ácido gálico 
por mg de extracto etanólico de P. heleniae. El contenido de flavonoides fue expresado en µg de 
flavonoides totales con base en quercetina por mg de extracto etanólico de P. heleniae. El resultado fue 
el promedio de tres repeticiones y desviación estándar (± σ). Realizado por: Sacoto, 2024. 

 

3.4     Identificación de metabolitos presentes en el extracto etanólico de P. heleniae: 

GC-MS. 

 

La figura 1 muestra el cromatograma de cada fracción (a) acuosa, (b) etanólica y (c) 

extracto crudo, mientras en la tabla 3-4. se presentan los compuestos identificados.  
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Figura 3 - 1. a) Cromatograma de la fracción acuosa:1. 2-terc-butilciclohexonona, 2. 
Desconocido, 3. Desconocido b) Cromatograma de la fracción etanólica: 1. Desconocido,  2. 
fitano, 3. Anhídrido 5-nitroisatoico, 4. Ácido esteárico, 5. Estearato de etilo, 6. (Z)-9-tricoseno, 7. 
(11Z,14Z,17Z)-icosa-11,14,11- trienoato de metilo, 8. Eicosil isobutil éter, 9. Desconocido, 10. 
Eicosil Etil éter, 1-3 propanodiol, 11. Monolinoleato de glicerilo, 12. Desconocido, 13. 6-metoxi-
2,7,8-trimetil-2-2(4,8,12-trimetiltridecil)cromano, 14-20. Desconocido. c) Cromatograma del 
extracto crudo de P. heleniae: 1. Desconocido, 2. 2-terc-butilciclohexonona, 3. 3-(4-hidroxifenil) 
propionitrilo, 4. Desconocido, 5. Desconocido, 6. Guai-1(10)-en-11-ol, 7. Desconocido, 8. 5-
Azulenemetanol, 1,2,3,4,5alfa,6,7,8-octahidro-alfa, alfa,3beta,3beta,8beta-tetrametil-, acetato, 
9. Fitano, 10. (-)-Isolongifolol, Chlorodifluoroacetato, 11. Desconocido. 12. Anhidrido 5-
Nitroisatoico, 13. Ácido esteárico, 14. Estearato de etilo, 15. (Z)-9-tricoseno, 16. Desconocido, 17. 
(11Z,14Z,17Z)-icosa-11,14,11- trienoato de metilo, 18. desconocido, 19. Desconocido, 20. Eicosil 
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isobutil éter, 21. Desconocido, 22. Eicosil Etil éter, 1-3 propanodiol, 23. Desconocido, 24. 
Monolinoleato de glicerilo, 25. Desconocido, 26.  6-metoxi-2,7,8-trimetil-2-2(4,8,12-
trimetiltridecil) cromano, 27-34. Desconocido. 

 

Como se aprecia en la figura 1 en el cromatograma de la fracción acuosa se observaron 

3 picos de los cuales se identificó 1. Se observaron 20 picos en el cromatograma de la 

fracción etanólica, sin embargo, se identificaron 10 metabolitos. Por último, en el 

cromatograma del extracto crudo se observan 34 picos, de los cuales se identificaron 15 

metabolitos (Figura 1). 

 

Se identificaron un total de 19 moléculas que cumplen los parámetros como se muestra 

en la tabla 3-3, 17 de nivel II y 2 de nivel III.  
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# IL Identifica
ción 

Nombre Subclase %
M 

Rt 
(min) 

RI (E) Fracci
ón 

RI (T) 

1 II Mzmine Anhidrido 5-
Nitroisatoico 

Compuesto 
Heterocíclico 

82 18.69 2004 EtOH 2000 

2 II MZmine Ácido4-hidroxi-
3-
bitrofenilacético 

Compuesto 
fenólico 

74 15.50 1801.
8 

EtOH 1805 

3 II MZmine DL-alfa-
Tocoferol 

Compuesto 
fenólico 

71 34.49 3123 EtOH 3130 

4 III MZmine Nitromalonato 
de dimetilo 

Éster 71 6.21 1289 EtOH 1259 

5 III MZmine S-metilcesteína Aminoácido 75 7.07 1335 EtOH 1294 

6 II MS-DIAL 3-(4-
hidroxifenil) 
propionitrilo 

Compuesto 
aromático 

74 11.74 1585.
4 

EtOH 1570 

7 II MS-DIAL Guai-1(10)-en-
11-ol 

Terpenoide 83 13.30 1672.
7 

EtOH 1667 

8 II MS-DIAL 5,Azulenemetan
ol,1,2,3,4,5ala,6,
7,8-octahidro-
alfa,alfa,3beta,3
beta,8beta-
tetrametil-, 
acetato 

Sesquiterpen
o 

84 14.32 1731.
6 

EtOH 1727 

9 II MS-DIAL Fitano Diterpeno 87 15.45 1798.
2 

EtOH 1795 

Tabla 3 - 4. Metabolitos identificados en el extracto etanólico de P. heleniae mediante GC-MS. 
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Donde: IL, Nivel de identificación dos II. Nivel de identificación tres III, Programa en el que se identificó el 
metabolito. %M, porcentaje de similaridad. RT, tiempo de retención. RI(E), índice de retención 
experimental.  RI(T), índice de retención teórico. Realizado por: Sacoto, 2024. 

10 II MS-DIAL Isolongifolol,chl
orodifluoroacet
ate 

Terpenoide 81 15.77 1818.
3 

EtOH 1823 

11 II MS-DIAL Ácido esteárico Ácido graso 
saturado 

79 20.93 2158.
7 

EtOH 2172 

12 II MS-DIAL Estearato de 
etilo 

Éster graso 85 21.42 2193.
8 

EtOH 2195 

13 II MS-DIAL (Z)-9-tricoseno Feromona 80 22.64 2267.
4 

EtOH 2275 

14 II MS-DIAL (11Z,14Z,17Z)-
icosa-11,14,11- 
trienoato de 
metilo 

Éster de 
ácido graso 

81 23.38 2311.
1 

EtOH 2305 

15 II MS-DIAL Eicosil isobutil 
éter 

Éter Alquílico 82 25.38 2430.
4 

EtOH 2426 

16 II MS-DIAL Eicosil Etil éter, 
1-3 propanodiol 

Éter de 
polipropileng

licol 

85 27.67 2566.
9 

EtOH 2571 

17 II MS-DIAL Monolinoleato 
de glicerilo 

Éster de 
glicerol 

82 29.83 2695.
4 

EtOH 2626 

18 II MS-DIAL 6-metoxi-2,7,8-
trimetil-2-
2(4,8,12-
trimetiltridecil) 
cromano 

Compuesto 
fenólico 

82 34.50 2973.
6 

EtOH 2700 

19 II MS-DIAL 2-terc-
butilciclohexano
na 

Cetonas 84 3.90 1151 H2O 1157 
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3.5     Identificación de metabolitos presentes en el extracto etanólico de P.     
heleniae: LC-MS 

 

 

 
Figura 3 - 2. a) Cromatograma de la fracción 
etanólica: 1. Procianidina B1, 2. Epicatequina, 3. 
Rutina, 4. Datiscetin-3-O-rutinósido. b) 
Cromatograma de la fracción acuosa; c) 
Cromatograma del extracto crudo: 1. 
Procianidina B1, 2. Epicatequina, 3. Rutina, 4. 
Datiscetin-3-O-rutinósido 

 

La figura 2 muestra el cromatograma de cada fracción (a) etanólica, (b) acuosa y (c) 

extracto crudo. Cómo es posible observar,      estos compuestos son los predominantes 

en los cromatogramas, además de lograr ser identificados. 
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La tabla 3-5 resume los compuestos identificados en el extracto etanólico de P. heleniae 

por LC-MS.  Se identificaron 2 metabolitos de nivel I y 2 metabolitos de nivel II. 

 

Tabla 3 - 5. Metabolitos identificados en el extracto etanólico de P. heleniae mediante LC-MS. 

IL RT [M-H] 
(m/z) 

 

Fracci
ón 

Fórmula 
molecular 

Δm 
(ppm) 

MS2 
(score
) (%) 

Subclase Identificación 

II 2.54 577.13 EtOH C30H26O12 1.0 91.9 Flavonoide Procianidina B1 

II 3.12 593.15 EtOH C27H30O15 0.02 92.7 Flavonoide Datiscetin-3-O-
rutinósido 

I 2.93 609.14 EtOH C27H30O16 2.0 - Flavonoide Rutina 

I 2.62 290.07 EtOH C15H14O6 1.0 - Flavonoide Epicatequina 

Donde: IL, Nivel de identificación. I, nivel de identificación uno. II, Nivel de identificación dos II. [M-
H](m/z), masa molecular. Δm (ppm), diferencial de masa monoisotópica. MS2(score), porcentaje de 
similaridad de espectro. Realizado por: Sacoto, 2024. 
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CAPÍTULO IV: DISCUSIÓN 

 

 

En el género Philodendron, se ha reportado la acción de extractos de hexano, agua y 

metanol de algunas especies como Philodendron megalophyllum, frente a cepas de 

Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae 

[6, 97]. En un estudio realizado en Brasil en el 2019, se determinó la actividad 

antimicrobiana de extractos de etanol y acetato de etilo de Philodendron bipinnatifidum 

con diferentes solventes frente a las cepas de Streptococcus pyogenes (3.2 mg/ml en 

CMI y CMB), E. faecalis (10 mg/ml en CMI y CMB 10) y Listeria monocytogenes (10 mg/ml 

en CMI y CMB 10) [98]. Sin embargo, no se han reportado estudios de actividad 

antimicrobial en extractos etanólicos de P. heleniae, siendo este el primer reporte, 

donde se demostró la actividad contra cepas de S. aureus ATCC 29213 y Bacillus subtilis 

(Resistente a la ampicilina) con valores de CMI de 0.1 y 0.2 mg/mL, respectivamente. 

Aunque el extracto etanólico de P. heleniae fue capaz de inhibir el crecimiento de menor 

cantidad de microorganismos que otras especies del mismo género, es importante 

recalcar que además de tratarse de otra especie se han utilizado otros solventes en la 

preparación de los extractos, factor que puede influir en la extracción de metabolitos 

que promuevan la actividad antimicrobial [159]. 

 

La diversidad de grupos de metabolitos identificados cualitativamente en el extracto 

etanólico de P. heleniae mediante los ensayos fitoquímicos, demuestran la presencia 

abundante de taninos y flavonoides (Tabla 3-2). Esto es importante ya que diferentes 

investigaciones relacionan los taninos con la actividad antimicrobiana frente a 

diferentes cepas de microorganismos como S. aureus, E. coli y Pseudomona aeruginosa 

[99, 100, 101]. Los flavonoides suelen ser utilizados como antibacterianos, ya que causan 

daño contra la membrana, inhiben enzimas y son quelantes de metales pesados 

(generando estrés oxidativo, inactivación de enzimas y escases de metales esenciales 

para el microorganismo) [124, 126, 127, 128, 129]. Además, se relacionan con diversos 
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efectos terapéuticos como: antihelmínticos, antioxidantes y antivirales [100, 101]. Por 

otro lado, los flavonoides son compuestos heterocíclicos que también contienen 

oxígeno en su estructura y se ha reconocido que tienen un efecto prometedor con la 

actividad antibacteriana frente a cepas resistentes a los fármacos [102, 103]. La ausencia 

de información sobre la fitoquímica de las raíces de la planta Philodendron heleniae 

limita su comparación con otras investigaciones, sin embargo, existen estudios 

científicos y etnofarmacológicos de otras especies del mismo género en donde se ha 

reportado la presencia de cumarinas, ácidos grasos y taninos hidrolizados en sus raíces 

[6, 58]. En 2014 en Santander, oeste de Pará, Brasil, se realizó un análisis fitoquímico por 

cromatografía de capa fina (TLC) al extracto acuoso de P. megallophyllum donde se 

observó presencia de ácidos grasos, terpenos, taninos condensados y taninos 

hidrolizados [58].  

 

Adicionalmente en los ensayos cuantitativos de polifenoles totales se identificó mayor 

cantidad de polifenoles que en especies pertenecientes a la misma familia (Aráceas) 

como Amorphophallus konkanensis Hett y Amorphophallus bulbifer que reportan 

concentraciones de 0.01725 mg y 0.01432 mg equivalentes de ácido gálico por g (mg 

GAE mg-1) de polvo seco de extracto, respectivamente [174]. En cuanto a los flavonoides 

no existen estudios cuantitativos de flavonoides totales en extractos etanólicos del 

género Philodendron, sin embargo, estudios de extractos etanólicos de otras especies 

pertenecientes a la misma familia como Amorphophallas paeoniifolious, reportan 

valores mayores a los determinados en el extracto etanólico de P. heleniae con 0.01803 

mg equivalente a quercetina por g de polvo seco de extracto [194]. Adicionalmente, 

existen estudios donde los extractos ricos en polifenoles y fracciones de polifenoles 

demuestran su actividad antimicrobiana [113, 114, 115, 128, 176]. Los polifenoles tienen 

esta capacidad debido a su interacción con las membranas celulares y proteínas de los 

microorganismos, causando alteraciones en la integridad celular y la inhibición de 

enzimas clave [175, 176]. Estos compuestos pueden generar especies reactivas de 

oxígeno que dañan componentes celulares críticos, desnaturalizar proteínas, y alterar la 
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permeabilidad de la membrana, lo que lleva a un desequilibrio osmótico y muerte 

celular [114, 127, 128, 175]. 

Para identificar las moléculas responsables de la actividad antimicrobiana observada en 

el extracto crudo etanólico de P. heleniae, se realizó un fraccionamiento en dos partes: 

una fracción acuosa y una fracción etanólica. Posteriormente, se evaluó la actividad 

biológica de cada fracción, determinando que solo la fracción etanólica y el extracto 

crudo original presentaban actividad antimicrobiana. Ambas fracciones en conjunto con 

el extracto crudo fueron analizadas tanto por GC-MS como por LC-MS.  

 

En primera instancia el análisis mediante GC-MS, que favorece la identificación de 

metabolitos volátiles y semivolátiles, permitió identificar 21 metabolitos (Tabla 3-4). 

Mientras en LC-MS se logró identificar 4 metabolitos (Tabla 3-5).  

 

Todos los compuestos identificados por GC-MS (Tabla 3-4) están presentes en el 

extracto etanólico, a excepción de la 2-terc-butilciclohexanona. Se sugiere que esta 

última molécula puede estar involucrada en procesos distintos a la actividad 

antimicrobial ya que la fracción acuosa del extracto en donde se identificó, no mostró 

actividad frente a ninguna de las cepas de microorganismos en las concentraciones 

evaluadas (Tabla 3-1). A su vez, no se descarta la posibilidad de que pueda ser una 

molécula activa, pero en comportamiento sinérgico con otras moléculas o en otras 

condiciones [187, 188]. 

 

Entonces, se presume como principales responsables de la actividad antimicrobiana 

observada a los compuestos Anhidrido 5-nitroisatoico, 4-hidroxi-3-nitrofenilacético, alfa 

tocoferol, Guai-1(10)-en-11-ol, fitano, ácido estearico, (Z)-9-tricoseno, monolinoleato, 

ya que además de los resultados obtenidos en el presente estudio,  diferentes 

investigaciones ya han demostrado la actividad antimicrobiana de estas moléculas 

contra patógenos como E. coli, S, aureus, C. albicans y B. subtilis [79, 106, 113, 117, 140, 

143, 146, 147, 148, 165, 171, 172, 177, 178].De manera similar sucede con las moléculas 

identificadas en LC-MS (Tabla 5) pertenecientes a la fracción etanólica como la rutina, 
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epicatequina, procianidina B1 y el datiscetin-3-O-rutinósidon para los cuales se ha 

reportado propiedades antimicrobianas contra microorganismos como  E. coli,  S. 

aureus, C. albicans y B, cereus  [157, 160, 162, 164, 165, 167, 172, 178, 179, 180]. De 

forma más específica podemos mencionar a los compuestos que han reportado 

actividad antimicrobiana frente a cepas de microorganismos similares a las que 

mostraron susceptibilidad en este estudio frente al extracto etanólico de P. heleniae, los 

cuales son: ácido 4-hidroxi-3-nitrofenilacético (S. aureus) [113, 114, 115], , fitano  (S. 

aureus) [143],  ácido esteárico (S.aureus, B. subtilis) [118, 120, 121, 122], Rutin (S. 

aureus, B. subtillis) [178, 181], Epicatequina (S. aureus, B. subtilis) [164, 165], 

procianidina B1(S. aureus, B. subtilis)[166, 172], datiscetin-3-O-rutinósido (S. aureus, B. 

subtilis) [170, 171] y alfa tocoferol (S. aureus) [117]. Es importante mencionar que esta 

última molécula además ha reportado actividad frente a cepas multirresistentes a 

antibióticos como S. aureus, P. aeruginosa y E. coli [117]. Si bien no podemos establecer 

una comparación directa por utilizar cepas diferentes, esta puede ser una pauta para 

conocer los componentes involucrados en la acción del extracto frente a la resistencia 

microbiana.  

 

Del total de moléculas identificadas como posibles involucradas en la actividad 

antimicrobial, la mayoría corresponden a compuestos fenólicos (7), seguidas de 

terpenos (4), ácidos grasos (3), ester (3), éter (2), aminoácido (1), compuestos 

heterocíclicos (1), aromáticos (1), cetonas (1) y feromona (1).  Esto es importante ya que 

la mayoría de estas moléculas (fenoles) tienen la característica particular de poseer en 

su estructura química grupos Hidroxilo (-OH) que tiene interacción con la membrana de 

los microorganismos y además sus estructuras aromáticas tienen interacción con lípidos 

y proteínas para alterar la estructura y función de la membrana celular de los 

microorganismos [182, 183]. Además, respalda la selectividad identificada del extracto 

etanólico de P. heleniae frente a microorganismos Gram positivos, ya que se sabe que 

las bacterias Gram positivas son más susceptibles a la acción de los compuestos 

fenólicos que las bacterias Gram negativas [184], esto debido a que carecen de 

membrana externa, lo que facilita la difusión de los compuestos fenólicos y ácidos 
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fenólicos a través de la pared celular provocando una acidificación intracelular [184, 185, 

186]. Además, Vattem et al, 2004 menciona que la disociación de los ácidos fenólicos 

provoca la hiperacidificación en la interfase de la membrana plasmática como uno de 

los posibles mecanismos de la acción antimicrobiana de los ácidos fenólicos [186]. La 

hiperacidificación hace más permeable a la membrana celular provocando alteraciones 

irreversibles en la bomba sodio-potasio ATPasa, provocando la muerte celular [184, 185, 

186]. En cuanto a los terpenos, se ha demostrado su capacidad de permeabilizar las 

membranas, haciéndolas hincharse, inhibiendo enzimas respiratorias, conduciéndolas a 

una disipación parcial del gradiente de pH y del potencial eléctrico, crucial para el 

sistema energético de un microorganismo [189, 190]. Estos tienen la capacidad para 

desestabilizar las membranas celulares microbianas, desnaturalizar proteínas, interferir 

con la respiración celular y, en algunos casos, actuar como antioxidantes [189, 190, 191, 

192]. Se ha demostrado también que son capaces de inhibir la actividad de las bombas 

de flujo en bacterias resistentes [193]. Incluso existen estudios donde las cepas 

bacterianas Gram-positivas son más susceptibles a la acción de los terpenos, que están 

implicados bien a la inhibición de la expresión génica o en la interacción con el sitio de 

unión de las proteínas de flujo asociadas a la membrana [191, 193]. A pesar de que 

existió un menor número de moléculas identificadas para otras subclases como ácidos 

grasos, o ésteres, no podemos quitarles protagonismo, sino recordar que estas podrían 

estar actuando en el sinergismo para poder exhibir actividad antimicrobiana en el 

extracto etanólico de P. heleniae [187, 188].  

 

Es por esto que, como ensayo piloto, a pesar de haber determinado actividad sólo para 

dos de las cinco cepas evaluadas en este estudio, los resultados son prometedores en 

cuanto a la potencial actividad antimicrobiana de este extracto no sólo frente a cepas 

convencionales de microorganismos, sino frente a aquellas resistentes a antibióticos. El 

presente estudio no sólo un aporte a la comunidad científica, sino que permite validar 

los conocimientos ancestrales de las comunidades, lo que puede servir como una base 

esencial en el desarrollo de nuevos productos, sobre todo en la industria farmacéutica. 
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

El presente trabajo nos deja información valiosa sobre la actividad antimicrobial y 

moléculas contenidas en el extracto etanólico de P. heleniae. Se determinó que este 

extracto tiene actividad antimicrobiana contra cepas de microorganismos Gram 

positivos como S. aureus ATCC y B. subtilis resistente a ampicilina, con CMI de 0.10 y 0.2 

mg/mL, respectivamente.   

 

Además, se pudo identificar exitosamente de forma cualitativa la presencia de 

metabolitos como terpenos, taninos, quinonas, compuestos fenólicos, flavonoides y 

antocianinas. Se determinó que la concentración de los compuestos fenólicos está 

estrechamente relacionada con la actividad antimicrobiana en productos naturales, 

donde cuantitativamente se obtuvo una concentración elevada de 574.74 µg/mg del 

extracto etanólico de P. heleniae.  

 

Finalmente, se identificó la presencia de al menos 23 moléculas, de las cuales 14 han 

reportada actividad antimicrobiana en investigaciones anteriores. Las moléculas 

reportadas en su mayoría corresponden a compuestos fenólicos (7), terpenos (4) y 

ácidos grasos (3). Los compuestos identificados en el extracto etanólico de P. heleniae 

pueden estar ligados a la actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram positivas 

(S. aureus y B. subtilis). 

 

Además, es importante realizar ensayos antimicrobianos con más cepas frente al 

extracto etanólico de P. heleniae para incrementar la información disponible sobre su 

actividad. Se recomienda el análisis con aislamiento de moléculas para evaluar su 

actividad específica, así como más estudios adicionales para determinar el sinergismo 

de los compuestos presentes y su papel en la actividad biológica de los extractos de esta 

especie, que representa un valioso recurso biológico para la sociedad. 
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