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RESUMEN

El aprovechamiento de los residuos de origen vegetal como materias primas juega
un rol fundamental en el bienestar econémico y social del Ecuador. La investigacion se
desarroll6 con el objetivo de determinar la presencia de metabolitos secundarios y su
potencial actividad fitotoxica a partir de hojas de balsa (Ochoroma pyrdamile) para la
produccion de bioherbicidas. Se obtuvieron extractos por medios de maceracion y se
colocé en un rotoevaporador a temperatura de 45 °C con una presion atmosférica 175
mbars para el respectivo tamizaje fitoquimico y analisis del contenido fendlicos. Se
evaluo el efecto alelopatico de los extractos de balsa sobre semillas de lechuga (Lactuca
sativa). Se utilizo las fracciones acuosas y etanolicas de hojas de teca como parte de los
tratamientos para contrastar los efectos alelopaticos de los extractos de la hoja de bolla.
Se utiliz6 un disefio completamente al azar con la inclusion de 3 concentraciones de los
extractos en sus dos fracciones acuosa y etandlica (500, 1500 y 2500 mg-L™?), en cada
tratamiento se evalud las variables nimeros de semillas germinadas, porcentaje de
germinacién, indice de respuesta alelopética, longitud de la radicula, hipocotilo y de los
cotiledones. Se desarrollé un diagrama de flujo y digrama para la produccion a planta
piloto de acuerdo a cada uno de los procesos aplicados para la obtencién de los extractos.
Los resultados una alta presencia (+++) de saponinas, taninos, azucares reductores en los
fases acuosas y etanolica en los extractos de hojas de balsa. EI mayor efecto alelopéatico
se presentd en concentraciones a 2500 mg/l de las fracciones etandlicas de ambas
especies vegetales, siendo inferiores al 44%. El balance de materia de los extractos de las
hojas de ambas especies arbustivas muestran un rendimiento de 6,08 % (teca) y 5,94 %
(balsa). Las fracciones de los extractos etandlica de las hojas de balsa mostraron efecto

alelopatico sobre las semillas de lechuga.

Palabras claves: balsa, bioherbicida, efecto alelopatico, metabolitos, tamizaje, teca.
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ABSTRACT

The use of waste of plant origin as raw materials plays a fundamental role in the
economic and social well-being of Ecuador. The research was developed with the
objective of determining the presence of secondary metabolites and their potential
phytotoxic activity from balsa leaves (Ochoroma pyrdamile) for the production of
bioherbicides. Extracts were obtained by means of maceration and placed in a rotary
evaporator at a temperature of 45 °C with an atmospheric pressure of 175 mbars for the
respective phytochemical screening and analysis of the phenolic content. The allelopathic
effect of balsa extracts on lettuce seeds (Lactuca sativa) was evaluated. The aqueous and
ethanolic fractions of teak leaves were used as part of the treatments to contrast the
allelopathic effects of the bolla leaf extracts. A completely randomized design was used
with the inclusion of 3 concentrations of the extracts in their two aqueous and ethanolic
fractions (500, 1500 and 2500 mg-L-1), in each treatment the variables number of
germinated seeds, percentage of germination, allelopathic response index, length of the
radicle, hypocotyl and cotyledons. A flowchart and diagram for pilot plant production
were developed according to each of the processes applied to obtain the extracts. The
results show a high presence (+++) of saponins, tannins, reducing sugars in the aqueous
and ethanolic phases in the extracts of balsa leaves. The greatest allelopathic effect
occurred at concentrations of 2500 mg/I of the ethanolic fractions of both plant species,
being less than 44%. The material balance of the extracts from the leaves of both shrub
species show a yield of 6.08% (teak) and 5.94% (raft). The fractions of the ethanolic
extracts of the balsa leaves showed an allelopathic effect on the lettuce seeds.Keywords:

Balsa, bioherbicide, allelopathic effect, metabolites, screening, teak.
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1. INTRODUCCION/PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La balsa (Ochroma pyramidale) es una de las especies forestales madereras que
en la actualidad representa uno de los rubros econdmicos de muchas familias ecuatorianas
debido a la alta comercializacion, ademas de ser considerada como uno de los principales
productos de exportacion debido a sus altos niveles de produccion dentro de las zonas

subtropicales del Ecuador (Cedefio, 2021).

En la actualidad la busqueda de nuevas alternativas para el para el desarrollo una
agricultura organica se ha considerado como uno de los mayores desafios que busca
reducir significativamente la contaminacion ambiental ocasionada por la utilizacion de
compuestos sintéticos que en consecuencia han desencadenado una serie de problemas

que han modificado el desarrollo de la agricultura rural (Bautista et al., 2021).

En las Gltimas décadas, las variantes de investigacion que buscan soluciones
viables en el marco de una agricultura rentable y respetuosa con el medio ambiente
(agricultura sostenible) estan ganando cada vez mas fuerza. Los productos quimicos en la
agricultura también pueden aumentar significativamente el rendimiento y la rentabilidad
de los cultivos, pero su uso sistematico puede alterar los entornos bioldgicos y causar
estragos en varios ecosistemas. Debido a ello se realizan investigaciones para la obtencion
de productos de origen natural, acudiendo a la utilizacion de los efectos alelopaticos entre
las plantas (Ortiz et al., 2012)

Adicionalmente se plantea el estudio de los efectos alelopéaticos de las especies
vegetales como una de las alternativas que busca establecer nuevas fuentes de herbicidas
con novedosas estructuras y mecanismos de accion, existiendo herbicidas basados en las

propiedades de multiples metabolitos secundarios

Frente a estos retos se tiene que uno de los mayores problemas en la agricultura
actual se presenta durante el control de malezas en las diferentes plantaciones, lo que ha
hecho que las propietarios acudan al uso de herbicidas quimicos como una alternativa que
permite efectuar un control efectivo y economico frente a este problema, sin embargo, se
ha denotado la preocupacion de residuos quimicos que en consecuencia denotan un

problema para la salud de la poblacion actual (Guevara et al., 2019).



En este sentido investigaciones realizados por Sanchez (2016); Holguin (2016);
Alonso et al., (2020), al evaluar la actividad fitotoxica de diferentes especies vegetales
describen caracteristicas funcionales sobre el control de malezas, plagas y enfermedades
que afectan a las actividades agricolas, por lo que se considera como una alternativa que

permite mantener la sostenibilidad del ambiente.

Durante mucho tiempo se consider6 a la balsa como una de las malezas que
presentaba una facil propagacion, debido a que sus semillas se dispersaban con facilidad
con la ayuda del viento hacia diversos lugares (Jara, 2021). Actualmente, es uno de los
recursos forestales econdmicamente importantes para el pais, como resultado, la especie
ha alcanzado casi el 95% de la produccion mundial, y hoy en dia esta madera esta dotada
de multiples usos comerciales y artesanales, considerando la importancia econémica que
se presenta en la diferentes familias ecuatorianas vinculadas con el crecimiento y

desarrollo de esta especie (Viera, 2020).

A pesar de la importancia econdémica de la balsa en el medio y de la alta cantidad
de biomasa que se genera a partir de las actividades relacionadas con la tala y
comercializacion del producto resultante del &rbol, no se aprovecha en su totalidad el
material vegetal proveniente las ramas, la misma que puede ser considerada como una

alternativa viable para ser utilizada por la agroindustria (Bermeo, 2018).

En caso de la hojas de balsa (Ochroma pyramidale) no se encuentra una amplia
documentacién que describa las propiedades fitotoxicas de la hoja de balsa cultivada
dentro del territorio ecuatoriano. Por lo tanto en la presente investigacion estd encaminada
a la basqueda del aprovechamiento de biomasas de subproductos de origen vegetal como
nuevas alternativas que permitan la obtencion y produccion agroindustrial de un
bioherbicida organico que permita efectuar un control de malezas de manera eficiente lo
que encamine al desarrollo de una agricultura sostenible y amigable con el medio

Ambiente.



1.1. Formulacion del problema.

Por lo expuesto anteriormente se formula el siguiente planteamiento del problema:

¢De qué manera influye la inclusion de diferentes concentraciones de extractos de
hojas de balsa (Ochroma pyramidale) sobre la germinacion y respuesta morfoldgica de

semilla de lechuga (Lactuca sativa)?

2. ANTECEDENTES

Ramos (2016), al evaluar la actividad fitoquimica de hojas de balsa documenta la
presencia de flavonoides, leucoantocianidinas, esteroides, saponinas, taninos y fenoles,
asi como la ausencia de heterésidos cianogenéticos, antraquinonas y alcaloides, sin
embargo estos resultados se consideran variante debido a las condiciones climaticas de

donde se desarrollo la investigacion.

Guevara et al., (2019), evaluaron la efectividad de un Bioherbicida a partir de
extracto fendlico obtenido de residuos de almazaras documentaron la efectividad sobre la
inhibicién de la germinacion de semillas, muestra que en concentraciones de 100 ppm

(equivalentes de acido galico) aproximadamente sélo el 10% de las semillas germinaron.

Portugués-Garcia et al., (2020), al evaluar el efecto de efecto preemergente del
extracto de Pinus sp., en Arthraxon quartinianus (A. Rich.), en invernadero muestra que
los extractos de pino resulto negativo sobre la disminucion del efecto inhibitorio de este

extracto sobre diferentes arvenses.

Con tales antecedentes se pretende encaminar al desarrollo de un bioherbicida a
partir de la utilizacién de materia prima de origen no alimenticio y de gran abundancia
dentro del medio, siendo esto de interés para el desarrollo de una agricultura que sea

sostenible en el paso del tiempo.



3. JUSTIFICACION

La sostenibilidad y calidad de los suelos utilizados por la agricultura actual es uno
de los objetivos que buscan mantener el equilibrio de agro-ecosistema con el que se
ejecuten de la mejor manera cada una de las actividades productivas con las que se busque
la obtencion de productos saludables y libre de quimicos, adicionalmente, se tiene que
esto es de interés para la agroindustria debido a que se abastece de materias primas que

presente un buen nivel de calidad.

El trabajo investigativo se desarrolld con la finalidad de crear un herbicida
organico que presente un buen nivel de efectividad sobre las diferentes malezas que son
consideradas como un problema en los diferentes cultivos que se desarrollan dentro del
area productiva del canton Chone, lo que a su vez se vincule con el aprovechamiento de
los residuos de origen vegetal que se obtienen a partir de las actividades econémicas
ejercidas dentro de este sector, fomentando de manera directa al desarrollo de la
agroindustria no alimentaria, considerando la importancia que esta tiene desde los
diferentes sectores productivos que se ejecutan como parte de las actividades de

subsistencia de las diferentes familias.

Desde este aspecto se encamina al desarrollo a las posibles soluciones de uno de
los mayores problemas que se presentan entorno al ambito agropecuario, los mismos que

directamente han presentado repercusion sobre los rendimientos productivos de cultivos.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad fitotoxica y tamizaje fitoquimico de los extractos de hojas de balsa

(Ochroma pyramidale) para la produccion de bioherbicidas.

4.2. Objetivos especificos
» Analizar la presencia de metabolitos secundarios y caracteristicas quimicas de
extractos de hojas de balsa.

» Determinar el efecto fitotoxico de los extractos de hojas de balsa mediante pruebas

in vitro en semillas de lechuga (Lactuca sativa).

» Establecer los parametros de produccion del bioherbicida a nivel de planta piloto.

5. HIPOTESIS

La inclusion de diferentes concentraciones de extractos de hojas de balsa (Ochroma
pyramidale) influye significativamente sobre la germinacion y respuesta morfologica de

semilla de lechuga (Lactuca sativa).

6. MARCO REFERENCIAL

6.1. La balsa

6.1.1. Descripcidon de la especie

Ochroma pyramidale o balsa es una especie tropical pionera, de rapido
crecimiento y de interés comercial; pertenece a la familia Malvaceae y se desarrolla en
altitudes que oscilan entre los 150 y 400 msnm, en suelos bien drenados y humedos

caracteristicos de las selvas tropicales (Pérez, 2018).

La balsa (Ochroma pyramidale) es una especie forestal originaria de México,

América del Sur y el Caribe. Ampliamente utilizada en la construccion de aviones, barcos,



cascos y cubiertas de los modelos de aviones y barcos a motor de alta velocidad mas

avanzados del mundo (Camacho et al., 2018).

Una de las grandes ventajas que tiene esta especie es el rapido crecimiento de los
arboles, su incremento medio anual de (10 a 25 m3/ha/afio) y corto periodo de
aprovechamiento, permite tener una fuente importante de madera en zonas tropicales, que
ha ganado popularidad mundial, por la atraccion y durabilidad de la madera,

convirtiéndola en la primera especie exotica de exportacion (Gonzalez et al., 2018).

Los arboles alcanzan una altura de 30 m. Sus troncos miden de 75 cm a 90 cm de
didmetro y, a pesar de su rapido crecimiento, no son una especie peligrosa para el medio
ambiente ni para la sociedad. La tala de estos arboles tarda 6 afios en producirse, haciendo
un corte transversal mostrando una estructura conformada por alveolos que son los que
proporcionan la calidad y cualidad de ligereza util que es aprovechada por los
aeromodelistas, pese a que contiene esta cualidad presenta una resistencia y es utilizable
en otras industrias (Hernandez y Petroche, 2017).

Las exportaciones se realizan principalmente siguiendo la demanda externa ya que
la demanda nacional es muy pequefia. En nuestro pais, solo el 10% se utiliza para hacer
artesanias caseras, mientras que el 90% se exporta principalmente a Estados Unidos y la
Comunidad Econdmica Europea en forma de tableros, laminas, bloques y madera
aserrada (Cabrera, 2019).

Imagen 1. Plantaciones de balsa.



6.1.2. Propiedades

Considerada una de las maderas mas livianas del mundo, la balsa tiene una
microestructura celular de la madera de balsa incluye un volumen muy importante de
espacio vacio, lo que le otorga una mayor rigidez axial especifica y resistencia en relacion
con otros materiales; también exhibe excelentes propiedades de absorcion de energia

debido a su densidad relativamente baja (Moncayo et al., 2017).

Ochroma pyramidale, cominmente conocida como balsa, guano, corcho, lana,
pau de balsa y bois flot, es un colonizador importante para mejorar los bosques
secundarios. Es una especie de arbol de rapido crecimiento que produce madera de muy
baja densidad que se puede utilizar en juguetes, artesanias, chapas para interiores y
aislamiento (Viera, 2020).

En relacion a las caracteristicas foliares de las hojas de balsa se describen se
describen concentraciones de 185, 134, 50 y 10 pmol m-2 para Fe, Mn, Zn y Cu. Del
extracto etandlico de la madera se aislaron previamente &cidos grasos, esteroles,
cumarinas y lignanos, sin embargo, las hojas, que son consideradas como material de
desecho por la industria forestal, no han sido analizados previamente. Este papel describe
los metabolitos secundarios aislados de las hojas del arbol de balsa y las conformaciones
preferidas de 8-C-b-D-glucopiranosilapigenina (vitexina), determinadas por modelado

molecular (Marenco et al., 2003).

6.1.3. La balsa en Ecuador

En el pais Ecuador, se dispone de 27 millones de hectareas aproximadamente, y
de este total un 41% se encuentran protegidos por bosques, de estos bosques unos 6
millones de hectareas son clasificados en el orden de bosques productores. En estos
bosques se pueden utilizar de 25 a 50 metros clbicos por hectarea, para un total de unos
245 millones de metros cubicos, cifra que puede incrementarse a unos 2,6 millones de

metros clbicos con técnicas de forestacion adecuadas (Lascano, 2021).

Las provincias de Esmeraldas, Los Rios y Guayas dominan el sector del cultivo
en balsa en el Ecuador. Debido a la naturaleza del clima, la balsa puede desarrollarse
plenamente en estos lugares, ya sea a través de métodos naturales de dispersion de

semillas o mediante la reforestacion. El crecimiento de los voliumenes de produccion y



exportacion de esta vegetal estada dada por un incremento en las superficies de
plantaciones sembradas durante los ultimos afios, logrando de esta manera expandirse a
diferentes provincias del Ecuador, entre las que se encuentran Manabi, Santo Domingo y
provincias del Oriente Ecuatoriano donde se han expandido este tipo de cultivos
(Martinez, 2022).

Dentro de este aspecto, la cadena de valor de la balsa en Ecuador esta dada por
una alta competitividad en el mercado local e internacional, es asi que durante el periodo
del afio 2020 el 77% de las exportaciones de balsa ecuatoriana se dirigieron a Asia, 12%
a Europa y un 11% a paises vecinos de América (Doumet et al., 2021).

Imagen 2. Actividad comercial de la balsa en Ecuador

6.2. La teca

La teca (Tectona grandis L.f) es una especie forestal introducida de paises
asiaticos. Estd adaptada a un clima tropical, compuesto por un periodo seco, de 3 a 5
meses de duracién, y un periodo de lluvias, con unas precipitaciones anuales de 1.000 -
3.750 mm/afio y una temperatura de entre 13 y 40°C, con condiciones 6ptimas de 25°C
(Baez, 2018).

La madera de teca (Tectona grandis L.) es conocida en el mercado internacional
por su durabilidad natural, estabilidad dimensional, propiedades fisicomecanicas y
esteticidad. En términos generales, la madera esta constituida por diferentes estructuras
celulares que, dependiendo de su configuracion, realizan funciones especificas en la
planta (Rodriguez et al., 2018).



Imagen 3. Plantaciones de tecas

6.2.1. Propiedades de la hoja de teca

Presentan peciolos gruesos, bordes enteros, tamafios mayormente grandes, de
color verde oscuro, con textura aspera en el haz y tomentosas en el envés. Asi mismo, las
hojas y ramas son opuestas, las paniculas y ramas jovenes son amarillas con hojas
caducas. Botanicamente se describen como simples, de forma eliptica, opuestas desde 11
hasta 85 cm de largo y de 6 a 50 cm de ancho (Chacon, 2019).

La hoja es peciolada con forma desde ovalada-lanceolada hasta ampliamente
ovalada, con épice y base cuneiforme y borde entero o denticulado. De color verde
brillante por el haz o cara superior de la hoja y verde méas oscuro por el envés que presenta
una textura aspera por ser densamente tormentosa y velluda. La red venosa de color mas
claro (Vaquero, 2018).

Imagen 4. Hoja de la teca



6.2. Compuestos fitotoxicos

Los compuestos fitotdxicos de las plantas son productos naturales que pueden
reemplazar a los herbicidas y agroquimicos tradicionales, y sus efectos negativos sobre
la resistencia de las malezas, la degradacion del suelo y del medio ambiente y los
organismos son cada vez mas evidentes. Contribuye a la sostenibilidad de los sistemas de

produccion agricola (Torres et al., 2017).

Los compuestos bioactivos extraidos de los 6rganos de las plantas (hojas, raices,
flores, tallos y semillas) tienen potencial fitotdxico, lo que los convierte en candidatos a
herbicidas bioldgicos. Informes como el uso de extractos metandlicos de rabano
(Raphanus sativus) y colinabo (Brassica napobrassica) han mostrado efectos negativos
en la germinacion y vigor en los cultivos de lechuga (Lactuca sativa), tomate (Solanum

lycopersicum) y arroz (Oryza sativa) (Cruz-Ortiz y Flores-Méndez, 2022).

6.3. Fitotoxicidad de productos de origen vegetal

Los productos naturales son una fuente importante de moléculas estructuralmente
muy diversas que pueden abordar la aparicion de resistencia, ya que en muchos casos,
estos compuestos pueden exhibir multiples modos de accion y actuar sobre maultiples
objetivos simultaneamente, lo que hace que la resistencia sea mas dificil de encontrar.
Ademas, debido a su origen natural, son a priori mas respetuosos con el medio ambiente,
generalmente tienen vidas medias cortas y, por lo tanto, son mas propensos a la
degradacion. Estos productos de origen natural pueden ser organismos vivos, como
microorganismos, hongos o plantas, o moléculas derivadas de su metabolismo, como
metabolitos secundarios, en procesos que generalmente son poco importantes para el
organismo que los produjo, pero que le confieren ventajas adaptativas en los ecosistemas

que desarrollan (Lopez, 2021).

En el caso de las plantas, los efectos alelopaticos de las plantas-plantas estan dados
por funciones inhibidores sobre las funciones respiratorias, equilibrio hidrico,
fotosintesis, funcion estomatica, permeabilidad de la membrana, sintesis de las proteinas,

conductancia dela agua y alteracion de la actividad enzimatica (Chaidez, 2019).
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6.4. Procesos de maceracion

La maceracion es un proceso fisicoquimico complejo en el que se extraen los
diferentes compuestos fendlicos, particularmente, antocianos y taninos, entre otras
sustancias (aromaéticas, nitrogenadas, polisacéaridos y minerales entre otros) (Palomares,
2019).

Los procesos de maceracion se caracterizan fundamentalmente por la baja
presencia de residuos que contaminen al medio ambiente, debido a que Unicamente existe
una transformacion del producto, mas no se genera ningun residuo solido, liquido, ni

gaseoso que pueda afectar al medio ambiente (Lopez y Rodriguez, 2016).

La obtencién de los extractos con solventes estd dada por la capacidad de
solubilizar los principales compuestos activos, los cuales deben pasar de la muestra al
solvente, de tal manera que se obtiene un extracto liquido, para posteriormente concentrar
la muestra eliminando la menor o mayor cantidad del solvente utilizado durante el proceso

de maceracion (Flores y Ticona, 2019).

6.4.1. Maceracion en frio

La maceracién en frio se basa en la introduccion de las materias primas (frutas,
vegetales o hierbas) en un envases de vidrio ambar o incoloro dependiendo del material a
macerar; en el mismo se adiciona el solvente (alcohol, metanol, etc) por un determinado

tiempo en que se desprenden compuestos aromaticos (Pineda, 2019).

Imagen 5. Maceracion de material vegetal en frio.
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6.5. Rotoevaporacion

Los métodos de rotoevaporacion es un proceso que se realiza en un equipo
rotovaporador que mediante la destilacion a vacio, la cual permite la evaporacion rapida
del disolvente de una disolucion, recuperando el soluto (liquido o sélido). Por lo general
se utiliza4 una trompa o una bomba de membrana o de vacio. Es importante conocer el
punto de ebullicion del disolvente a eliminar para que el bafio maria no se sobrecaliente.
Si el producto a separar es un liquido, también se debe conocer su punto de ebullicion

para que no se evapore con el solvente (Cushquicushma, 2018).

La técnica del evaporador rotatorio también se esta utilizando para aplicaciones
industriales a gran escala, como concentracion, secado, recristalizacion, sintesis,
purificacion de solventes y reciclaje y destilacion en las industrias farmacéutica, quimica
y alimentaria. La evaporacion rotatoria también es rapida y suave, con una evaporacion a

menor temperatura y menos descomposicién térmica (Asghar et al., 2020).

Imagen 6. Rotoevaporacion de extractos.

6.6. Tamizaje fotoquimico

El cribado fotoguimico consiste en obtener extractos de plantas utilizando
disolventes como agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter. Otro solvente, el
diclorometano, se usa exclusivamente para la extraccion de terpenoides. Posterior a la

obtencion de los extractos se efectllan reacciones de coloracién las cuales son reacciones
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sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los resultados de las reacciones son reportados

como (+) o (-) para el metabolito de que se trate (Tituafia y Zurita, 2020).

Los estudios fitoquimicos han permitido cribar e identificar metabolitos
secundarios, principalmente fenolicos, como flavonoides, antocianinas, taninos,
hidrolizables y condensables, y derivados de los é&cidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico. Muchos de estos ingredientes muestran actividades bioldgicas
significativas como antioxidantes, antibacterianas, antiinflamatorias y vasodilatadoras
(Plaza, 2015).

6.7. Compuestos de los metabolitos secundarios

Los compuestos de los metabolitos secundarios no tienen una funcion reconocida
en los procesos fisioldgicos fundamentales de los organismos que lo sintetizan. La
evidencia de regulacion de los metabolitos en los productos juega un papel de gran
importancia en la supervivencia de las especies vegetales. La presencia de este tipo de
metabolitos esta limitada por factores como las familias, razas o especies, no obstante, en
mucho de los casos las condiciones del entorno tienden a modificar la presencia de alguno

de los compuestos (Huisa, 2021).

Los metabolitos secundarios de las plantas juegan un papel fundamental en el
funcionamiento del ecosistema y contribuyen en gran medida a la diversidad fotoquimica
(Couture et al., 2016), considerando que no solo son una variedad Gtil de productos
naturales, sino también una parte importante del sistema de defensa de las plantas contra
los ataques patdgenos Y las tensiones ambientales debido a la actividad bioldgica (Brourd,
2020).

Los metabolitos secundarios estan compuestos por derivados de las rutas de las
biosintesis de metabolismo primario de carbono de plantas, que se encuentran en el
citoplasma de la diversidad de células vegetales. Los MS, a diferencia de los metabolitos
primarios, tienen una distribucion diferente en el reino vegetal porque se sintetizan en
pequefias cantidades y se sintetizan de manera especifica, determinada por el género,

familia o especie vegetal (Hernandez et al., 2018).
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6.7.1. Flavonoides

Los flavonoides son sustancias fendlicas hidroxiladas que las plantas suelen
sintetizar en respuesta a infecciones microbianas, y la actividad antibacteriana de los
flavonoides puede deberse a su capacidad para formar interacciones proteicas con
proteinas intracelulares y sus interacciones con las paredes celulares bacterianas
(Rodriguez et al., 2017).

Los flavonoides tienen como caracteristica la presencia de un bajo peso molecular,
en las plantas las principales funciones estan dadas como antioxidantes antimicrobianos,
fotorreceptores, repelentes y protectores de la luz. No obstante, se documenta que la
funcion de este tipo de compuesto esta vinculada con la inhibicion de la actividad
bioldgica, farmacoldgica, antioxidante, antiviral, antibacterial, cardioprotectora,

neuroprotectora, y antiamebial (Alvarez, 2020).

Los flavonoides son metabolitos secundarios, un grupo muy amplio de
compuestos polifendlicos, caracterizados por estructura benzo-y-pirano, distribuidos en
el reino vegetal, cominmente encontrados en plantas vasculares, en forma de glucésidos;
comunes en semillas, raices, frutos, hojas, tallos y flores. Los flavonoides también son
ecologicamente relevantes y tienen una variedad de efectos, como polinizacion,
estimuladores de la puesta de huevos y defensa contra microorganismos e insectos
(Colina, 2016).

Los flavonoides son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente en la
naturaleza y son responsables del buen funcionamiento de las plantas, y sus beneficios
para la salud humana han sido bien documentados en varios estudios. Uno de ellos es su
conocida capacidad antioxidante, siendo utilizados para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con procesos inflamatorios y enfermedades cardiovasculares porque
mejoran la circulacion periférica, la movilizacion del colesterol y reducen la fragilidad
capilar. También se han documentado sus actividades hepatoprotectoras, antialérgicas,

antitrombdticas, anticancerigenas, antibacterianas y antifungicas. (Vasquez, 2015).

Los investigadores han demostrado que la fitotoxicidad de los compuestos
fenolicos estd correlacionada y puede variar de acuerdo con su contenido lipofilico,
probablemente debido a su capacidad para atravesar membranas bioldgicas (Bouknana et
al., 2019).
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6.7.2. Alcaloides

Los alcaloides son sin duda los metabolitos secundarios mas conocidos, ya que
dentro de este grupo se encuentran compuestos quimicos como la nicotina y la cafeina, y
también es el grupo més numeroso con alrededor de 5000 compuestos conocidos. Estos
compuestos se caracterizan por contener sustancias organicas ricas en nitrogeno que
tienen algunos efectos fisioldgicos positivos 0 negativos sobre otros organismos (Reyes
etal., 2017).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados, generalmente heterociclos basicos,
con diversas actividades bioldgicas. Las especies del género Desmodium pueden contener
alcaloides tales como salsolina, salsolidina (tetrahidroisoquinolinas), derivados de -
fenetilaminas y derivados de triptamina. En Desmodium gyrans fueron identificados 2
alcaloides, uno de estructura isoquinolinica (1-[(3,4-dietoxifenil) metil]-6,7-dietoxi-
isoquinolina) y el otro pirazolinico (3,4-dimetil-4-nitro-2-pirazolina-5-ona) (Reginfo,
2018).

6.7.3. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios que pertenecen al grupo de glucésidos
en las que se incluyen a todas las sustancias constituidas por azucares en formas de
acetales, que contienen un nucleo lipofilico que puede presentar una estructura esteroide
o0 triterpenoide vinculado a una o dos cadenas de carbohidratos. Las saponinas son
denominadas sustancias quimicas conocidas como fotoquimicos de una de las numerosas
estructuras que se encuentran en fuentes de origen natural y que dan como resultado

sustancias espumosas cuando se agitan en soluciones (Marruffo, 2019).

Las saponinas son consideradas como parte del sistema de defensa de las plantas
debido al efecto antimicrobiano e insecticida que en muchos de los casos prevalece de
acuerdo a la especie vegetal, ademas de la descripcion de efectos insecticida,
antiprotozoaria, antiinflamatorio, leishmanicida, anti-trichomonas, anti-agregante

plaquetario y broncolitico (Mendoza, 2019).
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6.7.4. Taninos

Los taninos son compuestos polifenolicos que comunmente se encuentran
presentes como metabolitos secundarios en las diferentes especies vegetales. De acuerdo
con la estructura quimica que presenta este tipo de compuestos se dividen en dos grupos
hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables son ésteres de acido galico y &cido
elagico glicosilados y los taninos condensados o proantocianidinas son polimeros de
flavan-3-ol y/o flavan-3,4-diol. De acuerdo con la estructura quimica de los taninos
presentan diferentes efectos farmacoldgicos tales como antioxidante y antimicrobiano,
con actividad frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus

anthracis y Shigella dysenteriae y efecto cicatrizante (Reginfo, 2018).

De acuerdo con las denominaciones descritas anteriormente los taninos son
considerados como solidos amorfos que pueden disolverse en agua (forman soluciones
coloidales) en disolventes orgéanicos polares (acetona, alcohol, glicerol) y en disolventes
organicos apolares (éter etilico, cloroformo). El uso de los taninos esté limitado debido a
la presencia de propiedades picantes intermitentes, a pesar del efecto antiinflamatorio,
antiséptico e impermeabilizan externamente las capas periféricas de la piel (exfolian la
piel) membranas mucosas (Huisa, 2021). Los taninos actian como protectores del ataque
de insectos y hongos, por eso tienen propiedades bactericidas y bacteriostaticas (Colina,
2016).

6.7.6. AzUcares reductores.

Los azucares reductores poseen un grupo carbonilo en su estructura. Este grupo
puede actuar como aldehido o como cetona, segun su ubicacién en la estructura principal
del azGcar. Se le llama azlcar reductor debido a su capacidad para reducir otros
compuestos, lo que ocurre debido a la alta reactividad del doble enlace del oxigeno. En el
caso de las plantas, este tipo de compuestos, ademas de ser los encargados de
proporcionarles energia, también juegan un papel muy importante en el proceso de
fotosintesis (Granja, 2019).

Poseen grupos carbonilo intacto que puede reaccionar como reductores con otras
moléculas que actlan como antioxidantes. Estas propiedades permiten efectuar una
determinacion de las concentraciones de azucares midiendo la cantidad del agente

oxidante que es reducido (Ramos, 2019).
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6.7.7. Cumarinas

Son benzo-a-pironas, que son compuestos de gran utilidad en la plantas como en
las raices, flores y frutos. Se clasifican segln genin hidroxicumarinas, furanocumarinas y
piranocumarinas, las cuales se presentan como heterdpsidos. En el caso de las
hidroxicumarinas se caracterizan por ser solubles en disolventes organicos como éter,
cloroformo alcoholes; las furanocumarinas y piranocumarinas se disuelven con facilidad
en compuestos organicos apolares (éter etilico, cloroformo) heterdsidos son solubles en

agua acido clorhidrico (Huisa, 2021).

Se cree que la cumarina es un metabolito secundario sintetizado a través de la
accion del &cido shikimico, o0 mas comunmente su forma aniénica acido shikimico, un
metabolito intermedio a través de la funcion metabdlica del acido. Estos metabolitos
muestran un espectro ultravioleta (UV) caracteristico, fuertemente influenciado por la
naturaleza y profundamente alterado en medios alcalinos. La mayoria de las cumarinas
populares se encuentran libres en las plantas y a menudo presentes en cualquier 6rgano

de la planta, desde las raices hasta las flores y los frutos (Mora, 2021).

6.8. Evaluacién in vitro

La expresion "cultivo de plantas in vitro" se refiere al cultivo de plantas en frascos
de vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas basicas: la esterilidad (libre de gérmenes, etc.) y el control de los factores
que afectan el crecimiento. La micropropagacion, o propagacion clonal, es una de las
aplicaciones mas extendidas del cultivo in vitro. A través de la micropropagacion se
obtiene una progenie uniforme, plantas genéticamente idénticas, a partir de fragmentos

(explantes) de la planta madre, Ilamados clones (Castillo, 2004).

6.9. Balances de materia

El balance de masa estudia la distribucion de todos los materiales utilizados en el
proceso de obtencidn de productos, subproductos y residuos. Ademas, debido a los altos
costos energéticos actuales, el uso y distribucion de la energia es muy importante. Sin
embargo, los procesos son una industria de consumo intensivo de energia y motivo por

el cual se estan realizando esfuerzos para minimizar el uso de este recurso, y se espera
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que la conservacion de energia sea un tema mas importante en el futuro de lo que es ahora
(Monsalvo et al., 2014).

6.10. Diagramas de flujo

Los diagramas de flujo son una forma de expresar de manera gréfica ciertos datos
importantes para una empresa, es decir muestran como se desarrolla un proceso con la
graficacion de los pasos de forma secuencial y evitando cometer errores, y si asi fuera el
caso tratando de corregirlos. Es asi un problema es mas facil que se resuelva si se tiene

todos los pasos para e llegar a la solucién (Gonzalez, 2019).

7. DISENO METODOLOGICO

7.1. Localizacién

La investigacion se la realiz6 en el la Facultad de Ciencias Zootécnicas en el
laboratorio de Microbiologia, bromatologia, Quimica y Biologia. Con la finalidad de
contrastar los resultados de los efectos alelopaticos de hojas de la balsa se efectu6 una
comparacién con los extractos de hojas de teca, los cuales previamente han reportado

efectos alelopéticos en semillas de lechuga (Espejo et al., 2010).

7.2. Recoleccion de la materia prima

La recoleccion de la materia prima vegetal se la efectué de forma aleatoria de
diferentes arboles de la mismas especie; se recolectaron hojas de los predios del sitio San
Andreés del canton Chone durante el mes de Julio, con las siguientes coordenadas
0°39°417"S y 80°03°02"" W. EI area cuenta con una temperatura promedio de 24 a 29 °C
con un total de Las hojas fueron recolectadas se colocaron a deshidratar a temperatura

ambiente, bajo sombra por un periodo de 72 horas.
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Figura 1. Localizacion del area de recoleccion del material vegetal.

7.3. Maceracion del material vegetal

Se evalud la presencia de compuestos quimicos de manera cualitativa mediante la
aplicacion de tamizajes fitoquimico, en las que se identificaron los metabolitos
secundarios presente en las hojas de balsa. Previo al desarrollo del tamizaje las muestras
de las especies vegetales se colocaron a maceracion en alcohol al 96 % en diluciones de
1:10 (1 gramo del materia vegetal; 10 mL de alcohol); previo a ello se efectué una
reduccion del tamarfio de la hoja de forma manual con la finalidad de obtener una mayor
extraccion de los metabolitos disponibles en el material vegetal. El proceso de maceracion
se lo desarroll6 a temperatura ambiente en un lugar oscuro libre de los rayos del sol, por
un periodo de 92 horas.

Posteriormente se procedié a efectuar un filtrado del producto de la maceracion;
para ello se coloc6 un embudo con un papel filtro sobre un vaso de precipitacion de
capacidad de 500 mL.

7.4. Concentracion.

La concentracion se efectu6 mediante la utilizacion de un rotovaporador de la
marca DLAB., modelo RE100-Pro. Se inicié con la preparacion e instalacion del equipo.
Se peso el baldén que se colocd las muestras del material vegetal para determinar las
diferencias de pesos especificos y determinar las concentraciones de mg.mL en funcion
al volumen colocado a rotoevaporar. La rotovaporacion se lo efectu6 a temperatura de 45
°C con una presion atmosférica 175 mbars Se efectud una identificacion de los siguientes
compuestos:
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7.5. Tamizaje fitoquimico

7.5.1. Saponinas

Fueron determinadas cualitativamente mediante la utilizacion de un tubo de
ensayo en el que se coloco un (1) mL del extracto y cinco (5) mL de agua destilada se
agité manualmente por 10 minutos. El resultado esperado es la formacion de espuma, si

se mantiene por dos (2) minutos el resultado es positivo.

7.5.2. Alcaloides

En un tubo de ensayo se coloco un (1) mL de extracto de extracto y tres (3) gotas
cloruro férrico (FeCls) en concentraciones al 5% m/v, se esper6 el cambio de coloracién
de manera inmediata, para que sea positivo la reaccion debe presentar un color rojo vino,

azul o amarillo verdoso.

7.5.3. Fenoles

Para la determinacion cualitativa de fenoles, en un tubo de ensayo se colocd un
(1) mL de extracto y seis (6) gotas de hidréxido de sodio (NaOH) al 10% m/v, el tiempo
de reaccién es inmediato en el cambio de coloracidn, si se observa un color azul la muestra

es positiva.

7.5.4. Taninos

En un tubo de ensayo se colocé un (1) mL de extracto de extracto y tres (3) gotas
cloruro férrico (FeCls) en concentraciones al 5% m/v, se esperé el cambio de coloracion
de manera inmediata, para que sea positivo la reaccién debe presentar un color rojo vino,

azul o amarillo verdoso.

7.5.6. Flavonoides

La determinacion, se realizé empleando el método Shinoda. Para ello, en un tubo
de ensayo se colocd un (1) mL de extracto, se coloco la viruta de magnesio y un (1) mL
de &cido clorhidrico (HCI) concentrado, se esperd por cinco (5) minutos la reaccion, luego

se afiadio un (1) mL de alcohol isoamilico. El resultado esperado del ensayo, se considera
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positivo cuando el alcohol isoamilico se colorea de rojo carmelita (+ poca presencia),

naranja carmelita (++ mediana presencia) y verde carmelita intenso (+++ alta presencia).

7.5.7. AzUcares reductores

Este andlisis se realizo en espera de un resultado positivo de acuerdo al material
vegetal que se esta trabajando, se realizo por el método de Bennedict, en un tubo de ensayo
se colocaron 0,5 mL de extracto, se le afiadio el reactivo de Bennedict hasta que se obtuvo
una coloracion azul y se llevo a bafio maria durante 10 minutos, hasta alcanzar una
temperatura de 60°C. EI cambio de coloracion a marrén indica una mayor presencia de
azUcares reductores. La calificacion asignada al término de cada prueba fue: +: Hubo

reaccion / reaccion positiva -: No hubo reaccidn / reaccion negativa.

7.5.8. Catequinas

Para la determinacion de las catequinas se tomo una gota de las fracciones de cada
uno de los extractos y se colocaron sobre un papel filtro. Sobre la mancha se aplicé una
solucion de carbonato de calcio. La aparicion de una mancha verde carmelitana a la luz

UV indica gque es un ensayo positivo.

7.6. Contenido fendlico total de los extractos

Para el calculo del contenido fendlico total de los extractos dese siguieron los
siguientes procedimientos:

- Se realizaron las determinaciones de contenido fendlico de a partir de la curva
de calibracidon de acido gélico, obtenida de acuerdo a las siguientes diluciones:
(5, 25, 50, 75, 100, 125, 150) mg/L.

- Se tomaron 200 pL de la muestra,

- Seadicionan 1.5 ml de agua destilada, y 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, para
dejarlo reposar por 5 minutos.

- Seguido se le agregaron 200 pL de Carbonato de sodio al 20%. La solucion se

deja reposar por 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

La absorbancia de las muestras o estandares fue medida con un espectrofotémetro
de la Marca GENESYS 180 de UV-visible a una longitud de onda de fueron de 725 nm
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Para el calculo del contenido fenolico total se siguio la ecuacion:

CFT =

Donde:
CFT: Contenido fendlico total (mg GAE/g de muestra seca)

C: Es la concentracion de &cido galico estabilizada por la curva de calibracion en

mg/L
V: Es el volumen de la muestra en mL

M: El peso de la muestra en gramos

7.7. Evaluacion de efecto fitotdxico in vitro de los extractos de hojas de balsa y teca.

El desarrollo de las pruebas in vitro se efectud en cultivos de lechuga (Lactuca
sativa) mendiante ensayos de inhibicidn del crecimiento, para ello se utilizaron semillas
certificadas de la empresa Agricola Santo Domingo las cuales se colocaron en cubetas de
germinacion de plastico en donde se colocé un total de 20 semillas por cada replica. Las
semillas fueron sembradas en sustrato organico proveniente de los viveros Nevares de
San Andrés. Cada uno de estos parametros se los evalu6 en periodos de tiempos de 24

horas hasta alcanzar un periodo de 120 horas (cinco dias).
Para cada uno de los tratamientos se evaluaron las variables:

Numero de semillas germinadas (NSG): en cada tratamiento se cuantifico el
total de semillas germinadas. De acuerdo con lo descrito por Espejo et al., (2010), Las

semillas se consideraron germinadas cuando la protrusion radicular supero los 2 mm.

Porcentaje de germinacion (% G): El porcentaje de germinacion de las semillas

se lo efectué mediante la siguiente ecuacion.

Numero de platas emergidas

%G x100

Numero de semillas sembradas
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Indice de respuesta alelopatica (IRA): el calculo de este parametro se lo efectu6
mediante la ecuacién planteada por Wang et al., (2006) y Espinosa (2007). Este indice
muestra como se comporta la germinacion al aplicar el extracto. Cuando Gm es mayor o
igual a la del testigo, se aplica la primera formula; en el caso contrario, se aplicara la
segunda. De acuerdo con lo descrito por Espejo et al., (2010), este tipo de calculos define
el efecto provocado por el extracto; Si el indice es mayor que cero, se evidencia la
existencia de una estimulacion en la germinacion; si el mismo es menor que cero, el

extracto produjo inhibicion.

Si Gm > Grentonces:
G
IRA=1-— [—T]
Gum
Gwm < Gt entonces:

Gm
IRA = || -1
&)

Donde:

Gr: Germinacion del testigo.

Gwm: Germinacion de la muestra

7.7.1. Evaluacion de los parametros morfoldgicos de las plantulas de lechuga.

Para la evaluacion de los parametros morfoldgicos de las plantulas de lechuga se
escogid aleatoriamente cinco plantas de cada una de los tratamientos en estudio, las
mismas que fueron seleccionadas aleatoriamente. Las medidas de la longitud de la
radicula, hipocotilo y de los cotiledones se las efectuo acorde al esquema de plantula de
Lactuca sativa (Figura 6), para efectuar las medidas de cada uno de estos parametros se
utilizé una hoja milimetrada A4 con capacidad de medida de 30 cm. Las pruebas de
toxicidad de semillas se las efectuo siguiendo las recomendaciones descritas por Castillo
(2004).
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Longitud de la radicula (LR): la longitud de la radicula se la midi6 desde el nudo

que une la radicula con el Hipocotilo hasta el extremo de la radicula.

Longitud del Hipocotilo (LH): Para las medidas de la elongacion del hipocotilo

se considera desde el nudo hasta el sitio de insercion de los dos cotiledones.

Longitud de los cotiledones (LC): la longitud de los cotiledones se la midi6 desde

el sitio de insercién de los cotiledones hasta extremo de los cotiledones.

cotiledones

hipocotilo

| P—
radicula

Figura 2. Esquema de plantula de Lactuca sativa

7.8. Formulaciones

Se utiliz6 un Disefio experimental completamente al azar, con arreglo bifactorial,
en donde se tuvo como factor A las fracciones etandlicas y acuosas y factor B las tres
concentraciones. Se aplicaron dos tratamientos control (control con etanol: (25 ml de
agua destilada y 25 ml etanol) y control agua con agua destilada. Para efectuar cada una
de las diluciones se considero las concentraciones de cada una de las fracciones

provenientes la rotoevaporacion.

Para la determinacion de la eficiencia de los extractos de la hoja de balsa se utilizaran tres

concentraciones como se describe en la tabla 1.
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Tabla 1. Formulaciones.

Tratamie Cadigo Concentracién mg/L Replicas Un_idad
ntos experimental
0 Control H20O Control 100% Agua. S 20
1 Control Control 25 ml de agua, 25 5 20
etanol _ ml etanol
5 EAB-D1 Fraccmg (?(():t#]);?Lde balsa 5 20
3 EAB-D2 Fracciéfsg((:)urcr)]sga/ Ee balsa 5 20
4 EAB-D3 Fracciézns?)%ur?]sgg)/ Ee balsa 5 20
5 EAT-D1 FracciénSe(;[gnr?]g;:E de balsa 5 20
5 EAT-D2 Fracciénlg?(;\cr')rl] Igcl?_ de balsa 5 20
7 EAT-D3 Fracciénzg'g;l(;\cr’)rll IgC/all_ de balsa 5 20
8 EEB-D1 FracuégO%crL]Jqogs/cl)_ de teca 5 20
9 EEB-D? Fracc?rg ggt:g;(/)l_de teca 5 20
10 EEB-D3 Fraccu;rg ggt:g;(/)l_de teca 5 20
1 EET-D1 Fracciénsggir::gl;i/(l:_a de teca 5 20
12 EET-D2 Fraccic?g 5e('§z(i)nr%l é(/:lzi de teca 5 20
13 EET-D3 Fracuog 5e('§z(i)nr(:]l é(/:lzi de teca 5 20

7.9. Parametros de produccion del bioherbicida a nivel de planta piloto.

Para el establecimiento de los pardmetros de produccion de los bioherbicidas a
nivel planta piloto se efectud un balance de los rendimientos de cada una de las especies
vegetales por medio del desarrollo de un balance de masa. Posterior a ello se desarrollo
un diagrama de flujo para la produccion a nivel industrial en funcion a cada uno de los

procesos de rotovaporacion.
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7.10. Anadlisis estadisticos

Se efectuaron analisis estadisticos mediante la utilizacién del programa estadistico
InfoStat. Este proceso se lo efectud para las variables nimero de semillas germinadas, %
de semillas germinadas, indice de respuesta alelopética y variables morfoldgicas de las
plantulas de lechuga. Se aplicaron pruebas de comparacion de medias ANOVA y

posterior comparacion de medias de Tukey con un intervalo de confianza del 95%.

8. RESULTADOS

Realizados los ensayos para la determinacion de metabolitos secundarios de los extractos

acuosos y etanolicos de las hojas de balsa y balsa se obtuvieron los siguientes resultados:

8.1. Determinacion de los metabolitos secundarios

Tabla 2. Metabolitos secundarios de las hojas de balsa y teca.

. Teca Balsa
Metabolitos . T
Fase Acuosa Fase Etandlica Fase Acuosa Fase Etandlica

Saponinas + - +++ 4+

Taninos +++ +++ +++ +++
Flavonoides + +++ ++ ++

Azucares

reductores +++ +++ +++ 4+
Catequinas +++ + ++ +
Alcaloides +++ - ++ -

(-) Ausencia; (+) Presencia leve; (++) Presencia notable; (+++) Presencia cuantiosa.

Los resultados de la caracterizacion de metabolitos secundarios de los extractos
de hojas de teca y balsa mostrd una presencia notable de sustancias antinutricionales en
ambos extractos. En cuanto al contenido de saponinas los resultados mostraron una mayor
presencia de este tipo de compuestos en los extractos de balsa (Acuosa y etanolica). De
acuerdo con lo expuesto por Chacon (2019), al evaluar la presencia de saponinas en hojas
de balsa describe una reaccion leve de saponinas en este tipo de plantas, aseverando que
las saponinas son compuestos solubles en agua y medios grasos, siendo ademas

térmicamente estables.
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La valoracion cualitativa de taninos y de azucares reductores mostrd una presencia
cuantiosa (+++) en cada uno de las fases provenientes de las rotoevaporaciones de cada
uno de los extractos de hojas de balsa y teca. No obstante, Alvarez et al., (2018) al
evaluar la presencia de metabolitos secundarios en las hojas de teca muestra una presencia

notable de taninos y la ausencia de azucares reductores en extractos alcoholicos.

La determinacion cualitativa de los flavonoides mostré como resultado que la fase
etandlica de la hoja de teca presentd una presencia cuantiosa presencia leve en la fraccion
acuosa, en tanto que los extractos de hojas de balsa muestra una presencia notable de
flavonoides, concordando con los resultados expuestos por Ramos (2016), en donde
describe una presencia notable (++) de flavonoides en las mezcla organica de

cloroformo/etanol en relacion de 3:2.

La evaluacién cualitativa de catequinas mostré una presencia cuantiosa en la fase
acuosa del extracto de teca, en tanto que la fase etandlica de las hojas de ambas especies
los resultados mostraron una presencia leve (+), no obstante, estos resultados difieren de
los documentados por Tituafia y Zurita (2020), donde describe una presencia cuantiosa

en la fase etanolica y ausencia en los extractos acuosos y etéreos.

La determinacion cualitativa de los alcaloides mostré una mayor presencia en la
fase acuosa de las hojas de Teca, no asi en la balsa donde se obtuvo una presencia notable.
Por su parte, la fase etandlica de ambas especie presentd ausencia de alcaloides en los
extractos. Ramos (2016), al efectuar una caracterizacion de hojas de balsa describe como

resultado la ausencia de alcaloides al efectuar la extraccion por cloroforma.
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8.2. Determinacion del contenido fenolico de los extractos de hojas de balsa y teca

Curva de calibracion para Fenoles totales

0,6
y =0,0034x - 0,0044
0,5 ] R2 =0,9895 e
_ 04 ] ¢
S °.
c -
®
20,3 -
o
38
< Y
0,2 1 '
i .
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Concentracién de acido galico (mg/L)

Figura 3. Curva de calibracion para Fenoles totales

Los resultados de la figura 7 muestran los resultados obtenidos a partir de las
lecturas de absorbancia con las diferentes concentraciones del de acido galico (mg/L).
Como se puede apreciar, los resultados muestran una linea de tendencia positiva con una
R? de 0,9895, presentando un aumento proporcional de las absorbancia al aumentar el

acido, alcanzando un total de 0,50 % a una concentracion de 150 mg/L.

Desde este aspecto, estudios realizados por Alvarez et al., (2018), al efectuar un
analisis para la determinacién de compuestos fenodlicos por el método de FOLIN
CIOCALTEU describe como resultado la presencia de cantidades significativas de
compuestos fenolicos, encontrando una amplia relacion con la capacidad antioxidante de
este tipo de extractos con valores de R? de 0,9895, describiendo una concentracion de

10,70 mg de acido galico por g del extracto.
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8.3. Contenido fenodlico para extractos etanolicos Teca y balsa estabilizado por la
curva de calibracion.

Tabla 3. Contenido fendlico para extractos etandlicos Teca y balsa estabilizado
por la curva de calibracion.

Absorbancia 725 Absorbancia
Muestra Muestra
nm. 725 nm.
Teca Fraccion Balsa Fraccion
. 0,032 . 0,30
etandlica etandlica
Teca Fraccion Balsa Fraccion
0,49°P
acuosa 0,81° acuosa
p-valor <0,0001 p-valor 0,0002

a,b, ¢ medias con una letra comun en cada columna no son significativamente diferentes
(p>0,05).

De acuerdo con los resultados del contenido fendlico de los extractos etandlico y
acuoso de la hoja de teca muestra una mayor prevalencia de fenoles en la fraccion acuosa

con un contenido de 0,81.

De acuerdo con los resultados de la evaluacion del contenido de fendlico para los
extractos de hoja de la balsa muestran diferencias estadisticas entre cada una de ellas. En
este caso los resultados muestran una mayor absorbancia en el extracto acuoso con un
valor de 0,49.

Por su parte, Alvarez et al., (2018), al evaluar la absorbancia de extractos de hoja de teca
describen como resultado una absorbancia de 0,035 en la fraccion etanolica del extracto

a una absorbancia de 517 nm.
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8.4. Contenido de Fenoles Totales equivalente a acido gélico para los extractos
etanolicos de Teca y balsa

Tabla 4. Contenido de Fenoles Totales equivalente a &cido gélico para los extractos
etanolicos de Teca y balsa

mg Equivalente de mg Equivalente de
Muestra acido galico / g de Muestra &cido galico / g de
muestra seca muestra seca
Teca Fraccion Balsa Fraccion
. 10,412 . 90,99 @
etanolica etanolica
Teca Fraccion Balsa Fraccion
b 147,14°
acuosa 80,90 acuosa
p-valor <0,0001 p-valor 0,0002
a,b, ¢ medias con una letra comun en cada columna no son significativamente diferentes
(p>0,05)

En lo que respecta al contenido de fenoles totales de la hoja de teca en sus dos
fracciones dio como resultado una mayor concentracion de fenoles en la fraccion acuosa
con un valor de 80,90 mg equivalente de acido galico /g de muestra seca, en tanto que

para la fraccion etanolica la concentracion fue de 10,41.

Los resultados del contenido de fenoles totales equivalentes a acido galico de los
dos tipos de extractos de la hoja de balsa se obtuvo que diferencias estadisticas entre cada
uno de ellos, mostrando una mayor presencia en el extracto acuso con una media de

147,14 mg equivalente de acido galico por g de muestra seca.

Estudios realizados por Perdomo (2009), al efectuar la caracterizacion del
contenido de polifenoles en las hojas de balsa describe como resultado un contenido de
70,97 £ 0,94 (mg CATE/g) en el extracto acuoso, en tanto que en los extractos

hidroalcoholicos los resultados muestran un contenido de 138,63 + 1,32 (mg CATE/qg).
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8.5. Resultados de la evaluacién in vitro

Tabla 5. Numero de semillas germinadas.

Tratamientos 24 h 48 h 72_h 96 _h 120 h
Control H20 5 ¢ 18 20°¢ 20°¢ 20°¢
Control etanol 49 17% 18 ¢ 18 ¢ 18 ¢
EAB-D1 44 19° 20°¢ 20°¢ 20°¢
EAB-D2 44 18 % 19 ¢ 19 ¢ 19 ¢
EAB-D3 3¢ 9 abc 9 abc 9 abc 9 abc
EAT-D1 3¢ 15 cde 15 cde 15 cde 15 cde
EAT-D2 4 d 11abc 11 abcd 11 abcd 11 abcd
EAT-D3 3¢ 15¢de 15 cde 15 cde 15 cde
EEB-D1 3¢ 12 bcde 12 bede 12 bede 12 bede
EEB-D2 2a 13 bede 13bcde 13bcde 13bcde
EEB-D3 3¢ 9 abc 9 abc 9 abc 9 abc
EET-D1 22 7® 7® 7% 7®
EET-D2 2a 8 abc 9 abc 9 abc 9 abc
EET-D3 1@ 42 42 42 42
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
D.E. +1,10 +2,00 +1,00 +1,00 +1,00

ab.¢ medias con una letra en comdn dentro de la misma columna no son

significativamente diferentes (p>0,05).

Los resultados de la evaluacion in vitro de los extractos de hojas de balsa y
extractos de hoja de teca muestran como resultados diferencias significativas entre los
tratamientos en estudio. Durante las primeras 24 horas se obtuvo una mayor germinacién
en los extractos que contenian las fracciones acuosos de teca y balsa, alcanzando
resultados que oscilaron entre tres y cuatro semillas. En tanto que los tratamientos que
incluyeron los extractos etan6licos presenciaron una menor germinacion con un total de
2 semillas promedio en los extractos etandlico de hojas de balsa y una semilla en el

tratamiento EET-D3.

Hasta las 120 horas los resultados presenciaron un aumento en la germinacion en
los tratamientos control y en los que incluyeron las tres concentraciones de extracto
acuoso de ambas plantas. En tanto que en aquellos en los que se incluyd las
concentraciones de extracto etan6lico mostraron una menor germinacion en el tratamiento
que incluyé la maxima concentracion del extracto etandlico de teca (EET-D3), asociado
con la presencias de metabolitos secundarios y resinas que presentan efectos

aleloguimicos.
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Estos resultados coinciden con los descritos por Edwina y Leela, (2021), donde al
evaluar diferentes concentraciones de extracto acuoso de hoja teca a diferentes niveles de
concentracion inhibio el crecimiento de las plantulas mientras que a baja concentracion
estimuld la germinacion, la longitud de las plantulas, indicando que los efectos
inhibitorios y estimulantes de los extractos de hojas de T. grandis pueden deberse a la
presencia de aleloquimicos en los extractos. De acuerdo con los resultados expuesto por

el autor la inclusion de un 30% del extracto provocd una germinacion del 30 %.

Por otro lado, Laynez y Méndez (2013), al evaluar el porcentaje de germinacion
de semillas de Lactuca sativa L. cv. Grand Rapid describen como resultados efectos
significativos al incluir concentraciones de con extractos acuosos a concentraciones de 0,
4,8,12y 16 % (p/v) y encontrar que sélo la concentracion de 16 % inhibid la germinacion
en lechuga. EI mismo autor expresa que la tasa de germinacion de la lechuga se redujo
significativamente cuando la concentracion de extracto de tallo y hojas fue igual o

superior al 8% p/v.

Tabla 6. Porcentaje de germinacion

Tratamientos 24_h 48_h 72_h 96_h 120_h
Control H.O ~ 23% 92 % 98 ¢ 98° 98 °
Control etanol 18 86 % 91 % 91 % 91 %
EAB-D1 721 97°¢ 98 ¢ 98 ¢ 98 ¢
EAB-D2 72¢ 91 % 93 93 ¢ 93 ¢
EAB-D3 68 ¢ 44 2¢ 44 2¢ 44 2¢ 44 2¢
EAT-D1 172 74 o 75 °te 75 ode 75 ode
EAT-D2 18 ab 55 abc 57 abcd 57 abcd 57 abcd
EAT-D3 16° 75 °te 77%% 77%% 77%%
EEB-D1 68 d 61bcde 61bcde 61bcde 61bcde
EEB-D2 40 bc 63 bcde 63 bcde 63 bcde 63 bcde
EEB-D3 50 © 44 2¢ 44 2 44 2¢ 44 2¢
EET-D1 122 35 36 36 36
EET-D2 231 42 ¢ 43 2° 43 2° 43 °
EET-D3 6° 21° 22° 22° 22°
p-valor ~ <0,0001 <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001
D.E. +20 +35 +25 +25 +25

a.b.¢. medias con una letra en comun dentro de la misma columna no son
significativamente diferentes (p>0,05).

Los resultados de la tabla 6 muestran el porcentaje de germinacion de cada uno de

los tratamientos que incluyen las concentraciones acuosa de las hojas de balsa, teca 'y en

32



los tratamientos control. En este caso se observa que la germinacion fue superior al 60 %
durante las 24 horas, en tanto que las concentraciones que incluyeron los extractos

etanolicos mostraron un porcentaje de germinacion inferior al 48%.

Posterior a las 48 horas el porcentaje de germinacion fue presenciando un aumento
que se mantuvo en rangos superiores al 84%. Por su parte los tratamientos que incluyeron
las tres concentraciones de las fracciones etandlicas de las hojas de balsa y teca mostraron

un porcentaje de germinacion que oscilo entre 12 y 30 %.

Flores et al., (2015), evaluaron los efectos fitotoxicos de los extractos de A.
mollisimus como potenciales inhibidores del crecimiento de plantulas de lechuga, lo cual
es necesario para el control de malezas y otras plantas no deseadas, describen como
resultado un porcentaje de germinacion de semillas del 40% al incluir 2 mL de extracto
metanolico, presenciando una disminucion en el porcentaje de germinacion a conforme

se aumentd la concentracion de extracto.

Tabla 7. indice de respuesta alelopatica

Tratamientos 24 h 48 h 72_h 96_h 120 _h
Control H:0  .384c  -0,10° 0,10° 0,10° 0,10°
Control etanol  -4,68 < -0,18 ¢ -0,10 ¢ -0,10 ¢ -0,10 ¢
EAB-D1 -4,68 -0,08 -0,08 ¢ -0,08 ¢ -0,08 ¢
EAB-D2 -4,68 « -0,12°¢ -0,10 ¢ -0,10 ¢ -0,10 ¢
EAB-D3 5,020 -1,320¢ 1328 13y -1,32@
EAT-D1 -5,02 < -0,38°¢ -0,38 ¢ -0,38¢ -0,38¢
EAT-D2 -4,82 ¢ -1,42 be 1,2 -1,20 % -1,20 %
EAT-D3 5,68 0,54 b -0,50 ¢ -0,50 -0,50
EEB-D1 5,34« 080  -080%  -0,80% -0,80 @
EEB-D2 -10,68  -0,66%  -066%  -0,66% -0,66%
EEB-D3 7,350 1 44bc -1,44 % -1,44 2 -1,44
EET-D1 -7,680d .3 142 312% 312 -3,12 @
EET-D2 -17 bed -4,40° -4,06 2 -4,06 ° -4,06 °
EET-D3 -14 -1,66  -1583c .1 5gab -1,58 abe
p-valor ~ <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
D.E. +1,44 +1,00 +1,02 +1,02 +1,02

a.b.¢. medias con una letra en comdn dentro de la misma columna no son
significativamente diferentes (p>0,05).
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El indice de respuesta alelopatica de los tratamientos en estudio muestra un mayor
efecto en los tratamientos que incluyeron las concentraciones de las fracciones etandlicas.
De acuerdo con los resultados que se muestran en la tabla 7, durante las 120 horas en que
se desarrollo la investigacion se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos
en estudio, mostrando un mayor efecto alelopéatico en los tratamientos EET-D2 y EET-
D3 con valores de -17 y -14. Posterior a las 48 y 72 horas los resultados muestran una

mayor respuesta alelopatia en los tratamientos en estudio, con valores de -3,12 y 4,06. .

Espejo et al., (2010), al evaluar el efecto alelopéatico de extractos acuosos de hojas
de teca describen como resultado que la inclusion de concentraciones de 0,65 g/mL
presento un efecto sobre la germinacion de las semillas de lechuga, quimbombo y frijoles
con valores inferiores de -40, describiendo como resultados que estos resultados estan
asociados a que en su mayoria las especies botanicas viva o en descomposicion segrega
sustancias que se incorporan al medio y pueden ser tdxicas, estimulantes o inocuas para

otras.

Aunque no se ha reportado el efecto alelopatico de las hojas de balsa sobre la
germinacién de semillas, estudios realizados por Aguirre et al., (2014), describen que el
efecto inhibitorio de la germinacion de las semillas esta dado por la presencia de
aleloquimicos como (saponinas, flavonoides, cumarinas, alcaloides y compuestos
fenolicos: taninos catéquicos). Por su parte Ramirez (2018), reporta que este tipo de
compuestos quimicos son capacees de inhibir la germinacion de las semillas causando

efectos adversos en el desarrollo de una planta.

De acuerdo con lo descrito por Viné et al., (2013), la variabilidad de los efectos
alelopaticos de los extractos de plantas puede estar dado por la presencia de diversos
compuestos quimicos involucrados en la inhibicion. Es por ello que a pesar de la similitud
entre la presencia de metabolitos secundarios el comportamiento alelopatico entre las dos
fases de ambos extractos muestra un comportamiento diferente entre cada uno de ellos.
Desde este aspecto el autor menciona que es necesario estudiar la variabilidad de los

compuestos y consigo determinar con exactitud cual de ellos muestra el efecto.

34



Tabla 8. Longitud de la radicula (LR)

Tratamientos 24 h 48 h 72_h 96_h 120 _h
Control H20 0,26 0,60 1,30 1,829 2,709
Control etanol 0,26 0,60 1,24 ¢ 1,781 2,58
EAB-D1 0,26 0,62 1,04 d 1,44 9% 2,18 def
EAB-D2 0,26 0,62 0,88 « 1,22 1,82 ¢
EAB-D3 0,24 0,58 0,76 "¢ 1,06 ¢ 1,60 ¢
EAT-D1 0,34 0,78 1,08 def 1,52 2,30 ©f9
EAT-D2 0,24 0,54 1,10 df 1,48 df 2,22 def
EAT-D3 0,24 0,58 1,04 d 1,36 cde 1,94 cde
EEB-D1 0,64 1,48 0,92« 1,24 ¢ 1,84 <
EEB-D2 0,25 0,60 0,75 "¢ 1,07 B¢ 1,63 ¢
EEB-D3 0,20 0,50 0,502 0,702 1,102
EET-D1 0,28 0,62 1,02 % 1,44% 2,16 %
EET-D2 0,24 0,58 0,76 ¢ 1,08 ¢ 1,64 ¢
EET-D3 0,20 0,45 0,60 0,85 % 1,25
p-valor 0,3638  0,3956  <0,0001 <0,0001  <0,0001
D.E. +0,23 +0,53 +0,21 +0,28 +0,41

a.b.¢ medias con una letra en comdn dentro de la misma columna no son

significativamente diferentes (p>0,05).

Los resultados de la longitud de la radicula de los tratamientos en estudio no
mostraron un efecto significativo entre tratamientos durante las primeras 48 horas en que
se efectud la recoleccién de las muestras. A las 72 horas los resultados mostraron un
comportamiento significativo entre cada uno de los tratamientos presenciando un menor
desarrollo en la raiz en los tratamientos que incluyeron los fracciones etandlica de los
extractos de hoja de balsa y teca, en este caso se observa que un aumento en la
concentracion en las diluciones retardo significativamente el desarrollo de la raiz en
comparacion con el tratamiento control el mismo que mostro un crecimiento de 1,82 cm
y un menor desarrollo en el tratamiento que incluyo extracto etandlico de balsa EEB-D3
un menor desarrollo de la raiz con una media de 0,70 cm. Hasta las 120 horas los
resultados muestran que el desarrollo de la raiz fue superior en el tratamiento control con

una media de 2,70 cm.

Andrade et al. (2009), estudiaron el efecto alelopatico de extractos acuosos
foliares de Cyperus rotundus L. (cebollin), sobre a germinacién de semillas de lechuga
describen como resultado una disminucion sobre el estimulo de la germinacion en

concentraciones superiores al 70%, ademas, de mostrar un efecto sobre el desarrollo del
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sistema radicular en un 10 % en las semillas de lechuga, mostrando un desarrollo de 1,40
a 0,50 cm.

En este sentido, Aguirre et al., (2014) y Ramirez (2018), describen que el efecto
inhibidor de la germinacion de semillas de los extractos vegetales en muchos de los casos
estd dado por la presencia de sustancias serosa adherida en el envés de las hojas, la cuales
poseen una gran cantidad de compuestos quimicos naturales como flavonoides,
saponinas, tanino y cumarinas, las cuales poseen la capacidad de causar efectos adversos
sobre el desarrollo de las plantas, los cuales concuerdan con los obtenidos en la
investigacion donde a mayor concentracion de los extractos etanolicos de ambas especies

se evidencio malformaciones en el tallo y una disminucion en el crecimiento de la raiz.

Tabla 9. Longitud del hipocotilo (LH)

Tratamientos 24 h 48 h 72_h 96 _h 120 h
Control H20 - 0,76 ¢ 1,96 3,089 450"
Control etanol - 0,80°¢ 1,86 °f 2,96 f 4,46 9"
EAB-D1 - 0,74°¢ 1,76 9 2,829 4,18 ©fon
EAB-D2 - 0,64 b¢ 1,62 cde 2,62 ¢t 3,94 cdef
EAB-D3 - 0,60 "¢ 1,48 ¢ 2,44 P 3,68 <
EAT-D1 - 0,64 b¢ 1,77 9 2,80 ¢ 4,20 o
EAT-D2 - 0,76 ¢ 1,76 %f 2,76 % 4 14 ¢fh
EAT-D3 - 0,66 ¢ 1,66 %€ 2 62cdef 3 gq cdef
EEB-D1 - 0,72 b¢ 1,664 2,72 9 4 04 defo
EEB-D2 - 0,72 ¢ 1,55 bed 2,48 cde 3,75 cde
EEB-D3 - 0,50 2° 1,30° 2,10° 3,10°
EET-D1 - 0,68 b¢ 1,80 def 2,841 4,24 o
EET-D2 - 0,58 ¢ 1,46 ¢ 2,36 ¢ 3,52 b¢
EET-D3 - 0,352 0,852 1,352 2,052
p-valor - <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
D.E. - +0,21 +0,22 +0,34 +0,49

ab.¢ medias con una letra en comln dentro de la misma columna no son
significativamente diferentes (p>0,05).

Los resultados del comportamiento de la longitud del hipocotilo muestran
diferencias significativas entre tratamientos. En este caso se encontrd que los resultados
hasta 120 horas presentd una mayor longitud en el hipocotilo con una media de 4,50 cm.
Por su parte la inclusion de las fases etanolica de ambos extractos en las semillas de
lechuga mostraron un menor desarrollo en el hipocotilo alcanzando un promedio de 2,05
cm (EET-D3) y 3,10 (EEB-D3).
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Estudios realizados por Tacaliti et al., (2020), describen que al evaluar la
incidencia de flavonoides sobre las propiedades de la radicula muestra que
concentraciones de 200, 400 y 500 ppm mostro efectos significativos en la longitud total
de las plantulas a las 72 horas en relacion con el control. A la concentracion mas baja de
100 ppm se observd un efecto compensatorio entre las partes correspondientes al
hipocdtilo y la raiz. Mostrando en el tratamiento control una longitud de 10 a 15 cm y

para el tratamiento con mayor concentracion cercanas a 9 cm.

No obstante, Blanco et al., (2007) y Farias (2019), describen que la accién
alelopatica de los extractos de hojas de plantas es muy complejo y puede enmascarar y
no tener efecto, es necesario aislar el agente quimico que causa el efecto, ya que muchos
compuestos se concentran en el extracto acuoso y pueden perder su efecto o efecto

sinérgico en combinacion.

Tabla 10. Longitud de los cotiledones (LC)

Tratamientos 24 h 48 h 72_h 96 _h 120 h
Control H.0 - 0,324 0,59°¢ 1,06 ¢ 1,50 ©
Control etanol - 0,26 bed 0,53 bc 0,94b¢ 1,38 bed
EAB-D1 - 0,22 @cd 43 3¢ 0,86 ¢ 1,30 bed
EAB-D2 - 0,22 3cd 45 abc 0,86 ¢ 1,28 bed
EAB-D3 - 0,16 ®° 0,272 0,662 0,96 ®
EAT-D1 - 0,28 bed 0,54 ¢ 0,96 ¢ 1,41
EAT-D2 - 0,30 0,59 ¢ 1,00¢ 1,42
EAT-D3 - 0,321 0,59¢ 0,96 ¢ 1,42
EEB-D1 - 0,203cd 0,471 ac 0,88 bc 1,31 bed
EEB-D2 - 0,23 abcd 0,382 0,783 1 1g2vcd
EEB-D3 - 0,102 0,272 0,50 2 0,842
EET-D1 - 0,24 3cd 0 48 abc 0,88 bc 1,32 bed
EET-D2 - 0,24 @cd 42 ac 0,68 % 1,04 ¢
EET-D3 - 0,15 % 0,292 0,55 2 0,802
p-valor - 0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
D.E. - +0,6 +0,12 +0,17 +0,24

a.b.¢. medias con una letra en comdn dentro de la misma columna no son
significativamente diferentes (p>0,05).

De acuerdo con el andlisis de varianza realizado para la longitud de los cotiledones
se obtuvo que la inclusion de las mayores concentraciones de extracto etanolico de las

hojas de balsa y teca mostraron como efecto significativos sobre el desarrollo de los
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cotiledones de las plantulas de lechuga. En este caso se obtuvo que el tratamiento EET-
D3 y EEB-D3 obtuvieron un valor promedio de 0,80 y 0,84 cm por su parte los
tratamientos que incluyeron las fracciones acuosa de los extractos de hoja de balsa y teca

mantuvieron un mayor desarrollo de los cotiledones con valores superiores a 0,94 cm.

Estudios realizados por Farias (2019), al momento de evaluar la extractos de “cola
de caballo” (Equisetum arvense L) describen que no tuvieron efecto sobre la germinacion
y crecimiento de las plantulas de limén rugoso (Citrus jambhiri Lush), describiendo que
el estimulo de la germinacion esta dada por la interaccion de los acidos organicos y las
sales minerales; especialmente el nitrégeno que forma parte de la estructura de un gran

namero de compuestos organicos.

Por su parte, Wang et al., (2022), al utilizar extractos acuosos de tres hierbas que
inhiben alelopaticamente la germinacion de la lechuga pero promueven el crecimiento de
las plantulas en bajas concentraciones sobre la germinacion de semillas describe como
resultado que se encontraron diferencias estadisticas entre el didmetro y los cotiledones
de las plantulas de lechuga, documentando que a mayor concentracién de los extracto se
encontraron valores de 0,50 a 0,55 cm, en tanto que a menor concentracion se encontro

valores de 0,80 a 1 cm.

8.6. Balance de masa de los procesos de maceracion

8.6.1. Balance de masa para proceso de obtencion de extracto de teca.

Proceso de Secado

B=0,92 Kg
A: 2 Kg 4
_ SECADO _
X =0,54 C=108K
. seca 4’[ T=25°C; t=72 h J_’ J
X agua — 0,46
Donde:

= A: Hojas humedas
= B: Agua perdida
= C: Hojas seca
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Balance de secado

E=S
A=B+C
2Kg=092Kg+1,08Kg
2Kg = 2Kg

Los resultados del balance de masa durante el proceso de secado de las hojas de
teca muestran un rendimiento de 1,08 kg en materia seca con un total de pérdida de
humedad de 0,92 kg, considerando como masa inicial un total de 2 kg.

Proceso de Extraccion

E: 0,36 Kg
C: 1,08 Kg
) 4
—»| MACERACION - H: 7,7 Kg
.
D: 8,48Kg v v
F: 9,2 Kg G:15Kg
Donde:
= C: Hojas secas
= D: Etanol al 96%
= E: Perdidas por volatilizacion
= F: Extracto bruto
= G: Torta de filtrado

H: Extracto filtrado

Considerando:
El proceso se realiza con una relacion 1:10 (p/v).

Paicohol 96% = 0,786 g/mL

Metanol = Petanol 96% * Volumen

Meoranol = 0,786% «10800mL = 8488,8 g — 8,48 Kg
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Balance para maceracion Balance para filtrado

C+D=E+F F=G+H
1,08Kg +8,48Kg = E +9,2Kg 92Kg=G+77Kg
E=036Kg G=15Kg

Los célculos efectuados para el balance de masa del proceso de maceracion para

la obtencién de los extractos de hojas de teca dio como resultado una pérdida por la
volatilizacién fueron de 0,36 Kkg.

De acuerdo con los balances de masa para el proceso de filtrado del producto de la
maceracion se muestra como resultado un total de 1,50 kg.

Proceso de rotoevaporacion

I: 7,6343 Kg

?

L7 7K ROTOVAPOR
- HTRY ™ T=45°C; P=175 mbars J=0,0656592 Kg

Balance para rotovaporador
Donde:

= H: Extracto Filtrado
= |: Etanol recuperado

® J: Extracto seco
®  Densidad del extracto filtrado :0,79276 g/mL
®  Concentracion del extracto: 0,00676 g/mL

Balance para Rotovaporador
H=1+]
7,7Kg = I + 0,6565922 Kg
I =77—-0,65665922Kg
[ =7,6343K
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Rendimiento de extraccion

L ] Extracto seco
%Rendimiento = c* 100 = Hojas secas * 100
L 0,06565922 Kg
%Rendiemiento = 108 Kg * 100%

%Rendimiento = 6,08%

De acuerdo con los resultados del proceso de rotoevaporacion aplicado para los
extractos de teca, se obtuvo como resultado una recuperacién del etanol de 7, 63 kg. Por
su parte el balance de masa efectuado para determinar el rendimiento del proceso
efectuado en el rotovaporador mostré un rendimiento de 6,08%, con una concentracion
del extracto de 0,00676 g/mL.

8.6.2. Balance de masa para proceso de obtencion de extracto de Balsa

Proceso de Secado

B=0,83 Kg
A: 2 Kg 4

Xm. seca= 0,585
Xagua= 0,415 SECADOR C=1,17 Kg
: T=25°C; t=72h
Donde:

» A:Hojas himedas
= B: Agua retirada
= C: Hojas seca

Balance de secado

Entrada = Salida

A=B+C
2Kg=083+117Kg
2Kg = 2Kg
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De acuerdo con los resultados derivados del balance de masa para el proceso de

secado de las hojas de balsa se obtuvo que el secado obtuvo una pérdida de agua de 0,83
kg, dando un rendimiento de 1,17 Kkg.

Estudios realizados por Tituafia et al., (2020), al efectuar un balance de materia a
hojas de balsa describe como resultado un peso de ingreso que es de 3,0 kg, se obtuvo
desperdicios de 2.9 kg por lo tanto tiene un peso final de 0,1 kg de peso total de materia
prima deshidratada. Por lo cual el rendimiento es del 3.33% ya que se obtuvo pérdidas
significativas en el proceso al momento de perder agua.

Proceso de Extraccion

E: 0,4662 Kg

T

C:117K , - 3 .
J MACERACION FILTRACION H: 8,15 Kg
— | T=40°C; t=6 dias

.
D: 11,7 v v
L =9,1962 Kg F: 9.9 Kg G: 1.75 Ka
Donde;

C: Hojas secas

D: Etanol al 96%

E: Perdidas por volatilizacion

F: Extracto bruto

G: Torta de filtrado

H: Extracto filtrado
Considerando:

El proceso se realiza con una relacion 1:10 (p/v)

Petanot 96% = 0,786 g/mL

Metanol = Petanol 96% * Volumen

Meoranol = 0,786% «11700mL = 9196,2 g — 9,1962 Kg
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Balance para maceracion Balance para filtrado

C+D=E+F F=G+H
1,17Kg + 9,1962 K = E + 9,9 Kg 99Kg =G +8,15Kg
E = 0,4662 Kg G =175Kg

El balance de masa de la maceracion aplicado para la obtencion de los extractos de hojas
de balsa arrojo como resultado que las pérdidas por volatilizacion fueron de 0,4662 Kg.
Por otra parte, los resultados del filtrado del extracto muestran un total de 1,75 Kg

equivalentes a la torta del filtrado.

Proceso de rotoevaporacion

I: 8,086 Kg

?

H: 8,15 Kg J=10,06419 Kg
ROTOVAPOR
T=45°C; P=175 mbars

Balance para rotovaporador

Donde:

= H: Extracto Filtrado
= |: Etanol recuperado

" J: Extracto seco
® Densidad del extracto filtrado :0,79224 g/mL
®  Concentracion del extracto: 0,00624 g/mL

Balance para Rotovaporador
H=1+]
8,15Kg =1+ 0,6419Kg
1=8,15Kg—0,6419 Kg
1 =8,086Kg
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A partir de los resultados del proceso de rotoevaporacion aplicados para la eliminacion
del etanol del producto de la maceracion, se obtuvo una recuperacion de 8,086 kg y un

contenido de extracto seco de 0,06419 Kg.

Rendimiento de extraccion

Extracto seco
* 100

% Rendimiento = é *100 = Hojas secas

o _ 0,6419Kg
%Rendiemiento = W * 100%

%Rendimiento = 5,943 %

De acuerdo con el célculo para el rendimiento de la extraccion del extracto de la
balsa en la rotoevaporacién se obtuvo como resultado un total del 5,943%, equivalente a
al extracto seco. De acuerdo con lo expuesto por Benitez et al., (2019), los rendimientos
de los extractos en la maceracion dependen del tamafio de la particula del material vegetal,
documentando en este caso un mayor rendimiento al utilizar las plantas molidas o

trituradas, los cuales alcanzan un rendimiento de 37,58%.
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8.7. Diagrama de flujo para la produccion a nivel piloto

Se desarrollé un balance de masa de cada uno de los procesos de maceracion y posterior
de cada uno de los procesos de rotoevaporacion de los extractos de balsa y teca, dando

los siguientes resultados.

Recoleccion del material vegetal

Transporte y recepcion

Pretratamiento del material vegetal:

impurezas y secado

Molido del material vegetal

7 ) Extraccion por maceracion

Recuperacion del solvente

Separacion de los  fracciones
etanolicas y acuosa.

}

¢

Leyenda 4 ) Determinacion de la concentracion
N\

|:| Control: 1

O Operacion: 7 Envasado de los extractos

Y Operacion

() p y

mantenimiento: 4 l
A Almacenamiento: 1
i E Almacenamiento

Figura 4. Diagrama de flujo para la obtencion de extractos etanélicos de hojas de balsa
y teca
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Secador

A\ 4

Material
Material vegetal
vegetal . limpio
Area de
recepcion
Xw: 0,585 ¢
Xwms: 0,415
A: 10 Kkg. Impurezas
Extracto
seco
J: 0,35 kg

Separacion de las

A

fracciones

Fraccion
acuosa y
fraccion

Recuperacion del

etanol

(Solar)

Material
vegetal
seco
C:5,85kg

B: 4,15 kg

Extracto
filtrado
H: 40,68
kg

Molido

v

Hojas
molidas
>800 pm.

v

Residuos de hojas
0,01 kg

Producto
macerado

F: 49,42 kg

v

Etanol recuperado:
I: 37,09 kg

v

Filtrado

Macerado

A

A

v

Torta de filtrado

G: 8,74 Kg

v

Perdida volatilizada
E: 2,34 kg

etanélica

Determinacién de

la concentracion

A 4

v

Fraccion acuosa: 5,32 mg/mL
Fraccidn etandlica: 2,64 mg/mL

Envasado de los

Almacenamiento

A\ 4

extractos

Frascos ambar
50 botellas
Capacidad 500 mL

Temperatura: 4 °C.

Figura 5. Disefio de la linea de produccién para la obtencién de los extractos.
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Datos:

= A:Hojas himedas

= B: Agua retirada

= C: Hojas seca

= C: Hojas secas

= D: Etanol al 96%

= E: Perdidas por volatilizacion
= F: Extracto bruto

= G: Torta de filtrado
= H: Extracto filtrado
= H: Extracto Filtrado
= |: Etanol recuperado

® J: Extracto seco
® Densidad del extracto filtrado :0,79224 g/mL
®  Concentracion del extracto: 0,00624 g/mL

Previo al desarrollo del establecimiento de produccion de los extractos a nivel de
planta piloto se establecié un diagrama de flujo para el proceso de extraccion de los
extractos provenientes de la hoja de balsa y teca mediante la aplicacion de técnicas de
maceracion en solventes etandlicos y posterior recuperacion de solvente mediante
rotoevaporacion, tomando como referencia los procesos descritos por Gonzalez (2004) y
Martinez (2019).

Para el desarrollo de las actividades de produccion de los extractos se establece
como primer procedimiento la recoleccién del material vegetal, para su posterior
transporte y recepcion en la planta de procesos. Consecutivamente, se establece el
pretratamiento de la materia prima con la finalidad de eliminar las posibles impurezas y
posterior aplicacion de un secado a temperatura ambiente, con un area de 1,5 m? por cada

dos kilos de material vegetal.

El secado bajo sombra se lo efectuara con la finalidad de evitar la degradacion de
los metabolitos secundarios (Cayra, 2019). La temperatura ambiente en el cantén Chone
durante la época de verano oscila entre los 23 y 28 grados centigrados, mientras que en

invierno alcanza los 34 grados centigrados (Loor, 2018).

Posterior a ello se procede con la aplicacion de la maceracion del material vegetal,

estableciendo relacion de dilucion de 1:10 (1 g de material vegetal: 1 mL de solvente),
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por un tiempo de 92 horas en etanol al 96%. La maceracion se la efectuara en recipientes
de acero inoxidable disefiado con sus respectivas entradas y salidas, el mismo tendra una

forma cilindrica con capacidad de macerar 10 Kg de material vegetal.

Posterior a la maceracién se procede con el proceso de eliminacion de los
solventes mediante la utilizacion rotoevaporador rotacional a temperatura de 45°C a una
presion atmosférica de 175 mbars. A nivel de planta se contara con un rotovaporador con

capacidad de 20 litros por cada proceso.

Cumplida la rotoevaporacion y se procede a separar las fracciones etandlicas de
los extractos (fraccion acuoso fraccion etandlica), determinar las concentraciones de cada
una de las fracciones. Primeramente se procede con la dilucion de los compuestos
solubles en agua y posterior dilucion de las fracciones no solubles en agua. En este Gltimo
caso se utilizar4 una concentracion de 5% de etanol, con la finalidad de diluir las

sustancias resinosas no solubles en agua.

Se tendra una produccion de 50 envases por dia con capacidad de 500 ml los cuales
tienen una concentracion de 2500 mg/l. EI almacenamiento se lo efectuara a temperatura
de 4 °C (Tipaz-Tipaz et al., 2019).
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. Conclusiones

» La presencia de metabolitos secundarios en los extractos de hojas de balsa
mostraron una alta presencia (+++) de saponinas, taninos, azucares reductores en
los fases acuosas y etandlica a diferencia de los extractos de hoja de teca donde se
observa una presencia cuantiosa de taninos y azucares reductores, en tanto que la
presencia de flavonoides mostr6 una presencia notable (++) en ambas fases de los
extractos de teca. Se obtuvo una ausencia de alcaloides en la fase etandlica y una
presencia notable en la fase acuosa de la balsa y una presencia cuantiosa en los
extractos de teca. Los resultados de la absorbancia de alcanzaron un total de 0,50
% a una concentracién de 150 mg/L. El contenido fendlico de la curva de
calibracion y contenido fendlico total equivalente al 4cido galico fue mayor en las
fracciones acuosas de ambas especies vegetales.

» El efecto alelopatico de las fases acuosas y etan6licas mostraron un
comportamiento significativo entre cada uno de los de los tratamientos durante las
120 horas en que se desarrollo la investigacion, mostrando un mayor efecto en las
concentraciones a 2500 ppm de las fracciones etandlicas de ambas especies
vegetales, las cuales mostraron una germinacion inferiores al 44%. Las variables
morfoldgicas mostraron un efecto significativo sobre el desarrollo de la radicula,

hipocotilo y cotiledones asociandose al retraso de la germinacion.

» Los rendimientos del balance de materia de los extractos de las hojas de ambas
especies arbustivas muestran un rendimiento de 6,08 % (teca) y 5,94 % (balsa)
posterior a la rotoevaporacion. El disefio del diagrama de flujo a nivel de planta
piloto cumple con los diferentes procesos aplicados para tener en cuenta durante
los procesos de recoleccidén, maceracién y eliminacion del solvente en los

extractos.
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9.2. Recomendaciones

Efectuar estudios que permitan identificar de manera cuantitativa la presencia de
los metabolitos secundarios de las fracciones acuosa de las hojas de balsa y teca

mediante la aplicacion de diferentes métodos de extraccion.

Evaluar la edad de las especies vegetales en la extraccion de metabolitos
secundarios y sus efectos alelopaticos sobre malezas de hoja ancha y hierbas no

deseadas en los cultivos de ciclo corto del canton Chone.

Implementar un estudio de factibilidad para el establecimiento de una linea de
produccidn de bioherbicidas provenientes de especies de origen vegetal como
alternativa que permita el aprovechamiento de este tipo de recursos disponibles

en el canton Chone.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Recoleccion de las hojas de teca y balsa




Anexo 3. Filtrado de los extractos de plantas vegetales.







Anexo 5. Evaluacion de contenido de fenoles de los extractos
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Anexo 6. Rotoevaporacion de los extractos de hojas de balsa y teca.




Anexo 8. Preparacion de las diluciones.

del efecto alelopatico de los extractos de hojas de teca y balsa.

on

Anexo 9. Evaluaci

9800

O
o

““REUMINOTE 105




Anexo 10. Efecto alelopatico de los extractos etandlicos y acuoso de las hojas de balsa y

teca a las 120 horas.
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Anexo 11. Registro de datos de las variables morfoldgicas y de germinacién de las

semillas de lechuga.

24 Horas 48 Horas
Trat. Rep. [NSG | %G | IRA |LR|LH |LC| Trat. NSG | %G |IRA|LR|LH |LC
ControlH20 | 1 8 40 | -1,5(0,3(/0,00,0|ControlH20 | 20 |100| 0,0 |0,7]|0,8 0,3
Control H20 | 2 4 |20 |-4,0102|00/|00|ControlH20 | 18 | %0 |-0,1(0,5|0,8|0,3
Control H20 | 3 3 15| -5,710,4|0,0/0,0|ControlH20 | 18 | 90 |-0,1(0,9|0,8|0,3
ControlH20 | 4 4 20 | -4,010,2|0,0(0,0|ControlH20| 19 | 9 |-0,1(0,5|0,7]0,3
Control H20 | 5 4 120|-40102|00/0,0|ControlH20 | 17 | 85 (-0,2{05|0,8|0,4
Controletanol | 1 4 1201-40/0,3|0,0]0,0|Controletanol| 18 | 90 |-0,1|0,7|0,8 |0,3
Controletanol | 2 3 |15 -57]0,2/0,0|0,0 |Controletanol| 16 | 80 |-0,3|0,5|0,7|0,3
Controletanol | 3 4 |20 |-40(03|0,0/|0,0|Controletanol| 16 | 80 |-0,3|0,7(0,8 0,3
Controletanol | 4 3 |15 |-57/0,2|0,0/0,0|Controletanol| 18 | 90 {-0,1|0,5|0,8|0,2
Controletanol | 5 4 120 1|-40/0,3|0,0]0,0]|Controletanol| 18 | 90 |-0,1|0,7]0,8|0,2
EAT-D1 1 3 15| -5,7 {0,4] 0,0 |0,0 | EAT-D1 13 | 65(-05{0,9|0,71(0,2
EAT-D1 2 4 |20 1| -40103|/0,0]|0,0|EAT-D1 14 | 70 |-0,4(0,710,7]0,3
EAT-D1 3 3 15| -5,7 {0,3]/0,0 |0,0 | EAT-D1 15 | 751-0,3(0,7/0,7]0,3
EAT-D1 4 3 15| -5,7 {0,4(0,0 0,0 EAT-D1 20 {100 0,0 {0,9]|0,7(0,3
EAT-D1 5 4 |20 |-401(03|0,0|0,0|EAT-D1 12 | 60 |-0,7(0,7/0,7]0,3
EAT-D2 1 3 15 | 5,7 {0,2(0,0 |0,0 | EAT-D2 20 |100| 0,0 |05]0,7(04
EAT-D2 2 3 15| -5,7 {0,2] 0,0 |0,0 | EAT-D2 4 |20 1(-40(05/|0,71(0,2
EAT-D2 3 4 20 | 4,0 10,2]|0,0 (0,0 EAT-D2 9 45 1-1,210,5/0,7 10,3
EAT-D2 4 5 25 (-3,01(03|0,0(0,0 EAT-D2 8 |40 (-15/0,7/0,7|0,3
EAT-D2 5 3 15| -5,7 {0,3]/0,0 |0,0 | EAT-D2 14 | 70 |-0,4(0,7|0,7 (0,2
EAT-D3 1 3 15| -5,7 {0,2] 0,0 |0,0 | EAT-D3 20 |100| 0,0 |05]0,7(0,3
EAT-D3 2 4 |20|-4,01]0,2|00|0,0|EAT-D3 15 | 75 (-0,3]/05|0,7|0,3
EAT-D3 3 3 15| -5,7 {0,3]| 0,0 |0,0 | EAT-D3 7 35 (-19(0,7|0,7(0,3
EAT-D3 4 4 |20 | -40(03|/0,0/|0,0|EAT-D3 17 | 8 1-0,2(0,7/0,7]0,3
EAT-D3 5 2 10 | -9,0 {0,2(0,0 |0,0 | EAT-D3 16 | 80 |-0,3(0,5/0,7]0,3
EET-D1 1 2 10 | -9,0 {0,3|0,0 (0,0 | EET-D1 10 | 50 |-1,0(0,7/0,7]0,3
EET-D1 2 3 15| -57(0,3(/0,0 0,0 EET-D1 2 10 |-9,0(0,7|0,7 |0,2
EET-D1 3 2 10 | -9,0 {0,3|0,0 |0,0 | EET-D1 11 | 55 1-0,8(0,7/0,7]0,3
EET-D1 4 2 10 | -9,0 {0,3|0,0 |0,0 EET-D1 5 251-3,01(0,7/0,7 (0,3
EET-D1 5 3 15| -5,7 {0,2]0,0 |0,0 | EET-D1 7 35 (-19(05(0,70,2
EET-D2 1 1 5 (-19,0/0,3|0,0{0,0|EET-D2 3 15 |-5,7(0,7/0,6 10,3
EET-D2 2 2 10 | -9,0 {0,2]0,0 |0,0 | EET-D2 3 15 |-5,7(0,5|0,6 |0,2
EET-D2 3 1 5 1-19,0({0,3|0,0 0,0 EET-D2 5 25 (-3,0(0,7|0,6 (0,2
EET-D2 4 1 5 (-19,0/0,2|0,0|0,0|EET-D2 3 15 |-5,7(05|0,6 |0,2
EET-D2 5 1 5 1-19,0/0,2(0,0 |0,0|EET-D2 7 35 (-19(05(0,6 0,2
EET-D3 1 EET-D3 10 | 50 [-1,0|0,3
EET-D3 2 2 10 0,2/0,00,0|EET-D3 5 251-301/0,3/05(0,3
EET-D3 3 EET-D3 7 351-191(0,5
EET-D3 4 1 |20 |-19,0/0,3|0,0|0,0 EET-D3 7 [31]-19|0,7|{04 |02
EET-D3 5 2 40 1 -9,0 10,3/0,0|0,0|EET-D3 13 | 65(-05(0,6/05]0,3




EAB-D1 1 4 |80 |-401(03(00|0,0|EAB-D1 19 | 95 |-0,1|0,7|0,7 0,2
EAB-D1 2 3 60 | -5,7 [0,2]0,0 |0,0 | EAB-D1 28 (140(0,3|05|0,7]0,2
EAB-D1 3 4 |80 |-401(03(00|0,0|EAB-D1 15 | 751-0,3|0,7|0,7 10,2
EAB-D1 4 4 |80|-401(03(00|0,0|EAB-D1 18 | 90 |-0,1|0,7|0,7 0,2
EAB-D1 5 3 60 | -5,7 {0,2|0,0{0,0|EAB-D1 17 | 8 |-0,2|05|0,7(0,3
EAB-D2 1 4 |80|-401(03(00|0,0|EAB-D2 18 | 90 |-0,1|0,7|0,7 (0,2
EAB-D2 2 3 60 | -5,7 10,2]0,0 |0,0 | EAB-D2 17 | 8 |-0,2|05|0,7 0,2
EAB-D2 3 4 |80 |-401(02(0,00,0|EAB-D2 20 (100(0,00,5|0,7]0,2
EAB-D2 4 3 60 | -5,7 {0,3]/0,0 0,0 EAB-D2 17 | 8 |-0,2|0,7|0,7|0,3
EAB-D2 5 4 |80 |-401(03(00|0,0|EAB-D2 19 | 9 |-0,1(0,7|0,7 0,2
EAB-D3 1 3 60 | -5,7 [0,2]0,0 |0,0 | EAB-D3 10 | 50 |-1,0|/0,5|0,6 0,3
EAB-D3 2 4 |80 |-401(03(00|0,0|EAB-D3 8 |40 (-15/0,7/0,6|0,3
EAB-D3 3 3 60 | -5,7 {0,2|0,0 {0,0|EAB-D3 9 45 1-1,210,5/0,6 |0,2
EAB-D3 4 4 80 | -4,0(0,3|0,0({0,0|EAB-D3 7 35 (-191(0,7|0,7 0,2
EAB-D3 5 3 60 | -5,7 10,2]0,0 0,0 | EAB-D3 10 | 50 |-1,0|/05|0,6 |0,2
EEB-D1 1 4 80 | -4,010,3|0,0(0,0|EEB-D1 7 35 (-191(0,7|0,7(0,3
EEB-D1 2 4 |80 |-40103(000,0|EEB-D1 14 | 70 |-0,4(0,7|0,7 (0,2
EEB-D1 3 3 60 | -5,7 10,3|0,0(0,0| EEB-D1 16 | 80 |-0,3(0,7|0,7 0,2
EEB-D1 4 2 |40 |-9,0120]0,0/|0,0|EEB-D1 14 | 70 |-0,4|4,6|0,6|0,3
EEB-D1 5 4 |80 |-40103(000,0|EEB-D1 10 | 50 |-1,0(0,7|0,7 0,2
EEB-D2 1 3 60 | -5,7 10,3|0,0(0,0| EEB-D2 18 | 90 |-0,1(0,7|0,6 |0,2
EEB-D2 2 2 |40 |-901(0,2|0,0(0,0|EEB-D2 13 | 65|-0,5/05|0,7(0,1
EEB-D2 3 0,3(/0,0|0,0| EEB-D2 10 | 50 |-1,0/0,4|0,81|0,3
EEB-D2 4 2 |40 |-90103|0,0/|0,0|EEB-D2 12 | 60 |-0,7(0,7|0,7 0,2
EEB-D2 5 1 20 (-19,0/0,2|0,0 {0,0 | EEB-D2 10 | 50 |-1,0(05|0,6 |0,2
EEB-D3 1 EEB-D3 12 | 60 |-0,7(0,4|0,4 0,1
EEB-D3 2 EEB-D3 8 40 |-1,5/0,5/05 (0,1
EEB-D3 3 EEB-D3 7 35(-19(0,3|0,6 0,2
EEB-D3 4 2 |401]-901(0,2({0,0|0,0|EEB-D3 11 | 55 (-0,8/0,4/050,1
EEB-D3 5 3 60 | -5,7 10,3|0,0({0,0| EEB-D3 6 30 (-23/05/0,8(0,3
72 Horas 96 horas

Trat. NSG | %G | IRA |LR|LH | LC |Trat.| NSG | %G | LR |LH | LC

Control H20 | 20 | 100 12119 | 0,551 | Control H20 19130 (09

Control H20 20 | 100 0,8 |18 | 0,51 | Control H20 18] 29 (09

Control H20 | 20 | 100 16| 1,9 | 0,55 | Control H20 1,731 (09

Control H20 | 20 | 100 0,818 | 0,59 | Control H20 19129 |10

Control H20 18 | 90 0,820 0,71 | Control H20 17131172

Controletanol | 20 | 100 | 0,0 |1,2| 1,8 | 0,59 | Controletanol 1629 |10

Controletanol | 18 | 90 | -0,1 |{0,8 | 1,8 | 0,55 | Controletanol 19|28 (09

Controletanol | 17 | 85 | -0,2 | 1,2| 2,0 | 0,63 | Controletanol 18(32 |11

Controletanol | 18 | 90 | -0,1 {0,8 | 1,9 | 0,47 | Controletanol 193008

Controletanol | 18 | 90 | -0,1 |1,2| 1,8 | 0,47 | Controletanol 14129108




EAT-D1 13 65 | -05 (16| 1,8 | 0,47 |EAT-D1 15|29 (08
EAT-D1 14 70 | -0,4 [1,2]| 1,8 | 0,55 |EAT-D1 15|28 09
EAT-D1 16 80 | -03(1,2|18]|0,51 |[EAT-D1 16|28 /0,9
EAT-D1 20 (100 | 0,0 |16 1,7 | 0,67 |EAT-D1 17127 |11
EAT-D1 12 60 | -0,7 |[1,2| 18| 0,59 |EAT-D1 14128 |10
EAT-D2 20 | 100 | 0,0 |0,8| 1,8 | 0,75 |EAT-D2 15129 |13
EAT-D2 5 25 [ -301(08|18|047 |[EAT-D2 16|28 10,8
EAT-D2 9 45 | -1,2 |0,8| 1,7 | 0,51 |EAT-D2 14127109
EAT-D2 8 40 | -151(1,2|18 | 0,63 |EAT-D2 14128 |11
EAT-D2 15 75 | -0,3 12|16 |0,43 |[EAT-D2 15|26 |07
EAT-D3 20 | 100 | 0,0 |0,8| 1,6 | 0,59 |EAT-D3 14125 |10
EAT-D3 15 75 | -0,3 08|16 |051 |EAT-D3 13126 /09
EAT-D3 7 35 |-19 (12|17 | 051 |[EAT-D3 1,327 109
EAT-D3 17 85 |02 (12|16 | 0,63 |EAT-D3 12126 |11
EAT-D3 18 9 |-0,1 /08| 1,7|0,55 |EAT-D3 13127109
EET-D1 10 50 | -10 |1,2|1,8 | 0,51 |EET-D1 14128109
EET-D1 2 10 | -90 1,2| 1,6 | 0,47 |EET-D1 15|29 108
EET-D1 12 60 | -0,7 |1,2| 1,8 | 0,59 |EET-D1 14128110
EET-D1 5 25 | -3011,2|1,6 | 055 |EET-D1 14129109
EET-D1 7 35 (-191(08| 18| 047 |EET-D1 15|28 10,8
EET-D2 3 15 | 5,7 |1,2]| 1,4 | 0,55 |EET-D2 11123109
EET-D2 3 15 | -5,7 ({0,8| 1,5 | 0,43 |EET-D2 1,21 2310,7
EET-D2 5 25 |-30 (12|15 |0,39 |EET-D2 11|24 07
EET-D2 4 20 | -40 08|15 0,35 |EET-D2 1,11 25 |0,6
EET-D2 7 35 (-19 (08|14 |0,31 |EET-D2 1023105
EET-D3 10 50 | -1,0 |0,0| 0,8 | 0,27 |EET-D3 09| 13105
EET-D3 5 25 1-3010,7/06| 06 |EET-D3 06112106
EET-D3 7 35 |-191(06|09| 05 |EET-D3 08|14 1|08
EET-D3 8 40 | -151(1,2(09| 0,3 |EET-D3 08|14 |06
EET-D3 13 65 | -051(14|0,7| 05 |EET-D3 07| 15 10,7
EAB-D1 19 9% |-01112|18 0,43 |EAB-D1 1512809
EAB-D1 28 (140 0,3 |0,8| 1,7 | 0,47 |EAB-D1 15|27 10,9
EAB-D1 16 80 | -0,3|12|1,7| 0,4 |EAB-D1 14127108
EAB-D1 18 9 | -01 (12| 1,8 | 0,37 |EAB-D1 15|29 |07
EAB-D1 17 8 |-0,2108|18| 05 |EAB-D1 13128 1,0
EAB-D2 18 90 | -01 (12|16 | 0,4 |EAB-D2 1,226 /0,8
EAB-D2 19 9 |-0,108|1,6|0,43 |EAB-D2 12125 (09
EAB-D2 20 |100| 0,0 {0,8]| 1,7 | 0,41 |EAB-D2 13127108
EAB-D2 17 85 | -0,2 12|17 043 |EAB-D2 11127109
EAB-D2 19 9 |-0,1 (12|16 |0,47 |EAB-D2 13|26 (0,9
EAB-D3 10 50 | -1,0 |0,8| 15| 0,33 |EAB-D3 11125107
EAB-D3 8 40 | -15|12|15| 0,3 |EAB-D3 11|24 |06
EAB-D3 9 45 | -1,2 10,815 | 04 |EAB-D3 10(25108
EAB-D3 7 35 [-19 (12|16 | 0,33 |EAB-D3 11125 |07
EAB-D3 10 50 | -1,0 |0,8| 15| 0,33 |EAB-D3 10| 24 |07




EEB-D1 7 35 |-19 (12|18 | 0,43 |EEB-D1 1,329 (09
EEB-D1 14 70 | -0,4 [1,2| 1,7 | 0,47 |EEB-D1 13129 /09
EEB-D1 16 80 | -03(1,2|18| 04 |EEB-D1 13128108
EEB-D1 14 70 | -0,4 8,0 1,4 0,35 |EEB-D1 1112307
EEB-D1 10 50 | -1,0 |1,2|1,7 | 0,3 |EEB-D1 1,2 2,710,9
EEB-D2 18 90 | -01(12|15]| 04 |EEB-D2 11123108
EEB-D2 13 65 | -0,5 08|16 | 0,2 |EEB-D2 11125 |07
EEB-D2 10 50 | -10 {1,315 | 04 |EEB-D2 12|26 /0,8
EEB-D2 12 60 | -0,7 [1,2| 1,6 | 0,3 |EEB-D2 11|25 |07
EEB-D2 10 50 | -10 |08| 15| 04 |EEB-D2 10|26 |08
EEB-D3 12 60 | -0,7 [0,7|1,4| 0,2 |EEB-D3 12123106
EEB-D3 8 40 | -151|06| 13| 04 |EEB-D3 08124105
EEB-D3 7 35 |-191(05|12| 0,2 |EEB-D3 08126106
EEB-D3 11 55 | -0,8 |0,8| 1,3 | 0,27 |EEB-D3 07121105
EEB-D3 6 30 | -231(0,7{15]| 0,1 |EEB-D3 09122106
120 horas
Trat. IRA|LR|LH | LC
Control H20 2814513
Control H20 2,744 13
Control H20 25|46 (14
Control H20 29143115
Control H20 264,718
Controletanol 24144 115
Controletanol 2842 |14
Controletanol 2,748 (16
Controletanol 29145 (1.2
Controletanol 214412
EAT-D1 2314312
EAT-D1 22142 (14
EAT-D1 24142 (13
EAT-D1 25041 (1,7
EAT-D1 21142 |15
EAT-D2 23143119
EAT-D2 24142 (1,2
EAT-D2 2114113
EAT-D2 21142 (16
EAT-D2 2213911
EAT-D3 2113815
EAT-D3 20139113
EAT-D3 194,013
EAT-D3 1813916
EAT-D3 194114
EET-D1 2114213




EET-D1 23143 |12
EET-D1 21142115
EET-D1 21143 |14
EET-D1 22142172
EET-D2 16|34 |14
EET-D2 18(35|11
EET-D2 1,713,610
EET-D2 16|37 (09
EET-D2 15(341(08
EET-D3 13|20 0,7
EET-D3 1524108
EET-D3 16|22 (09
EET-D3 1212109
EET-D3 15124110
EAB-D1 23142 |13
EAB-D1 2214114
EAB-D1 2114112
EAB-D1 23143 |11
EAB-D1 20142 |15
EAB-D2 183912
EAB-D2 18|38 |13
EAB-D2 194012
EAB-D2 1714113
EAB-D2 1913914
EAB-D3 17137110
EAB-D3 1,713,609
EAB-D3 15|37 (09
EAB-D3 16|38 |10
EAB-D3 1536 |10
EEB-D1 20143 |13
EEB-D1 19143 |14
EEB-D1 1914212
EEB-D1 16|34 |13
EEB-D1 184,013
EEB-D2 1713512
EEB-D2 16|38 |11
EEB-D2 153413
EEB-D2 1713812
EEB-D2 1513912
EEB-D3 153108
EEB-D3 16|34 (06
EEB-D3 15|36 (05
EEB-D3 1131038
EEB-D3 1213107







