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Resumen

Resumen

En el presente trabajo se estudio el aceite esencial y tres extractos obtenidos de las hojas de Mosiera
bullata, recolectada en el Jardin botanico de la Universidad Central de Las Villas. El aceite fue obtenido
por hidrodestilacion y los extractos por extraccion solido-liquido, con acetato de etilo, acetona y metanol
como solventes. Fue evaluada la composicion quimica del aceite, empleando la cromatografia gaseosa
acoplada a masa (GC-MS, siglas en inglés), identificando 4 componentes mayoritarios que representan el
83,0% de los cuales el componente en mayor proporcion fue el 1,8-cineol seguido del DL-Mentol y el
Eugenol. Ademas, se determind el perfil cromatografico, por Cromatografia Gaseosa con deteccion por
ionizacioén por llama (GC-FID, siglas en inglés), del aceite y los extractos y se obtuvo coincidentemente
que los compuestos mayoritarios citados se encontraban en todas las muestras. Se valido la técnica GC-
FID para determinar Eugenol en las muestras evaluadas, siendo fiable en un rango de concentracion entre
0,5-2,5ug\mL, obteniéndose que el aceite y los extractos de acetato de etilo, acetona y metanol contienen
0,44+0,014; 1,39+0,06; 2,15+0,05 y 2,77+0,22%, respectivamente. Se determino el contenido fendlico en
el aceite y los extractos obteniéndose un mayor contenido para el extracto metandlico, seguido del acetato
de etilo y la acetona, mientras que el aceite mostré un bajo contenido de estos compuestos. Estos valores
estuvieron en total correspondencia con los resultados obtenidos al evaluar la actividad antioxidante en
extractos y aceite, para lo cual se emplearon diferentes métodos “in vitro”, que a su vez incluyen dos
mecanismos de accion descritos en la literatura: la evaluacién de la peroxidacion lipidica y la habilidad
secuestradora a los radicales libres. El aceite mostré un potencial antioxidante menor que los patrones de
antioxidantes y los extractos evaluados en la totalidad de los ensayos. Los extractos presentan una

actividad apreciable, similar a los patrones utilizados, siendo esta superior en el extracto metandlico.
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Abstract

Was studied the essential oil and three obtained extracts of the leaves of Mosiera bullata, gathered in the
botanical Garden of the Central University of Las Villas. The oil was obtained by hidrodestilation and the
extracts by extraction solid-liquid, with ethyl acetate, acetone and methanol. The chemical composition of
the oil was evaluated, using the couple gas chromatography to mass spectrometry (GC-MS), and it was
obtained 4 majority components that represent 83,0% of which the component in more proportion was the
1,8-cineole followed by the DL-menthol and the eugenol. Also, the chromatographic profile of the oil and
the extracts was determined, for Gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID), and was
obtained that the mentioned majority compounds were in all the samples. The technical GC-FID was
validated to determine eugenol in the valued samples, being reliable in a concentration range among 0,5-
2,5 pg\mL, being obtained that the oil and the extracts of ethyl acetate, acetone and methanol contain
0,44+0,014; 1,39+0,06; 2,15+0,05 and 2,77+0,22%, respectively. The phenolic content was determined in
the oil and the extracts being obtained a bigger content for the methanolic extract, followed by the ethyl
acetate and the acetone, while the oil showed a low contained of this parameter. These values are in total
correspondence with the obtained results when evaluating the antioxidant efficiency in extracts and oil, for
that which different "in vitro" methods were used, that in turn include two mechanisms of action described in
the literature: the evaluation of the lipidic peroxidation and the free radicals scavenning ability. The oil
showed a smaller antioxidant potential that the antioxidant patterns and the extracts evaluated in the
entirety of the assays. The extracts present an appreciable activity, similar to the utilized patterns, being

this superior in the methanolic extract.

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata. 6






indice

indice
INEEOTUGCCION. ...ttt ettt e e et e e et e et e e e et e e et e et e eeeeeaeeeteeeueesaeeeaneeaneeteeaeeeneeeneeesneesneeeeneans 1
Capitulo 1: Revision BiblIOGrafiCa. .........ccuiiiiiiiiiiiicicss ettt 3
1.1. Consideraciones generales sobre plantas medicinales, aromaticas y los compuestos fenolicos
PrESENTES N IIAS. ....cviviiieiii ettt ettt ettt b e e bbbttt ettt ren e 4
1.2, MOSIEIE DUNATA. ...t e e ettt e et e et e et e et e e et e e teeeee e e e eteeeneeeteeneeeeaeeeeeeaeneans 6
1.2.1. Aspectos generales de [a planta.............cooveiiiicii e 6
1.2.2. DESCIIPCION. ...ttt ettt b e et et se e s et se et b e e st e s e et b e s e st bene e e 6
1.3. Algunas consideraciones sobre los aceites esenciales y los extractos de plantas medicinales. ............ 7
1.3.1. ACEILES ESENCIAIES. ..ottt et ettt e e et e et e et e e et e e et e eteesaeeeeeeeaeeenteesteeseeeseeeaneens 7
1.3.1.1. GENEIANIAATES. ...ttt ettt et e et e e e e et e e et et e et eae et e eae et e neeeeeeeeseeeeeneeens 7
1.3.1.2. OBEBINCION. ..ottt ettt ettt e e ettt ettt et e et e eeeeeaeeseeeseeeateeeteenteesaeeseeeenteenteesteeseeenneenneenes 9
1.3.1.3. Clasificacion de 10S aCEItES ESENCIAIES. .......oueeee ettt ettt ettt ee et eeee e et eeeees 10
1.3.1.4, COMPOSICION. ..ottt ettt ettt b bbb bbb b b s e s s e e e s s e e 11
132, XA ACE0S. ettt ettt ettt et ettt e e e te et e rete e et e et e aterteaae et aeteeaaeareans 13
1.3.2.1. METOAOS A8 EXITACCION. ...ttt et et e et e et e et e st e eeeeeereeeeeeseeeseeeseneaneeeneenneenreens 13
1.4. Antioxidantes. SuS USOS €N 12 SAIUA NUMENE..........ooeeeee ettt ettt e e et e e e e eee e e eeeeeseeens 14
1.4.1. El estrés oxidativo en 1a Salud NUMENE. .........ooomeeeeeeeee ettt ettt ee e neeans 14
1.4.2. Los antioxidantes y sus mecanismos de @CCION. ..........cccvrvrvrvriririririsinieieieieeeee e 15
1.4.3. Métodos para evaluar la actividad antioXidante. ...........ccoeeiiiiciiiincc e 17
1.5. Relacién de la actividad antioxidante con el contenido de fenoles presente enlaplanta..................... 20
Consideraciones finales de la revisidn bibliografiCa:............ccccceicieiiieiicee e 22
Capitulo 2: Materiales Y MEIOGOS. ......c.cviiiiiiieis ettt 23
2.1. Material vegetal, equipos Yy reactivos QUIMICOS. ... eses 23
2.2. Metodologia de obtencion del aceite esencial y de los extractos orgénicos, rendimientos.................... 24
2.2.1. ObtenCiON del ACRILE BSENCIAL .......cceeeeeeeeee ettt ettt et e e et et et e e e e eteeeeeseeseeeeeaee e 24
2.2.2. ObIENCION B 108 EXIACIOS. ...ttt ettt et ettt et et e e e et e et e s e et e eeeeeteesteeseeeseeeseeeeeaeeens 25
2.2.3. Determinacion del rendimiento del aceite esencial y l0s extractos. .........cccevevvecciivccciericeine, 26
2.3. Determinacion de la composicién quimica del aceite esencial y los extractos obtenidos de las hojas de
MOSIEIE DUIALA. ... et e e et e e et e e et e et e st e e aaeeeeateeeeaeeesaseeeaseeesneesateeesareenaneeenens 28
2.3.1. Determinacién de la composicion quimica del aceite esencial obtenido. ............ccccovvveciericienne, 28
2.3.2. Determinacion del perfil cromatogréafico del aceite esencial y los extractos por GC-FID.
Identificacion de componentes con el USO de PAtIONES. ........ccevririiicieierreeee e 29
2.3.3. Determinacién cuantitativa de eugenol en el aceite esencial y los extractos obtenidos de las hojas
A MOSIEIA DUINALA. ...t e e et e e e e e et e e et e e eae e st e e eaee e et e eateeesseesateeeanseesnteesnens 30
2.3.3.1. DESAITONO I MEIOUOD. ... ettt ettt e e e ee et et et et e eeeeeeeeeeeeeneeaneenns 30
2.3.3.2. Condiciones CromatografiCas: ..........coerrurirriiiieeiesseee s 30

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata. 1



indice

2.3.3.3. Validacion del MEIOAO. .......ccoocvcuiiece e 31
2.3.3.4. Determinacion del contenido de eugenol presente en el aceite y los extractos estudiados........ 33
2.3.4. Cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos en las muestras...............cccccceveveeee. 33
2.3.4.2. Cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos en los extractos. ..........cccccovvruneee. 34
2.4. Evaluacion de la actividad antioxidante en el aceite esencial y los extractos obtenidos........................ 35
2.4.1. Cuantificacion de la actividad secuestradora de radical- EI método basado en la transferencia
BIECITONICA. ......eeeei bbbttt 35
2.4.1.1. Actividad secuestradora del radical libre DPPH del aceite esencial y los extractos: .................. 35
2.4.1.2. Fuerza reducida de los aceites esenciales y 10S eXtractos. ...........coceevrrniiinnnnnieeissens 36
2.4.1.3. Capacidad antioxidante total (TAOC). ........ccoviriviiirssee e e 37
2.4.1.4. Determinacion del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP)..........cccoeiriiiinnnniccis 38
2.4.2. Evaluacion de habilidad de los antioxidantes para inhibir o suspender la oxidacion lipidica en el
SISIEMA AAECUAUO. ...ttt 38
2.4.2.1. Método del tioCianato fEITICO. ........cooviveviiictee e 38
Capitulo 3: ReSUItad0S Y DISCUSION .........cccoviiiiiriiiiisiciete ettt bbb 40
3.1. Rendimiento del aceite esencial y extractos obtenidos de las hojas de Mosiera bullata....................... 40
3.2. Resultados obtenidos en la determinacién de componentes volatiles presentes en el aceite esencial y
los extractos obtenidos de las hojas de la Mosiera bullata. ... 41
3.2.1. ComposiCion del aCEIte BSENCIAL...........ceurririiiiiiee e 41
3.2.2. Perfil cromatogréfico del aceite y los extractos, aplicando la GC-FID. ...........cccccovvvvviiiicicrnenee. 42
3.2.3. Determinacion cuantitativa del contenido de eugenol en los aceites esenciales y extractos
ODEENIAOS. ...ttt 44
3.2.3.1. Validacion de @ tECNICA ............ceiviiieci e 45
3.2.3.2. Aplicacion de la técnica validada a la determinacion de Eugenol presente en el aceite esencial
y los extractos obtenidos de las hojas de la Mosiera bullata. ..................cccoveeiniieeiiiieieieiceciis 50
3.3. Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante en el aceite esencial y los extractos obtenidos
de 1as N0jas de MOSIEra DUIIALA.................cccuieueiirii et 51
3.3.1. Determinacion del contenido fendlico total. ... 51
3.3.2. Actividad secuestradora del radical liore DPPH............ccoiiiieeeccccceereeees s 53
3.3.3. FUEIZA FEAUCTONA. ...ttt 56
3.3.4. Determinacion del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP) ..o 57
_3.3.5. Capacidad antioXidante total. ... s 59
_3.3.6. Actividad antioxidante por el método FTC. ... 61
3.4. Relacién entre el contenido fendlico total con la capacidad antioxidante total y el poder
FEAUCTOI/ANTIOXIAANTE. .. ...cvcvieiicce ettt sttt et b e s b ene s 63
CONCIUSIONES ...ttt sttt ettt e et s et s s et e 66
RECOMENUACIONES ...ttt bbb s e et e 67
BIDHOGIAMIA ... vt 68

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata.



Infroduccion”:




Introduccion

Introduccion.

La medicina tradicional estd presente en todas las culturas del mundo. Se le define como el conjunto de
todos los conocimientos y practicas usados en la prevencion, diagndstico y eliminacion de desequilibrios
fisicos, mentales o sociales, y confiado exclusivamente en experiencia practica, observacién y trasmitido
de generacién en generacion, en forma oral y escrita. El uso a través del tiempo demostré la inocuidad y la
eficacia de la medicina tradicional, restando en la actualidad comparar el empirismo con el cientificismo,
respetandose en la investigacion y evaluacion de la medicina tradicional, los conocimientos y la

experiencia obtenidos en la larga historia de uso de procedimientos?.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) considera como planta medicinal todo vegetal que contiene,
en uno o0 mas de sus 6rganos, sustancias que pueden ser usadas con finalidades terapéuticas o que son
precursores en la semisintesis quimico-farmacéutica. En la actualidad existe un reconocimiento del empleo
de fuentes naturales de medicamentos y en especial de la fitoterapia, justificado en muchos casos por
razones economicas, disminucion de efectos toxicos crénicos muy frecuentes en sustancias quimicas
puras, con una tendencia en los paises desarrollados al retorno del empleo de productos naturales en el
tratamiento de diversas afecciones la OMS apoya el uso de la medicina tradicional y alternativa cuando

estad demostrado el beneficio y la existencia de minimo riesgo para el paciente23.

Entre las plantas medicinales utilizadas en todo el mundo a lo largo de la Historia, y aun de la prehistoria
del hombre, las plantas arométicas y sus componentes olorosos ocupan un lugar especial. Desde que
Homo sapiens discrimind el alimento toxico, el aire limpio del contaminado, o reconocio las virtudes del
aroma de una flor o un fruto, comenzé a familiarizarse con gustos y olores que determinaron su habitat, su
comportamiento, sus costumbres, sus medicinas, sus placeres y sus vicios, hasta sus recuerdos y deseos.
La vida era para él, entre otras cosas, una experiencia que se genera desde el olfato y el paladar. Desde
entonces, su memoria se enriquecia con sabores y olores, que fueron formando parte de su cultura y de su

idiosincrasia?.

Por otra parte en la actualidad la accidn antioxidante se encuentra entre las propiedades mas estudiadas
en el campo de la terapéutica y los antioxidantes naturales presentes en las plantas han cobrado gran
interés en las ultimas dos décadas puesto que el estrés oxidativo (un desbalance entre las sustancias

oxidantes y prooxidantes) segun se ha demostrado esta implicado en un gran nimero de afecciones de la
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Introduccion

salud, lo cual produce un deterioro muy significativo en los mismos, haciendo que pierdan, la mayoria de
las propiedades para las cuales fueron elaborados. Por otra parte las grasas y aceites presentes en estos
productos, pueden deteriorarse faciimente debido a la oxidacion, en una serie de reacciones con
participacion de radicales libres, propagandose y finalmente convirtiéndose en compuestos estables
oxigenados, que conllevan a la pérdida de aroma y sabor, junto con otras caracteristicas indeseables que
degradan la calidad del productos; lo que obliga a que investigadores en todo el mundo trabajen en el
descubrimiento y el suministro de antioxidantes exdgenos como una alternativa importante en la
prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades®. Para prevenir tales reacciones se utilizan
compuestos con propiedades antioxidantes, en su amplia mayoria sintéticos, como pueden ser el
Butilhidroxitolueno (BHT), Butilhidroxianisol (BHA), Galato de n-Propilo, por mencionar algunos.
Ultimamente ha crecido la demanda de “productos de origen natural’, libres de aditivos quimicos sintéticos,
y se ha incrementado el estudio y el uso de sustancias que contengan antioxidantes naturales. Ademas,
estad en auge el mercado de complementos dietéticos y nutracéuticos que contengan compuestos capaces
de inhibir o inactivar radicales libres, ya que estos compuestos han sido relacionados con enfermedades

cronicas y degenerativas, como cancer, enfermedades neuronales y cardiovasculares’.

Nuestro pais no esta exento de todo este rescate de la medicina popular lo cual tiene gran importancia
desde el punto de vista econdmico y dentro del campo de la salud publica, constituyendo una alternativa a
tener en cuenta por nuestros investigadores, debido a que posee una rica flora y una valiosa tradicién en el
uso de las plantas medicinales. Por esto desde 1992 cuenta con un programa nacional de medicina natural

que se perfecciona cada afio con la inclusién de nuevas especies8.

Este programa de medicina natural del Ministerio de Salud Publica de nuestro pais incluye el uso de
plantas para multiples afecciones; son muchas las plantas aromaticas insertadas en él y cada dia se
realizan estudios a nuevas especies de plantas para determinar si pueden incluirse en dicho programa.
Teniendo en cuenta esto en el Departamento de Farmacia de la Universidad Central de Las Villas existe
un grupo de investigacion que tiene como objetivo fundamental el estudio de las plantas medicinales,
particularmente especies de plantas aromaticas. Tal es el caso de las especies de la familia mosiera,
género con unas 40 especies de plantas con flores que pertenece a la familia Myrtaceae. La Mosiera
bullata es una especie de planta originaria del sur de Florida, Caribe, Centroamérica y sur de Brasil, la cual

se usa tradicionalmente por sus acciones antiparasitaria, antiespasmadica, antirreumatica, etc.
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Para desarrollar el presente trabajo se tuvo en cuenta la poca informacién existente de la planta Mosiera
bullata en la literatura y el objetivo de mantener viva la tradicion herbolaria para encontrar nuevos
compuestos activos con propiedades antioxidantes que actlien contra diversas enfermedades. Durante la
investigacion se estudiaron el aceite esencial y los extractos obtenidos de las hojas de esta planta con
vistas a evaluar sus posibles potencialidades como fitomedicamento. La planta es cultivada por el equipo
de investigaciéon del Jardin Botanico de la UCLV en el area de cultivo de especies localizadas
principalmente en la region central de nuestro pais

Constituye, por tanto, el problema cientifico del presente trabajo que la planta Mosiera bullata, que crece

en la regidn central de Cuba no posee estudios reportados que permitan proponer su uso en la medicina

tradicional, industria farmacéutica y/o en la industria cosmética cubanas.

Atendiendo a ello, con el objetivo de contribuir con el programa de medicina natural y tradicional del pais,
este trabajo cientifico parte de la siguiente hipétesis: Si se realizan estudios que permitan conocer el
rendimiento, la composicion y la actividad antioxidante del aceite esencial y los extractos obtenidos de las
hojas de Mosiera bullata, se realizard un aporte importante a la informacién necesaria para proponer su

uso en la medicina tradicional, industria farmacéutica y/o cosmética.

Para fundamentar dicha hipétesis se plantea el objetivo general siguiente:

Determinar la composiciéon y evaluar la actividad antioxidante de las hojas de Mosiera bullata para

fundamentar su uso en la medicina tradicional cubana, industria farmacéutica y/o en la cosmética.

A partir de este objetivo general se precisan los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar el rendimiento del aceite esencial y los extractos organicos obtenidos de las hojas de

Mosiera bullata, aplicando las técnicas tradicionales.

2. Determinar la composicion del aceite esencial, obtenido por hidrodestilacion, empleando la

Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masa.

3. Identificar y cuantificar metabolitos mayoritarios presentes en los extractos organicos mediante la

Cromatografia Gaseosa con detector de ionizacién por llama.

4. Evaluar la actividad antioxidante del aceite esencial y los extractos organicos, obtenidos de las hojas de
Mosiera bullata, a través de ensayos in vitro.
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Capitulo 1: Revision Bibliogréafica

Capitulo 1: Revision Bibliografica.

1.1. Consideraciones generales sobre plantas medicinales, aromaticas y los compuestos fenélicos
presentes en ellas.

Desde tiempos inmemoriales, las plantas medicinales constituyeron el principal arsenal terapéutico del
hombre y han demostrado ser un importante instrumento como recurso local validado y como
medicamento herbario. En 1977 la OMS adoptd una resolucién, propiciando asi una promociéon mundial de
la medicina tradicional. Dicha resolucion insta a los gobiernos miembros a dar importancia a los sistemas
médicos tradicionales. En 1978 se llevd a cabo la conferencia de Alma-Ata donde se formulé la meta de
Salud para Todos en el afio 2000. Fue recomendada en dicha conferencia dar prioridad a la incorporacién
de fitofarmacos con usos comprobados, en las politicas nacionales de medicamentos. Desde entonces

muchos han sido los esfuerzos por parte de la OMS para promover este tipo de terapia3.

En las Gltimas décadas puede observarse como tendencia mundial, un aumento del consumo de plantas
medicinales, tanto en los paises industrializados como los del tercer mundo. Se estima que alrededor del
80% de la poblacion mundial, aproximadamente unos cuatro mil millones de personas, recurre a la
medicina tradicional herbolaria para la atencién primaria de salud. En Asia, millones de personas
mantienen su salud a través del uso de hojas, raices y cortezas de arboles. De hecho el 25% de las
medicinas prescritas por los médicos europeos y estadounidenses se derivan de plantas existentes en los
bosques. Segun reconocidos investigadores, practicamente todas esas plantas se han descubierto gracias
a la informacion derivada de su uso en medicina tradicional® 10,

Entre las plantas medicinales, las plantas aromaticas juegan un rol importante, pues son aquellas que
tienen un contenido sobresaliente en aceites esenciales y representan una amplia variedad de especies.
Como grupo son especies valoradas por sus aromas y sabores caracteristicos asi como por sus
propiedades medicinales; representan alrededor de un 0,7% del total de las plantas medicinales. El
comercio de los aceites esenciales mantiene un crecimiento sostenido debido a su aplicacion en diversas

industrias como: cosmética, farmacéutica, alimenticia, de productos de limpieza, plaguicidas, entre otras!.

Las plantas medicinales y aromaticas son una parte fundamental de los sistemas de medicina tradicional y
una importante fuente de material de estudio de la Farmacognosia. A pesar de su amplio uso en paises

iberoamericanos, pocas se han estudiado con la profundidad que se requiere para la aplicacion médica;
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los datos de seguridad y eficacia estan dispersos y disponibles solo para un nimero reducido de ellas en
algunas farmacopeas, muchas carecen de una metodologia que garantice su calidad, lo cual limita el
desarrollo, produccion y comercializacion de fitomedicamentos, tanto en los mercados nacionales como
internacionales. Por consiguiente, para contar con una alternativa terapéutica de fuente vegetal, que retna
los requisitos de calidad, seguridad y eficacia, es indispensable demostrar sobre bases cientificas, la
utilidad de una planta medicinal y cumplir con todo lo establecido en los lineamientos internacionales para
la evaluacién y control de los medicamentos herbarios'2 13. Un aspecto vital para lograr este propésito es
la determinacion de parametros farmacognésticos, los que constituyen una garantia de que la materia
prima proveniente de los campos de cultivos ha sido procesada adecuadamente 4, asi como la extraccion,
aislamiento e identificacion de constituyentes de las drogas vegetales, lo cual fundamenta en gran medida
el uso de las mismas1% 16,17,

Las plantas poseen una gran variedad de principios activos, que estan asociadas a los procesos vitales
basicos, y los metabolitos secundarios participan activamente en el ajuste del vegetal a las condiciones
ambientales asi como con la interrelacion con paréasitos y simbiontes. Para el ser humano, los metabolitos
secundarios, especialmente aquellos de origen vegetal, poseen diversas aplicaciones siendo utilizadas en
salud, alimentacion, perfumeria e higiene personal, etc's.

El consumo de plantas como fuente de antioxidantes ha crecido continuamente en afios recientes, debido
a que estudios epidemiolégicos han sugerido asociaciones positivas entre el consumo de alimentos ricos
en fenoles y la prevencién de enfermedades; efectos atribuidos a los componentes antioxidantes como los
flavonoides y fenilpropanoides que presentan las mismas'9. Varios tipos de hierbas y especias se han
utilizado en diferentes alimentos, debido a sus reconocidas propiedades antioxidantes como el Romero
(Rosmarinus officinalis) y la Salvia (Salvia officinalis), ambas de la familia Labiatae, las cuales han sido
reconocidas como hierbas de gran actividad antioxidante20.

Los compuestos polifendlicos constituyen una clase de metabolitos secundarios biosintetizados por el
reino vegetal y por tanto estos son encontrados en alimentos derivados de fuentes vegetales?!. Los
polifenoles comprenden un amplio rango de sustancias que poseen uno 0 mas anillos aromaticos con al
menos un grupo hidroxilo. Entre ellos podemos mencionar a los flavonoides, isoflavonoides,
antraquinonas, antocianidinas y xantonas, a los acidos fendlicos y a los fenoles simples, a los &cidos

hidroxicinamicos, a los fenilpropenos, a las ligninas, etc. Los mismos actlan generalmente como
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capturadores y estabilizadores de radicales libres; pudiendo producir quelacion de metales, aquéllos que
poseen en su estructura grupos carboxilicos.

El mecanismo de proteccién de los fenoles (representado por AOH) ocurre en el estado inicial y méas
efectivamente durante el estado de propagacion de la oxidacion, por captura de los radicales libres (R.),
inhibiendo de esta manera la reaccién en cadena. La transferencia de electrones desde el radical libre (R.)
determina que el antioxidante se transforme en una molécula radical activa y este radical asi formado debe
ser lo suficientemente estable para que la funcion antioxidante sea efectiva. A su vez el radical formado
puede ser recuperado por otras sustancias antioxidantes (reductonas), como el ascorbato. Los
suplementos antioxidantes o los alimentos que contienen antioxidantes pueden ser usados para reducir los
dafios oxidativos relacionados a la edad y a enfermedades como arteriosclerosis, diabetes, cancer,
cirrosis, etc?2, En estos casos es importante el estudio de las propiedades antioxidantes de los
compuestos fendlicos totales obtenidos de distintas fuentes, antes que la de los compuestos individuales,

debido a la posible interaccion antagonista o sinergista entre todos los compuestos presentes?23,

1.2. Mosiera bullata.
1.2.1. Aspectos generales de la planta.

Esta planta pertenece al género mosiera, €l cual posee unas 40 especies de plantas con flores que
pertenecen a la familia Myrtaceae. Es originario del sur de Florida, Caribe, Centroamérica y sur de Brasil?4.
Este género ha sido poco estudiado, solo existe un reporte que incluye la existencia de aceite esencial en
una de estas, la cual es rica en monoterpenos?. La planta Mosiera bullata es endémica de la region
central de Cuba y después de haber realizado una exhaustiva busqueda en bases de datos especializadas
no se encontraron reportes de la misma en relacion a su composicion quimica y posibles usos en el campo
farmacéutico. El género fue descrito por John Kunkel Small y publicado en Manual of the Southeastern
Flora 936-937, 1506, f. s.n. [p. 937]. 1933. La especie tipo es: Mosiera longipes (O. Berg) Small y la
especie bullata (Britton & P.Wilson) Bisse, se reportd en la Revista del Jardin Botanico Nacional de la
Universidad de la Habana, 1986.

1.2.2. Descripcion.
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La especie mosiera se presenta como arbustos o arboles hasta 15 m de altura. Con tricomas de hasta 0.5
mm, unicelulares, simples, blanquecinos, amarillentos o pardo rojizos. Hojas persistentes, coriaceas, la
nervadura broquidédroma, con pocos a 10 pares de nervaduras laterales unidas por una nervadura
marginal que se arquea entre ellas cerca del margen foliar. Inflorescencias unifloras, axilares (poco
frecuentemente un dicasio de 3 flores) o en un brote axilar bracteado con 1-3 pares decusados de flores.
Flores cuatromeras; lobos del céliz oblongos a semiorbiculares, el caliz generalmente no fusionado o sélo
ligeramente fusionado pasando la punta superior del ovario, rompiéndose ligeramente o0 no entre los lobos
en la antesis; pétalos submembranaceos, blancos; bractéolas generalmente pequefias, ovado-triangulares,
foliosas en una especie, caducas cerca o antes de la antesis; estambres 60-200, doblados hacia adentro
en el boton, las anteras 0,3-0,7 mm, globosas, generalmente con una glandula terminal en el conectivo;
ovario bilocular; dvulos 3-40 por léculo, la placenta no marcada, los Idculos algunas veces conectados por
una apertura. Frutos en bayas, subglobosos; semillas pocas, subreniformes, la testa dura, brillante o en
una especie coriacea y glandular, la pared externa de 1 a varias células de grosor, las células superficiales
redondeadas a alargadas, la parte central de la semilla algunas veces suave; embridn aceitoso, en forma

de "C", blanquecino, los cotiledones reflexos o derechos, menos de 1/4 de la longitud del embrion2s.

1.3. Algunas consideraciones sobre los aceites esenciales y los extractos de plantas medicinales.

1.3.1. Aceites Esenciales.

1.3.1.1. Generalidades.

Los aceites esenciales son los compuestos odoriferos naturales que se encuentran en las plantas y son
aislados de las mismas. Generalmente, son liquidos (en algunas ocasiones semisélidos y muy raras veces
solidos) poco solubles en agua pero si volatilizables con vapor, se evaporan a diferentes velocidades bajo
presion atmosférica. Estos componentes volatiles provenientes de plantas han atraido la atencion del
hombre desde la antigledad como principios aromaticos o especies de gran complejidad en su
composicion. El estudio de los aceites esenciales como materias primas basicas para la industria de
fragancias, sabores y medicinal, se ha transformado en una de las éreas de investigacion y desarrollo mas

importante para muchos paises. Inicialmente fueron considerados como material de desecho del
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metabolismo de las plantas, la importancia biologica de los aceites esenciales ha sido reconocida sélo
recientemente?’,

Estos aceites en su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen algunos de olor relativamente
desagradable como por ejemplo los componentes que forman parte de la fraccién aromatica del ajo y la
cebolla, los cuales contienen compuestos azufrados. El aceite esencial dentro de la planta se encuentra
confinado en un tejido el cual se le denomina micela, de lo contrario, podria tener influencia en la
transpiracion de la planta, e inhibir la formacion de clorofila, esto es perjudicial o beneficioso, dependiendo
del tipo de planta, si es clorofila 0 no. De lo anterior se puede concluir que los aceites esenciales
generados por la planta son de diferentes utilidades, segun su género, especie o variedad.

Los aceites esenciales tienen la propiedad en comun, de generar diversos aromas agradables y
perceptibles al ser humano, las propiedades basicas que caracterizan a estos aceites son la volatilidad y el
origen vegetal. El termino popular mas comun con el que se conocen estas sustancia es el de esencias,
también se conocen por el nombre de aceites volatiles o etéreos. A condiciones ambientales, son liquidos
menos densos que el agua, pero mas viscosos que ella. Poseen un color en la gama del amarillo, hasta
ser transparentes en algunos casos?: 2% 30, Son inflamables, no son tdxicos, aunque pueden provocar
alergias en personas sensibles a determinados terpenoides3!. Son inocuos, mientras la dosis suministrada
no supere los limites de toxicidad. Sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del
calor, de acidos y alcalis fuertes, generando oligémeros de naturaleza indeterminada. Son solubles en los
disolventes organicos comunes. Casi inmiscibles en disolventes polares asociados (agua, amoniaco) y son
aceptados como sustancias seguras por la Agencia de Drogas y Alimentos de E.E.U.U. (FDA, por sus
siglas en inglés)32.

Las aplicaciones de los aceites esenciales son muy amplias, aunque basicamente estan orientadas a la
perfumeria; la cosmética; la industria farmacéutica, como aditivo e insumo para sintetizar compuestos; la
alimentaria, como aditivo y como insumo para la fabricacion de productos de higiene personal y de
limpieza doméstica. La industria farmacéutica requiere de aceites esenciales “desterpenados”, o sea, libres
de terpenos, porque se busca sélo los principios activos farmacoldgicos de la planta, comunmente los
terpenos y sesquiterpenos oxigenados, para complementar un medicamento. En los ultimos afios, la
aromaterapia ha tenido un gran crecimiento y aceptacién en el mercado mundial. La comercializacion de

los aceites esenciales puros, como ingredientes de los productos aromaterapicos, ha creado una mayor
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demanda y ha motivado la busqueda de nuevos aromas, mas exoéticos y con propiedades seudo-
farmacologicas?: 29,30, 33, 34, 35, 36,37, 38,39,

La aromaterapia de estos compuestos se utiliza en sinergia con otras terapias farmacolégicas#? incluyendo
propiedad antiinflamatoria#!, antituberculosis4?, antimicrobiano3, antifungico# 45, antitumoral, protector del
tracto gastrointestinal4é, anticonvulsivante4’, espasmolitica y anestésica%®. Ademas mdultiples ensayos
quimicos in vitro han permitido evaluar estos compuestos como antioxidantes, constituyendo asi, junto a la
accién antimicrobiana, la actividad farmacolégica mas estudiada en la actualidad para este tipo de

compuesto?8. 49,50,

1.3.1.2. Obtencion.

Los aceites esenciales son obtenidos, a partir del material vegetal por métodos de extraccidn que
involucran el uso del agua, llamados comunmente: destilacién por arrastre de vapor, extraccion por
arrastre, hidrodestilacion, hidrodifusion o hidroextraccion. Sin embargo, no existe un nombre claro y
conciso para definir el proceso, debido a que se desconoce exactamente lo que sucede en el interior del
equipo principal y porque se usan diferentes condiciones del vapor de agua para el proceso. Es asi que,
cuando se usa vapor saturado o sobrecalentado, fuera del equipo principal, es llamado “destilacién por
arrastre de vapor”. Cuando se usa vapor saturado, pero la materia prima esta en contacto intimo con el
agua generadora del vapor, se le llama “hidrodestilacion™!. Cuando se usa vapor saturado, pero la materia
no esta en contacto con el agua generadora, sino con un reflujo del condensado formado en el interior del
destilador y se asumia que el agua era un agente extractor, se le denomin6 “hidroextraccion”s2,

En el presente trabajo se empled la técnica de hidrodestilacidn por lo que a continuacion se exponen los
aspectos mas importantes sobre la misma.

o Destilacion con agua (hidrodestilacién): Cuando se emplea este método se pone en contacto directo el

material vegetal con agua hirviendo. EIl material puede flotar en el agua o quedar totalmente sumergido en
dependencia de su peso especifico o de la cantidad del mismo que se emplee; el agua ebulle por
aplicacién del calor, que puede ser directo, por enchaquetamiento o serpentines cerrados. El rasgo
caracteristico de este método radica en el contacto directo entre el agua en ebullicidén y el material vegetal,
por lo que la accién quimica del agua sobre el material es maxima. Este método se emplea generalmente

cuando el material es seco y no se altera por ebullicion; aunque presenta algunos inconvenientes:
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componentes como los ésteres son sensibles a la hidrolisis, mientras que otros componentes tales como
los hidrocarburos monoterpénicos aciclicos o los aldehidos, son susceptibles de polimerizacion, los
compuestos oxigenados, tales como los fenoles, tienden a ser parcialmente solubles en el agua de
destilacion, hecho por el cual es imposible la remocion completa de estos compuestos y los tiempos
requeridos de destilacion son demasiado largos, lo cual se asocia a un detrimento de la calidad del aceite
obtenido.

Este método aparece reportado en la mayoria de las investigaciones relacionadas con aceites esenciales,
que incluyen su extraccion. Algunos ejemplos de los articulos publicados en los Ultimos afios muestran su

amplio uso33-61,

1.3.1.3. Clasificacion de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia, origen y naturaleza
quimica de los componentes mayoritarios.

De acuerdo con su consistencia, los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas, balsamos y
oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Los balsamos son de
consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, son
ejemplos el balsamo de copaiba, el balsamo del Peru, Benjui, balsamo de Tolu, Estoraque, etc. Las
oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos
o sustancias semisdlidas (caucho, gutapercha, chicle, oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavo,
etc.)?.

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y sintéticos. Los
naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores,
debido a su rendimiento tan bajo son muy costosos. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de
esencias de rosa, geranio, jazmin enriquecidas con linalool, o la esencia de anis enriquecida con anetol.
Los aceites esenciales sintéticos como su nombre lo indica son los producidos por la combinacion de sus
componentes los cuales son la mayoria de las veces producidos por 12 procesos de sintesis quimica.

Estos son mas econdmicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes.
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Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion compleja, los aceites esenciales se pueden
clasificar de acuerdo con los componentes mayoritarios. Segun esto los aceites esenciales ricos en
monoterpenos se denominan aceites esenciales monoterpénicos (por Ej. Hierbabuena, albahaca, salvia,
etc.). Los ricos en sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpénicos (por €j. Copaiba, pino,
junipero, etc.) Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (por ej. Clavo,

canela, anis, etc.)

1.3.1.4. Composicion.

La composicién quimica de los aceites esenciales es variada, en una misma especie la composicion
cambia. Se pueden encontrar mas de cincuenta compuestos quimicos en una planta en proporciones
considerables, para ser tomados en cuenta como componentes importantes del aceite. Hay componentes
quimicos, cuya cantidad presente en el aceite esencial, no es considerable cuantitativamente, pero si
influye cualitativamente. Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas homogéneas de
compuestos quimicos organicos, provenientes de una misma familia quimica, terpenoides, de hasta mas
de 100 componentes que pueden tener la siguiente naturaleza quimica®2:

+ Compuestos alifaticos de baja masa molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y &cidos),
* Monoterpenos,

* Sesquiterpenos,

* Fenilpropanos.

Para el estudio de la composicién quimica de los aceites esenciales se emplean, entre otras, las técnicas
cromatograficas. Ajustando los parametros cromatograficos, se logra separar todos los componentes. Los
tres tipos mas comunes son: la cromatografia en capa delgada (CCD), Cromatografia gaseosa de
ionizacion por llama (GC-FID, por sus siglas en inglés) y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC,
por sus siglas en inglés). El acoplamiento de la cromatografia de gases a la espectrometria de masa es la
técnica que ha recibido mayor atencion desde su introduccion; esta permite obtener el espectro de masas
de cada componente separado por GC-FID. Se obtiene el dato de su peso molecular e informacion
estructural. Existen bases de datos con los espectros de masas para la identificacion quimica de muchos

de los componentes de un aceite esencial u otros tipos de sustancias®.
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Teniendo en cuenta que estas dos técnicas son las empleadas en el presente trabajo, a continuacion se
describen los aspectos mas importantes que se tienen en consideracion para su aplicacion.

v' Cromatografia de gases.

La cromatografia gaseosa es una técnica de separacion basada principalmente en fenémenos de particién
entre una fase movil gaseosa (helio, argén, hidrogeno, nitrogeno) y una fase estacionaria constituida por
un liquido muy viscoso retenido en el interior de una columna cromatografica. Para el anélisis de aceites
esenciales suelen emplearse dos tipos de fase estacionaria: polietilenglicol de peso molecular 20000
(Carbowax 20M®), que es una fase polar, y polidimetilsiloxano y derivados, que es una fase apolar. Para la
identificacion de los componentes del aceites esencial mediante GC-FID se ha utilizado frecuentemente la
comparacion de sus tiempos de retencion (tiempo trascurrido entre la inyeccion de la muestra y la
aparicion del pico cromatografico) con los patrones. Sin embargo los tiempos de retencion estan
fuertemente influenciados por numerosas variables, como la técnica de inyeccion, las variaciones de
temperatura o flujo de los gases y esto justifica el uso de los indice de retencion que se calculan a partir de
los tiempo de retencion y por comparacion con una serie de sustancias a las cuales se le asignan valores
arbitrarios de indice de retencion64.

v" Cromatografia gaseosa acoplada a la espectrometria de masa.

La identificacién de los componentes del aceite se realiza a través de la comparacion de los indices
retenciéon de las sustancias patrones en dos fases estacionarias polares y apolar, con los indices
obtenidos para los componentes del aceite esencial. Existe una recopilacion muy importante de los
indices, realizada por Adams (2001)85,

Si bien la informaciéon que proporcionan los indices de retencion respecto a la identidad de los
componentes de la esencia es muy valiosa, la identificacién de los mismos no puede basarse
exclusivamente en ellos, ya que muchos componentes tienen indices coincidentes en ambas columnas.
Por ello es necesario aplicar otras técnicas mas sensibles y especificas como detector entre las cuales se
destaca la Espectrometria de masas que es una técnica experimental que permite la medicion de iones
derivados de moléculas. Con frecuencia se encuentra como detector de un cromatdgrafo de gases, en
una técnica hibrida conocida por Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masa (GC-MS,
por sus siglas en inglés)®.

Multiples son los estudios que refieren el empleo de las técnicas de GC-FID y GC-MS para el estudio de la

composicion quimica de los aceites esenciales®”-70. Teniendo en cuenta que en el presente trabajo se
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analiza la composicion del aceite esencial de la Mosiera bullata, a continuacion se citan un grupo de
estudios en los cuales se aplican estas técnicas analiticas en plantas medicinales que poseen entre sus
componentes 1,8 cineol, eugenol, a-pineno, entre otros componentesso. 617176,

1.3.2. Extractos.

1.3.2.1. Métodos de extraccion.

El proceso de extraccion se define como la separacion de porciones medicinales activas a partir de los
tejidos de plantas y animales, mediante el empleo de disolventes selectivos, utilizando procedimientos
establecidos.

Entre los procesos extractivos mas empleado en las plantas medicinales para separar los componentes
presentes en el material vegetal se encuentran los procesos extractivos mas convencionales, como los de
arrastre de vapor, los de extraccion por solucion y los de extraccion por centrifugacion, etc. Existen
diversas técnicas de extraccion consideradas “clasicas u oficiales’, siendo las mas utilizadas en el campo
de los productos naturales la maceracion, la extraccion por Soxhlet, la percolacion y la hidrodestilacion?.
También estan las consideradas ‘modernas” como es el caso del ultrasonido, extraccion asistida por
microondas, extraccion por fluido supercritico y la extraccion acelerada por disolvente (conocida también
como extraccion por fluido automatizado o extraccion por liquido presurizado)?®; estas nuevas técnicas de
extraccion a pesar de ser mas rapidas, utilizar menos cantidad de disolvente y en algunos casos ser
automatizadas, por lo general tienen como inconveniente el elevado costo de los equipos empleados.

La extraccion sélido liquido constituye el método més utilizado actualmente para obtener un extracto
compuesto por los principales metabolitos de la planta. En multiples investigaciones, las plantas fueron
previamente secadas y molidas para su posterior andlisis®: 798, | uego de secadas las plantas, se realiza
una extraccién, la cual se han llevado a cabo con disolventes tanto polares como no polares;
predominando el metanol. Segun Jayasinghe y col (2003)20, este es el disolvente de extraccion mas
eficiente respecto a otros como el etanol, acetona, hexano y acetato de etilo. Shi y col (2005)8, afirmaron
que con el metanol son extraidos derivados fenolicos del tipo hidroxinamicos, flavonoles y catequinas. La
gran cantidad de referencias que dan fe de lo anterior reafirman lo planteado por Shi y colaboradores. Por
citar algunos ejemplos Ju-Sung y col. (2010)8 estudiaron los extractos metandlicos de Lespedeza
cuneata, mientras que Messaoud y col. (2010)87 estudiaron la composicion de extractos metandlicos de
tres especies de Lavandula y Mar y col. (2011)88 evaluaron extractos metandlicos de diferentes partes de
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plantas en Pakistan. En todos los casos se relacion6 el contenido fendlico de dichos extractos con la
actividad antioxidante evaluada, aspecto que se repite en un nimero alto de articulos que abordan esta

tematica.

1.4. Antioxidantes. Sus usos en la salud humana.

1.4.1. El estrés oxidativo en la salud humana.

El oxigeno es esencial para los organismos vivos. Sin embargo, la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y radicales libres (RL) es inevitable en el metabolismo aerobico.
Estas especies oxidantes provocan dafios acumulativos en moléculas fundamentales para el
funcionamiento del organismo, tales como proteinas, lipidos y ADN. No obstante, el organismo tiene sus
propios mecanismos de defensa para hacer frente a la accion de las especies oxidantes. En determinadas
situaciones las defensas antioxidantes pueden verse desbordadas por la excesiva generacion de ROS.
Este desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes se conoce como estrés oxidativo, el cual esta
asociado a numerosas enfermedades y al proceso normal de envejecimiento®?.

El término estrés oxidativo hace referencia a un desequilibrio entre la generacién de especies oxidantes y
los sistemas de defensa antioxidante de un organismo. Este desequilibrio en favor de los oxidantes
conduce a un potencial dafio oxidativo sobre biomoléculas. Segun Halliwell y Whiteman (2004)%, el estrés
oxidativo puede originarse por dos motivos fundamentales:

[.  Disminucion de los niveles de antioxidantes debido a mutaciones que afectan la actividad de los
enzimas antioxidantes, o a toxinas que causan deplecion de las defensas antioxidantes. Por
ejemplo, muchos xenobiéticos son metabolizados mediante su conjugacion con Glutation (GSH,
por sus siglas en inglés), asi, en altas dosis pueden disminuir los niveles de GSH y causar estrés
oxidativo incluso si el xenobidtico en si mismo no es un generador de especies reactivas. Dietas
inadecuadas que aportan niveles bajos de minerales (Fe, Zn, Se, Mg, Cu) y/o antioxidantes
pueden causar también estrés oxidativo.

[l Incremento en la produccion de especies reactivas a causa de la exposicion a elevados niveles de
02 u otras toxinas que en si mismas son especies reactivas (e..NO2-) o son metabolizadas via

generacion de especies reactivas (e.j. paraquat), o bien debido a la activacion excesiva de los
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mecanismos naturales que generan especies reactivas, como por ejemplo la activacion

inapropiada de fagocitos en la inflamacién crénica.
El ser humano esta protegido del estrés oxidativo gracias a la accion de estas sustancias antioxidantes
que poseen diferentes funciones®s. Es dificil intentar definir los antioxidantes naturales, pero en general el
término alude a aquellas sustancias que se presentan o pueden ser extraidas de los tejidos de las plantas
y los animales y aquéllos que se forman durante la coccién o el procesamiento de compuestos alimenticios
de origen vegetal o animal. Los antioxidantes naturales se encuentran presentes en practicamente todas
las plantas, microorganismos, hongos e incluso en los tejidos animales®!. No todos los antioxidantes
actuan de esta manera, y cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL o hacia varios
RL92,

1.4.2. Los antioxidantes y sus mecanismos de accion.

Es evidente que los procesos que generan especies reactivas y radicales libres in vivo son muy diversos.
Para contrarrestar los efectos nocivos de las especies reactivas el organismo posee sus propios
mecanismos de defensa antioxidante, integrados por sistemas enzimaticos y no enzimaticos que resulta el
fundamento para la bisqueda de las sustancias con esta actividad. Los antioxidantes son sustancias que
en concentraciones normales poseen una afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar
con un radical libre%3. Pueden ser de origen sintético o natural que suministradas previenen o retardan el
deterioro por oxidacion, mediante la accion de especies reactivas como, oxigeno reactivo y especies del
nitrdgeno. Al presentarse en bajas concentraciones en comparacion con el sustrato oxidable, pueden
prevenir o retardar la destruccion oxidativa del mismo%. Los antioxidantes sintéticos como el
butilhidroxianisol, el butilhidroxitolueno, la ter-butil hidroquinona y el galato de propilo, conocidos por sus
siglas en ingles BHA, BHT, TBHQ y PG respectivamente, son cominmente utilizados en la prevencién de
la oxidacién de la materia grasa de los alimentos®. La utilizacién de estos componentes sintéticos es
cuestionada, debido a que altas dosis de BHT puede causar hemorragias internas y externas a ratones y
curieles de laboratorio%. EI BHA, TBHQ y PG pueden actuar como promotores de carcinogénesis?0.

Debido a los criterios negativos que existen sobre los antioxidantes sintéticos, se ha incrementado el
interés en los naturales, los que cada vez son mas importantes, no solo en la industria de los alimentos,
donde retardan la degradacion oxidativa mejorando la calidad y el valor nutritivo de estos, sino también en

la medicina, donde intervienen en la cura y ayudan a prevenir enfermedades relacionadas con el dafio

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata. 15



Capitulo 1: Revision Bibliogréafica

oxidativo®”. Han sido encontradas fuentes potenciales de antioxidantes en diferentes productos de origen
vegetal, tales como: frutas, cereales, vegetales, semillas, aceites de las mismas, hojas, corteza, raices,
especias e hierbas®.

Los antioxidantes engloban un grupo de sustancias que presentan estructuras quimicas y mecanismos de
accién muy variados. Asi que no hay una definicion internacional para el mejor antioxidante. En la realidad,
las propiedades antioxidantes de diferentes extractos, aceites esenciales y compuestos puros se podrian
ser evaluados utilizando varios ensayos in vitro que pueden se divididos en dos grupos: Los que evaluan la
peroxidacion lipidica y los que miden la habilidad secuestradora a los radicales libres®.

< Evaluacién de la peroxidacion lipidica:

En este mecanismo de accion, la actividad antioxidante del sistema se evalia midiendo el consumo de
oxidantes y la formacion de los productos intermedios y finales de la oxidacion en diferentes substratos
(aceites, grasas, acido linoleico, acidos grasos metilados, entre otros. Estas medidas se llevan a cabo en
los ensayos como: Valor de perdxido, valor de &cido tiobarbiturico (TBA, por sus siglas en inglés),
contenido de &cidos grasos libres, formacion de los dienos conjugados por la absorcién a 232 y 268 nm,
composicion de los acidos grasos, proporcion de los acidos grasos insaturados y los acidos saturados. La
mayoria de estos ensayos basados en los sustratos lipidicos necesitan las condiciones de oxidacion
aceleradas: incrementando presion parcial de oxigeno y la temperatura, adicionando los catalizadores de
la transmisidn metalica, expuesto a la luz, varios fuentes de agitacion y radicales libres%.

< Evaluacién de la habilidad secuestradora a los radicales libres%:

Esta evaluacion se clasifica de acuerdo a las reacciones quimicas involucradas:

1. Método basado en la reaccién de transferencia del a&tomo de hidrdgeno: los antioxidantes pueden

apaciguar los radicales libres dandole hidrogeno: X« + AH = XH + A
Las reacciones son rapidas, no dependen del solvente y pH. Ellos son: inhibicién de la induccién de
oxidacion de LDL, capacidad absorbida de los radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés).

2. Método basado en la reaccién de transferencia electrénica: Esto detecta la habilidad de un
antioxidante para transferir un electrén a reducir cualquier compuesto, incluyendo metales, grupos
carbonilos y radicales.

Este método depende del valor de pH en incluye diferentes ensayos entre los cuales se encuentran:
ensayo de fendlicos totales por reactivo Folin-Ciocalteu, capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC,

por sus siglas en inglés), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, por sus siglas en inglés), la fuerza antioxidante

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata. 16



Capitulo 1: Revision Bibliogréafica

reducida del ion férrico (FRAP, por sus siglas en inglés), ensayo de potencial total antioxidante utilizando el
complejo de Cu(ll) como antioxidante. Los métodos basados en este principio incluyen que un oxidante
(substrato) atrae un electrén desde el antioxidante, produciendo un cambio de color en el substrato. El
grado del cambio de color es proporcional a la concentracion del antioxidante. El punto final de la reaccién
se alcanza cuando se detiene el cambio de color. La pendiente de la curva obtenida entre la variacion de
absorbancia contra la concentracién de antioxidante es un reflejo de la actividad antioxidante190,

Ambas transferencias pueden ocurrir simultaneamente y la reaccién dominante en el sistema se puede
determinar segun las propiedades y la estructura de los antioxidantes, los coeficientes de particién y
solubilidad, el solvente. Los resultados obtenidos por diferentes métodos no son comparables, debido a
muchos factores: La estructura fisica del sistema del ensayo, la naturaleza de sustratos para oxidacion, la
presencia de la interaccion de los componentes, el modo de iniciacion de la oxidacién, el método analitico
para medir la oxidacion1%. Teniendo en cuenta esto ultimo algunos autores Frankel (2000)19! y Becker
(2004)192 proponen para estudiar la actividad antioxidante una metodologia que incluye tres etapas en la
evaluacién de la muestra, segun el siguiente orden: primero, la cuantificacion de los compuestos
fendlicos; segundo, métodos basados en la reaccion de transferencia electrénica que incluyen la
cuantificacion de la actividad secuestradora de radical, utilizando mas que un método y considerando el
efecto del solvente en el mecanismo de antioxidante, y por dltimo, la evaluacion de habilidad de los

antioxidantes para inhibir o0 suspender la oxidacion lipidica en el sistema adecuado.

1.4.3. Métodos para evaluar la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante es ampliamente utilizada como parametro para caracterizar diferentes materiales
vegetales. Esta actividad se relaciona con compuestos capaces de proteger un sistema biologico del
efecto potencialmente dafiino de procesos que causan excesiva oxidacién, involucrando especies
reactivas del oxigeno. Existen diversos métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante de
muestras bioldgicas.

Algunos de ellos utilizan la produccién de un radical organico o especies reactivas del oxigeno y otros se
basan en la oxidacion-reduccion de iones metélicos. Un ensayo universal de la actividad antioxidante in
vitro no existe, debido a que la actividad anti-radical depende fundamentalmente de la naturaleza del

radical y del método de generacion del mismo. La eleccion de un sistema quimico para generar especies
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reactivas es un punto critico en el desarrollo de cualquier ensayo antioxidante con el fin de obtener
resultados relevantes03.

Los métodos que se utilizaran en este trabajo son ampliamente empleados por diferentes investigadores,
el potencial antioxidante de los extractos de plantas, debido a su compleja composicion quimica, debe
evaluarse por dos 0 mas métodos que den fe del efecto antioxidante total de los vegetales®2. Las pruebas

seleccionadas para el estudio de la actividad antioxidante se describen a continuacion:

I. Cuantificacién de los compuestos fendlicos — método de Folin-Ciocalteu

El ensayo espectrofotométrico desarrollado por Folin-Ciocalteau se utiliza para determinar los compuestos
fendlicos totales. Se fundamenta en una reaccion de oxidacion / reduccion que es el mecanismo basico;
gracias al caracter reductor del reactivo Folin-Ciocalteau (3H20-P20513W03-5M003-10H.0:
Heteropolianion molibdofosfowolframico) en el cual el Mo (VI) es reducido a Mo (V) con un e- donado por
un antioxidante. Mo (VI) (amarillo) + e- (de AH) — Mo (V) (azul)104.

La absorbancia del color azul desarrollado se mide a una longitud de onda de 765 nmy los resultados se
expresan en ug de acido galico/mL de aceite esencial 0 mg de muestra, utilizando acido galico como un
estandar10s,

La reaccidn anterior también es aplicada para determinar la capacidad antioxidante total (TAOC, por sus
siglas en inglés) en la técnica conocida también por el método del molibdato de amonio. Este ensayo
refleja la capacidad de un sistema de defensa antioxidante no enzimatico. En el método, llamado también
método del fosfomolibdeno, el molibdeno VI (Mo6+) se reduce para formar un complejo de color verde de
fosfato/Mo5+ a pH acidico. Valores altos de absorbancia indican que la muestra posee actividad

antioxidante significativa0e.

Il. Método basado en la reaccion de transferencia electrdnica.

A. Actividad secuestradora del radical libore DPPH
El fundamento de esta técnica consiste en la medicién a 517nm de la reduccion del radical estable DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo). La absorbancia caracteristica de este radical, que posee un color violeta
intenso, disminuye en presencia de un antioxidante (AH) u otro radical (R). Por tanto, es posible cuantificar
la capacidad captadora de radicales libres que poseen determinados compuestos mediante la

determinacion del grado de decoloracién que provocan a una disolucion metanélica de DPPH107,

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata. 18



Capitulo 1: Revision Bibliogréafica

DPPH- + AH —> DPPH-H + A:

DPPH- + R- —>» DPPH-H
B. Ensayo de potencial antioxidante total usando el complejo de Cu (ll) como un oxidante (conocido
como Fuerza reducida): Es una medida de la habilidad reductora de los antioxidantes y es evaluada por la
transformacion del Fe (l1l) a Fe (Il) en presencia de las muestras de extractos. La habilidad de reducir el Fe
(Il) puede estar atribuida a la donacion de hidrégenos de los compuestos fendlicos, lo cual esta
relacionado con la presencia de agentes reductores. Ademas, el numero y posicion de grupo del hidroxilo
en los compuestos fendlicos juegan un papel importante en la actividad del antioxidante%8, Cuando el
hierro del complejo es reducido a la forma ferrosa toma un color azul que presenta un maximo de
absorcién a 593nm y cuya intensidad de color es proporcional a la capacidad reductora del compuesto o

compuestos ensayados09.

TPTZ- FE:{_ (color pardusca) L TPTZ- FEE_ (color zul intansa)
+e

A. Ensayo de la fuerza antioxidante reducida del ion férrico (FRAP)

Este método es mayormente conocido por sus siglas en ingles FRAP, fue desarrollado como metodologia
por Benzie y Strain (1996)199, con el objetivo de estimar la capacidad de reducir el ion férrico que contiene
el plasma, como medida de su estado antioxidante. En este método se determina la cantidad del catién
férrico que se reduce a ferroso en presencia de un agente acomplejante, el denominado TPTZ (2,4,6-
tri(pyridyl)-1,3,5-triazine). EI complejo de TPTZ y el hierro Ill actuan con las sustancias antioxidantes dando
como producto un ion complejo de hierro Il, TPTZ y sustancias oxidadas. Este ion complejo [Fe(TPTZ)2]2*
resultante es de color azul intenso y tiene una absorcién méaxima a 595 nm. Este ensayo es llevado a cabo
a pH acido (pH 3,6)%.

lll. Evaluacion de habilidad de los antioxidantes para inhibir o suspender la oxidacion lipidica
en el sistema adecuado.

Determinacion de la actividad antioxidante total por método de tiocianato férrico (FTC, por sus siglas en

inglés)
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La peroxidacion lipidica es un proceso en cadena mediado por radicales libres que causa la degradacion
de los lipidos, transcurre en tres fases: iniciacién, propagacion y terminacion1?. Durante la oxidacién de
acido linoleico, los peroxidos se forman en que los cuales oxidan el Fe2+al Fe¥* (Figura 3). La Ultima forma
idnica establece un complejo con tiocianato de potasio dando el color rojo y presenta una absorbancia
maxima a longitud de onda 500nm. Mayor absorbancia indica la oxidacion mayor de la emulsion de &cido
linoléicos0. 111,

Oxidante
Fe(S-CN)2 » Fe(S-CN)s

Hidroperdddo de la Complejo de Fe®*-tiocianato

Tiocianato ferroso

peroxidacion lipidica (color rojo a 500nm)

Figura 1.2. Formacion del complejo Fe3*-tiocianato desde el complejo Fe2*-tiocianato por hidroperdxido.

El porcentaje de inhibicién de peroxidacién lipidica en la emulsion de &cido linoléico se calcula por la
siguiente ecuacion:

Ensayo de acido tiobarbitlrico (TBA, por sus siglas en inglés)

Los productos finales de la peroxidacion lipidica son muy variados: alcanos, alquenales, hidoxialquenales,
malondialdehido (MDA), epoxidos de acidos grasos, etc., algunos de los cuales también contribuyen al
dafio celular.

Uno de los productos secundarios formados en este proceso es el MDA, que se puede evaluar por el
método TBA. EI TBA se usa como un indicador en el mecanismo quimico mas usado para determinar la
extension de la peroxidacion. Una molécula de MDA reacciona con 2 moléculas de TBA produciendo
aductos coloreados (rosa) y dando un méximo de absorcion a 532 nm. La intensidad de color proporciona
con la concentracion de MDA y mayor sea el nivel de MDA indica un incremento de peroxidacién

lipidica'10,

1.5. Relacion de la actividad antioxidante con el contenido de fenoles presente en la planta.

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios de las
plantas, donde desempefian diversas funciones fisioldgicas. Entre otras, intervienen en el crecimiento y
reproduccion de las plantas y en procesos defensivos frente a patdgenos, predadores o radiacion

ultravioleta. Los compuestos fendlicos presentan un anillo benceno hidroxilado como elemento comin en
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sus estructuras moleculares, las cuales pueden incluir grupos funcionales como ésteres, metil ésteres,
glicosidos, etc!2 113, Aunque existe una gran variedad de compuestos fendlicos en las plantas (se
conocen mas de 8000), la mayor parte de ellos tienen como origen metabdlico comun la ruta del acido
siquimico y el metabolismo de los fenilpropanoides4. Los fenilpropanoides simples poseen un esqueleto
basico de 9 carbonos (C6-C3) y derivan de los aminoacidos fenilalanina y tirosina producidos en la ruta del
acido siquimico. Las distintas familias de compuestos fendlicos se caracterizan principalmente por el
numero de atomos de carbono de su esqueleto basico molecular.

v’ Acidos cinamicos (C6-C3)
Acidos benzoicos (C6-C1 0 C6-C2)
Flavonoides (C6-C3-C6)
Proantocianidinas o taninos condensados ((C6-C3-C6)n)
Estilbenos (C6-C2-C6)
Cumarinas (C6-C3)
Lignanos (C6-C3-C3-C6)
v" Ligninas ((C6-C3)n)

Asi, los compuestos fendlicos comprenden desde moléculas simples como los acidos benzoicos hasta

I N N N R

polimeros complejos como las ligninas. Dentro de cada familia, el nimero de compuestos fenolicos
existentes sera mas o menos variado. Por ejemplo, se conocen mas 4000 flavonoides diferentes,
distribuidos en varias subfamilias. Los compuestos fenélicos estan presentes en todo el reino vegetal y sus
cantidades y tipos varian en funcion de la especie vegetal y variedad, parte de la planta considerada
(frutos, semillas, hojas, tallos, etc.), horas de exposicién solar, grado de madurez, condiciones de cultivo,
procesado y almacenamiento, etc. En los alimentos, los compuestos fendlicos habitualmente se presentan
conjugados con azucares como la glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, o los acidos glucurdnico
y galacturénico. También pueden unirse a acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas y lipidos!13.

En la actualidad este grupo de compuestos de origen vegetal presenta gran interés nutricional por su
contribucion al mantenimiento de la salud humana. De hecho, desde 1990, varias organizaciones
internacionales en el ambito de la nutricion recomiendan un consumo diario de al menos 5 raciones de
frutas y/lo verduras para asegurar una adecuada ingesta de antioxidantes y prevenir enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo!3: 116, Asi, muchos de los efectos beneficiosas asociados al consumo

de alimentos de origen vegetal se atribuyen en gran medida a los compuestos fendlicos''?. La actividad
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antioxidante de los compuestos fenolicos se atribuye a su facilidad para ceder atomos de hidrégeno de un
grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a la posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de
dobles enlaces del anillo aromatico3. Los compuestos fendlicos poseen ademas una estructura quimica
ideal para captar iones metalicos (principalmente hierro y cobre) y por tanto para inhibir la formacion de
radicales libres a través de reacciones de Fenton''8, Ademés de las propiedades antioxidantes, a estos
compuestos se les atribuyen actividades biologicas beneficiosas para salud. Entre estas destacan sus
efectos vasodilatadores, anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta
inmune, antialérgicos, antivirales, efectos estrogénicos, o inhibidores de enzimas prooxidantes, como

cicloxigenasa, lipooxigenasa y xantina oxidasa.

Consideraciones finales de la revision bibliografica:

No se encontraron estudios fitoquimicos, ni reportes del uso de la Mosiera bullata, ni siquiera en la
medicina tradicional, por lo que las investigaciones realizadas en el presente trabajo resultaran
completamente novedosos para esta planta. Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se
estudia la composicion de las hojas de la Mosiera bullata y sus propiedades antioxidantes. Después de
realizarse una exhaustiva revision de la literatura especializada se puede resumir lo siguiente: (I) - Las
plantas medicinales aromaticas poseen una gran cantidad y variedad de componentes, entre ellos los mas
conocidos son los aceites esenciales y los compuestos fendlicos; (Il) — Las técnicas mas empleadas para
la obtencién de estos componentes son la hidrodestilacion y la extraccidn sélido — liquido; (lll) — Los
aceites esenciales tienen en su composicion terpenos y sustituyentes aromaticos que se determinan por
GC-MS; (IV) - La actividad antioxidante transcurre por diferentes mecanismos de accion, siendo las
técnicas mas empleadas para su evaluacion la actividad secuestradora de radical libre DPPH, la fuerza
reducida, el método de tiocianato férrico y método de &cido tiobarbiturico. (V) - Los estudios reportados

sobre la planta evaluada son muy escasos.
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

2.1. Material vegetal, equipos y reactivos quimicos.

La presente investigacién se realizd en el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica y
Farmacia, durante la etapa comprendida desde febrero 2012 hasta diciembre de 2013. El aceite y los
extractos objetos de analisis se obtuvieron a partir de las hojas de Mosiera bullata, procedente del Jardin
Botanico de la Universidad Central de Las Villas, Villa Clara, Cuba.

La identificacion taxondémica del material vegetal se realizd en el lugar de colecta por el especialista Dr C.
Alfredo Noa Monzén, se lavo con abundante agua potable y se secé con la estufa durante 3 dias a 30°C
para su evaluacion analitica.

Se utilizé, en todos los procedimientos desarrollados, cristaleria especifica de laboratorio,

previamente descontaminada, empleando reactivos de calidad analitica y equipos certificados como aptos

para el uso.

Equipos, instrumentos de medicion y reactivos.
Autoclave, RAYPA modelo AES-28 Espafia.
Cromatégrafo de Gases, Agilent 6890N
Balanza digital, BOECO, Alemania.

Bario ultrasénico, BRANSON 1510, México.

Cristaleria de laboratorio.

Espectrofotometro  UV-VIS, Thermo electrén,
Genesys 10UV, Estados Unidos.

Estufa, BINDER, Bélgica.

Filtro miliporo de 0,45 wum, MILLEX-HA,
Alemania

Flujo laminar, FASTER, Bélgica

Méaquina sacudidora, THYS 2, Alemania
Micropipetas de 5, 20, 100, 1000 pL,
EPENDORF, Alemania.

Molino de cuchillas Retsh GMBH, Alemania.
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Rotoevaporador, BUCHI R200, Alemania.
Termostato, MLW, Alemania.
2,2-difenil-1-picril-hidracilo  (DPPH),  SIGMA-
ALDRICH.

Acetato de Etilo, Merck.

Acetona, UNI-CHEM

Acido ascérbico, UNI-CHEM.

Acido galico, Panreac.

Acido linoleico, Merck.

Acido Sulfurico, Merck.

Acido tiobarbittrico, SIGMA-ALDRICH.
Acido tricloroacético, EPB “Carlos J Finlay”.
Agua desionizada y destilada.

a-Tocoferol, Merck.

BHA, SIGMA-ALDRICH
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BHT, SIGMA-ALDRICH

Buffer fosfato (0.2 M, pH 6.6), Merck.

Carbonato de sodio, Merck.

Cloruro férrico, Panreac.

Cloruro ferroso, Merck.

Etanol, UNI-CHEM.

Eugenol, Merck

Ferricianuro de potasio, UNI-CHEM.
Fosfato de Sodio, Panreac.
Hidroxido de potasio, Panreac.
Metanol, Lichrosolv, Merck.

Molibdato de Amonio, Panreac.

Reactivo  Folin—Ciocalteau  (FCR), SIGMA-
ALDRICH

Sulfato de sodio anhidro, UNI-CHEM.

Timol, Panreac.

Tiocianato de amonio, Merck.

Tiosulfato de sodio, Merck.

Tolueno, Panreac.

TPTZ, SIGMA- ALDRICH

Triclorometano, Merck.

Vitamina C, UNI-CHEM.

Yoduro de potasio, Merck.

2.2. Metodologia de obtencion del aceite esencial y de los extractos organicos, rendimientos.

2.2.1. Obtencion del aceite esencial.

Para la obtencion del aceite se utilizaron las hojas en estadio fresco de la planta Mosiera bullata. El aceite
se extrajo utilizando el método de hidrodestilacion empleando una Trampa tipo Clevenger (Figura 2.1.).
> Aparato

El método tradicional mas utilizado es el que prescribe la Farmacopea Europea, 2005. Se basa en
efectuar una hidrodestilacién de un peso conocido de material vegetal y recoger el aceite esencial en un
tubo graduado (1 mL dividido en 0,01 mL) que se encuentra en un colector de destilacion especialmente
disefiado para este tipo de andlisis (Trampa de tipo Clevenger). El colector se acopla a un matraz que
contiene el material vegetal y un cierto volumen de agua, el cual se calienta mediante una manta
calefactora de potencia regulable para provocar la destilacién. Tras la destilacion, podemos medir el
volumen de esencia destilado y facilmente calcular el contenido, que se expresa en porcentaje

volumen/peso (mL de aceite esencial por 100 g de material vegetal).
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Figura 2.1. Equipo de destilacién de aceite esencial (Trampa Clevenger)

<& Procedimiento
Este método es prescrito por la Farmacopea Europea, 2005 y consiste en usar el equipo de destilacion
que aparece en la Figura 2.1. (lamado Trampa de tipo Clevenger). La extraccion se realizd pesando
aproximadamente 80 g de hojas frescas de la planta y se adicion6 una cantidad de agua que garantizara
un cubrimiento total de la planta y hasta obtener un volumen constante de aceite (6 horas). El aceite
esencial se colectd en el tubo graduado, se midi6 su volumen y se almacend en un frasco &mbar a 4°C. Se

calcula en rendimiento obtenido de aceite esencial en base de droga seca.

2.2.2. Obtencion de los extractos.

Los extractos se obtienen utilizando las hojas de Mosiera bullata previamente molinadas. Se pesaron 5 g
de las hojas en cada balén y afiadiendo en los mismos 50 mL de acetato de etilo, acetona y metanol
respectivamente. Fueron colocados en un agitador 24 h a temperatura ambiente. Finalmente, se filtr6 el
extracto utilizando filtros de papel 0,45 um vy el solvente se evapord por un rotoevaporador en vacio a
400C hasta la sequedad. Las muestras obtenidas se almacenaron a 49C hasta el préximo uso. Para
obtener el rendimiento, se realiza el calculo en base de extracto seco obtenido después de la
rotoevaporacion (%).
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2.2.3. Determinacion del rendimiento del aceite esencial y los extractos.

Antes de proceder a realizar la determinacion del rendimiento de aceite fue necesario determinar el
contenido de agua en el material vegetal, o que permitié realizar la determinacion del rendimiento en base
a droga seca.
o Determinacion del contenido de agua en la planta por el método del tolueno.

S Aparato
El aparato (Figura 2.2.) esta formado por un matraz de vidrio, unido por un tubo de conexion, a un tubo
cilindrico de condensacion, con un tubo colector graduado. El refrigerante esta situado sobre el tubo
cilindrico. El tubo colector estd graduado en 0,1 mL. La fuente de calor que debe utilizarse
preferentemente es un calentador eléctrico regulado por un redstato o un bafio de aceite. La parte superior
del matraz y el tubo de conexidn pueden estar aislados.

<& Procedimiento
Limpiar el tubo colector y el refrigerante del aparato, enjuagar cuidadosamente con agua y después secar.
En el matraz seco introducir 200 mL de tolueno Ry aproximadamente 2 mL de agua R. Destilar durante 2
h, dejar enfriar durante 30 min aproximadamente y leer el volumen de agua con una aproximacion de 0,05
mL. A continuacion introducir en el matraz la cantidad de sustancia a examinar, pesada con una
aproximacion del 1 por ciento, que pueda contener de 2 mL a 3 mL de agua aproximadamente. Si se trata
de una sustancia pastosa, pesarla en una navecilla constituida por una lamina de metal. Calentar
suavemente el matraz durante 15 min en presencia de algunos trozos de material poroso para asegurar
una ebullicion regular. Cuando el tolueno empieza a hervir, destilar a la velocidad de aproximadamente 2
gotas por segundo, hasta que se haya arrastrado la mayor parte del agua, seguidamente aumentar la
velocidad de destilacion hasta 4 gotas por segundo. Cuando toda el agua ha sido arrastrada, enjuagar el
interior del tubo refrigerante con tolueno R. Continuar la destilaciéon durante 5min, parar la calefaccion y
dejar enfriar el tubo colector hasta temperatura ambiente. Hacer caer cualquier gota de agua adherida
todavia a la pared del tubo. Cuando el agua y el tolueno se hayan separado, leer el volumen de agua y
calcular en porcentaje la concentracién en agua de la sustancia a examinar a partir de la siguiente

relacion:

1000(n2-n4)/m
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m = masa en gramos de la muestra a examinar.
n1= numero de mililitros de agua obtenidos en la primera destilacion.

n2= numero total de mililitros de agua obtenidos en las dos destilaciones.

Figura 2.2. Equipo de arrastre de agua en aceites esenciales (método del tolueno)

e Determinacion del rendimiento de aceite esencial.

Tras la destilacion se midié volumen de esencia destilado y se calculd el contenido, que se expresé en
porcentaje volumen/peso (mL de aceite esencial por 100 g de material vegetal) en base a la droga seca.

e Determinacién del rendimiento de los extractos organicos.

Tras el secado, se pesaron los balones (Previamente tarados) con extractos secos y se calculd el

contenido, expresado en gramo, a través de la siguiente expresion de calculo:

M2 = M1)
100
0

| —_

Donde: M: Peso del extracto obtenido.
Ms: Peso del balén vacio.

M,: Peso del balon con extracto.
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2.3. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial y los extractos obtenidos de las

hojas de Mosiera bullata.

2.3.1. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial obtenido.

La composicidn quimica en el aceite esencial de Mosiera bullata (hojas) se realizé empleando la técnica de

GC-MS. Fue utilizado un GCMS-QP5050A Shimadzu, siguiendo las preparaciones y condiciones analiticas

siguientes:

< Preparacion de la muestra:

Se realizé la identificacion a partir del aceite obtenido por el método de Hidrodestilacidn. Se realizaron las

siguientes diluciones:

50 L de aceite esencial fue diluido en 1 mL de acetona (Solucion A).

20 L de la Solucion A fue diluido en 1 mL de acetona (muestra diluida).

<> Los espectros obtenidos se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones cromatogréaficas:

Se utilizo una columna capilar DB-5MS.

Como gas portador se utilizé He.

Programa de temperatura del horno: temperatura de la columna se mantiene a 60°C durante 1
min, luego aumentandola a razén de 49Cmin-! hasta 120°C y aumentar nuevamente a razon
de 20C por minuto hasta 150°C manteniéndolo durante 10 min. Seguidamente se programa
hasta 230°C a razén de 10°Cmin-! manteniendo la temperatura de 2300C durante 10 min y
finalmente alcanza hasta 280°C a raz6n de 20°C por minuto manteniéndolo durante 5 min.
Temperatura del detector: 280°C.

Temperatura del inyector de 250°C.

Flujo del gas a través de la columna de 1 mL/min.

Temperatura de la interface de 2900C.

La cantidad relativa de cada componente expresado en por ciento (%) fue calculado
comparando su area media con el area total.

Espectrometria de masa: Intervalo de barrido de masas de 50-500 amu registrado a 70 €V
una velocidad de barrido de 2000 y un voltaje de 0,80 kV.
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=

indices de retencion: fueron calculados para todos los componentes volatiles utilizando una serie

homogénea de n-alcano Cs-Cz, empleando la ecuacion de Van den Dool ang Kratz (1963)
siguiente:
Rlx=100n + 100 x (tx — tn)/(th+1 — ta) donde:
e RlIx es indice de retencion de temperatura programada de interés.
o tn; t+1; tx: sON tiempo de retencion en minutos de dos n-alcanos estandares que contiene n'y

n+1 carbonos y de interés, respectivamente.

2.3.2. Determinacion del perfil cromatografico del aceite esencial y los extractos por GC-FID.

Identificacion de componentes con el uso de patrones.

<> Perfil_cromatografico: Se realizd empleando la cromatografia gaseosa con un detector de

ionizacién por llama (GC-FID).

v
v
v

v

Desarrollo de la técnica: Fue ejecutada en un Cromatdgrafo gaseoso AGILENT, empleando el

siguiente procedimiento.

Preparacion de la muestra:

Se realizé el perfil cromatogréfico del aceite esencial y los extractos obtenidos de las hojas de
Mosiera bullata. E| aceite esencial se diluy6é 50 uL en 2 mL con acetona y se inyectd 1 pl de cada
muestra en el modo splitless, mientras que los extractos se diluyeron 100 pL de la soluciéon madre
de cada extracto en 1 mL de acetona.

Condiciones cromatograficas:

La cromatografia se llevé a cabo utilizando las condiciones cromatogréficas descritas en el trabajo
por Luis (2012)'20 en el cual se estandarizaron las condiciones cromatograficas para obtener
perfiles cromatograficos de compuestos volatiles presentes en aceites esenciales:

Columna capilar de silice fundida de 30 m de longitud y 0,32 mm de didmetro interno.

Nitr6geno para cromatografia como gas portador.

Programa de temperatura: temperatura de la columna a 60°C durante 1 min, luego aumentandola
a una velocidad de 20C por minuto hasta 120°C por 40 min y aumentar nuevamente a razon de
10°C por minuto hasta 220°C.

Inyectar aproximadamente 1 UL de la disolucion de referencia y la muestra problema.
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v" Detector de ionizacién por llama, 250°C.

2.3.3. Determinacion cuantitativa de eugenol en el aceite esencial y los extractos obtenidos de las

hojas de Mosiera bullata.

2.3.3.1. Desarrollo del método.

La determinacién de eugenol presente en el aceite de Mosiera bullata se realizb por la técnica de
cromatografia de gases (CG-FID)

Preparacion de las Muestras:

Solucion madre: Se tom6 50 L de aceite esencial, se disolvio en 1000 uL de acetona (A).

Solucion de estandar interno (Alcanfor): Se pesd 100 mg de alcanfor y se disolvié en 5 mL de acetona (B).

Disolucién problema de aceite de Mosiera: Se toma 10 L de la solucién madre de Mosiera, se afiade 20

ML de la solucién de estandar interno y se completd volumen hasta 1000 uL de acetona. Se procedi6 a
inyectar en el cromatdgrafo de gases 1 uL de esta solucion.

Disolucion problema del extracto de Mosiera bullata: los extractos se diluyeron 100 uL de la solucién

madre de cada extracto en 1 mL de acetona.
Disolucioén de referencia (Eugenol):
Solucién madre: Se pes6 100 mg de eugenol, se disolvid en 5 mL de acetona (A).

Solucion de estandar interno (alcanfor): Se pesd 100 mg de alcanfor y se disolvio en 5 mL acetona (B).

Disolucién de referencia (eugenol): Se toma 100 L de la solucion madre de eugenol, se afiade 100 uL

de la solucién de estandar interno y se completd volumen hasta 1000 pL de acetona. Se procedié a

inyectar en el cromatdgrafo de gases 1 uL de esta solucion.

2.3.3.2. Condiciones cromatograficas:

» Fase Estacionaria: Columna capilar de Silice fundida de 30 m de longitud y 0,53 mm de diametro
interno (250°C durante 55 min) Polimetilsiloxano 5% DB5

= Fase mdvil: Nitrégeno e hidrogeno para cromatografia R, como gas portador y auxiliar,
respectivamente, a un caudal de 1,3 mL/min,

= Detector: lonizacién por llama (T=280°C.)
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= |nyector: Modo Splitless y la T=250°C

= Programa de temperatura: temperatura de la columna a 60°C durante 1 min, luego aumentandola a
una velocidad de 2°C por minuto hasta 1200C por 40 min y aumentar nuevamente a razén de 10°C
por minuto hasta 220°C.

Se calcul6 la concentracion (%) de eugenol utilizando la siguiente expresion:
Cp*100
Cm

%Eugenol =

Cp: Concentracion del patrén en la muestra (mg/mL) (Calculada por la ecuacion de la recta)

Cm: Concentracion de la muestra (mg/mL).

A continuacién se realizan los ajustes de las diluciones realizadas para finalmente calcular los mg de
Eugenol por g de aceite y extracto, teniendo en cuenta los rendimientos obtenidos en cada caso para esta

planta.

2.3.3.3. Validacion del método.
Se evaluaron algunos parametros de desempefio para este método, segun la literatura consultada ICH.,
(2005)122 y Validacion de métodos analiticos, CEDMED., (2007)123. El procesamiento de los resultados se
realiz6 utilizando las posibilidades de calculo estadistico del Microsoft Office Excel, 2003.

v" Linealidad
Procedimiento: Se construyd una curva de calibracion del patrén en el intervalo de concentraciones
siguiente:

Preparacion del estandar interno (alcanfor)

Se prepard una solucion A de 100 pL de (alcanfor) en 5ml de acetona, constituyendo la solucion madre,

Preparacion del Patrén (eugenol)

Se pesd 100 mg del eugenol, se enrasé a 5 ml acetona constituyendo la solucién madre de las cuales se
tomaron las alicuotas siguientes: 25, 50, 100, 125y 150 uL. Se procedio a inyectar en el cromatografo de
gases.

Criterios adoptados: r: Coeficiente de correlacion mdltiple (Criterio = 0.9900); C.V.F: Coeficiente de

variacion de los factores de respuestas (Criterio < 5%); Sbrel %: Desviacion standard relativa de la
pendiente (Criterio < 2%); Error tipico (Et) Desviacion Standard de Y (Sy) Criterio Et < Sy; a*tSay b+ tSb
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Limites de confianza del intercepto y de la pendiente respectivamente (Criterio: Para a Contener el cero y
para b no contenerlo). También se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y se determiné el coeficiente
de calidad (CC) (Criterio CC < 2,5%)

v" Precisién
Procedimiento: Este parametro incluyé la repetibilidad y la precision intermedia para las muestras del
aceite esencial y los tres extractos estudiados, siguiendo la preparacién de muestra descrita en el epigrafe
2.3.5.1.
Para la repetibilidad se procesaron seis muestras (concentracion 100%) a las cuales se les aplicd la
técnica a validar en condiciones homogéneas, un mismo analista y en un mismo dia; mientras que la
precision intermedia consistio en un procedimiento similar, con la misma concentracién, realizado en
diferentes dias. En ambos casos se determind el coeficiente de variacion de los resultados.

Criterios adoptados: El coeficiente de variacion (CV) para la repetibilidad CV < 1,5% y para la precision

intermedia CV < 3%. Para evaluar la precision intermedia se usd, ademas, el Test de Cochran, el
Coeficiente de Variacion de Horwitz y un analisis de varianza.

v" Exactitud
Procedimiento: Se utilizd el método de adicion del patrdn. Las muestras (concentracion 10%) se analizaron
por triplicado, aplicandoles el procedimiento de muestra. Para ello se adicionaron a una cantidad conocida
de la muestra (10%) cantidades crecientes del patrén de eugenol (Concentracion: 20 mg/mL) 5 uL, 10
uL,15 L. En cada caso se completd a 100 uL con acetona. Se realizaron tres réplicas de cada una de las
concentraciones afiadidas. Las concentraciones afiadidas y recuperadas se representaron en un grafico y
se evalud el recobrado como el valor obtenido para la pendiente del mismo. Ademas, se calcularon los
porcentajes de recuperacion para cada una de las muestras analizadas.
Criterio adoptado: Recobrado en el intervalo 97-103% segin Fernandez A., (1996)124,

v' Especificidad

Procedimiento: Se compararon los tiempos de retencién de las sustancias presentes en la muestra y en el

patron. Se midio, el ancho de la semialtura y se calcularon los factores de simetria de los picos en los
cromatogramas correspondientes a once inyecciones de patrén y once de muestras; se determin6 la
media y la varianza del patrén y de la muestra, se hallé la T de Student y se calculé la F de Fisher, se

compararon los valores de Ty de F con los tabulados, con el objetivo de descartar posibles solapamientos
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de picos. Para ello se calcularon los limites de confianza para los factores de simetria por la siguiente
ecuacion.
Calculo de los Limites de Confianza para los factores de simetria:
- t-S
X
-~/ N

Para comparar los factores de simetria de los picos para el patron y la muestra, se calcularon los intervalos

de confianza de dichos factores, de forma tal que unos intervalos incluyan a los otros.
v" Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

Procedimiento: Como una medida de la sensibilidad se tomé el valor de la pendiente de la curva asi como
los limites de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC). Los calculos se realizaron por el criterio de 3S
y 108S, es decir el limite de deteccidn (LD) como la concentracion de analito que produce una sefial igual a
tres veces la desviacién estandar del blanco (criterio 3o de la IUPAC) bajo las condiciones experimentales
dptimas. Por su parte el limite de cuantificacidén (LC) la concentracién de analito que produce una sefial
igual a diez veces la desviacion estandar del blanco bajo las condiciones experimentales dptimas. Una

vez calculados los LD y LC se comprobaron los mismos, aplicando las dos técnicas evaluadas.

2.3.3.4. Determinacion del contenido de eugenol presente en el aceite y los extractos estudiados.

Se aplico la técnica de Cromatografia Gaseosa, descrita y validada segin la metodologia del epigrafe
2.3.5.1 al aceite y los extractos obtenidos de las hojas de Mosiera bullata y se determiné el contenido de

eugenol en cada muestra, aplicando la férmula descrita en el propio epigrafe.

2.3.4. Cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos en las muestras.

El contenido total de compuestos fendlicos en el aceite esencial de Mosiera bullata fue determinado con
reactivo Folin-Ciocalteau tal como se procede en el método aplicado por Nurmi et al, (1996)121, utilizando
acido galico como el compuesto fendlico de referencia.

2.3.4.1. Cuantificacion del contenido total de compuestos fenodlicos en el aceite esencial.

Desarrollo de la técnica.

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera
bullata.



Capitulo 2: Materiales y Métodos

1. Preparacion de la curva de calibracion de acido galico:

» Solucion madre de &cido galico (patrdn): Se pesd 2 mg del mismo y disolver en H20 destilada
y se enrasé a un volumen de 10 mL para obtener una solucion madre con concentracion 0,2
mg/mL.
Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucién madre de acido gélico las siguientes alicuotas: 50,
100, 150, 200, 250 L y se adicion6 a continuacion 200 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau, 2 mL de
Na2CO3 7% y se enrasaron con H2O destilada hasta un volumen de 5 mL. Transcurridos 30 minutos se
midio la absorbancia a 765 nm, utilizando la solucion preparada con el mismo procedimiento sin la muestra
como el blanco.

2. Preparacion del aceite esencial:

» Se pipetearon 200 uL del aceite esencial de las hojas de Mosiera bullata y se disolvieron a 1
mL con acetona (disolucidn madre del aceite). A partir de la disolucion madre del aceite

esencial, se tomaron 100 pL de cada uno.
Procedimiento: Se tomaron 100 pL de cada muestra en un volumétrico de 5 mL y se adiciono a
continuacion 200 uL de reactivos de Folin-Ciocalteau, 2 mL de Na,COs3 7% y finalmente se completaron a
un volumen de 5 mL con H20 destilada. Luego de transcurrir 30 minutos se midié¢ la absorbancia de cada
uno a 765 nm contra el blanco preparado de igual forma sin la muestra. La cantidad de compuestos
fendlicos en cada muestra se determind en ug equivalentes a acido galico/mL de aceite esencial,

utilizando la ecuacién obtenido de la curva de calibracidn de acido galico.

2.3.4.2. Cuantificacion del contenido total de compuestos fenélicos en los extractos.

Desarrollo de la técnica.

Preparacion de la curva de calibracion de acido galico:

> Solucion madre de &cido galico (patrén): Se pes6 2 mg del mismo y disolver en H20 destilada
y se enrasé a un volumen de 10 mL para obtener una solucién madre con concentracion 0,2

mg/mL.
Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucién madre de acido galico las siguientes alicuotas: 50,
100, 150, 200, 250 uL y se adiciond a continuaciéon 200 uL del reactivo de Folin-Ciocalteau, 2 mL de
Na2CO3 7% y se enrasaron con H2O destilada hasta un volumen de 5mL. Transcurridos 30 minutos se
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midio la absorbancia a 765 nm, utilizando la solucion preparada con el mismo procedimiento sin la muestra
como el blanco.

Preparacion de los extractos:

» Se pesaron por separado 30 mg de los extractos de las hojas de Mosiera bullata y fueron
disueltos directamente en 1 mL de metanol 75% (disolucién madre de cada extracto).
Procedimiento: Se tomaron 100 uL de cada muestra en un volumétrico de 5 mL y se adiciond a
continuacion 200 uL de reactivos de Folin-Ciocalteau, 2 mL de Na,COs 7% y finalmente se completaron a
un volumen de 5mL con H20 destilada. Luego de transcurrir 30 minutos se midi6 la absorbancia de cada
uno a 765 nm contra el blanco preparado de igual forma sin la muestra. La cantidad de compuestos
fendlicos en cada muestra se determin6 en ug equivalentes a acido galico/g de extracto seco, utilizando la

ecuacion obtenida de la curva de calibracion del &cido gélico.

2.4. Evaluacion de la actividad antioxidante en el aceite esencial y los extractos obtenidos.

2.4.1. Cuantificacion de la actividad secuestradora de radical- El método basado en la transferencia
electronica.

2.4.1.1. Actividad secuestradora del radical libre DPPH del aceite esencial y los extractos:

< Preparacién de la solucién de DPPH:

Para una disolucién de DPPH 0,004% (p/v), se pesé 0,004 g de DPPH, se disolvié con metanol y se
completd a 100 mL con el mismo solvente. Asi, se obtiene una solucién de DPPH de 0,01 mM.

< Preparacion de las disoluciones problemas:

Los antioxidantes sintéticos: BHT y eugenol fueron usados como controles positivos. Las disoluciones
madres de los antioxidantes sintéticos y vegetales, los aceites esenciales y los extractos se prepararon en

metanol y se realizaron las curvas de calibracion correspondientes los datos se muestran en la (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Rango de concentraciones de la curva de calibracion (ug/mL) de las muestras.

BHT aceite Extracto Extracto Extracto eugenol
esencial acetato etilo acetona metandlico
50 200 0,143 0,159 0,258 10
87,5 300 0,429 0,477 0,516 20
125 400 0,715 0,795 0,774 30
162,5 500 1,001 1,113 1,032 40
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< Procedimiento:
A 1 mL de cada disolucion problema se le adicioné 3 mL de una solucion de DPPH de concentracion
0,004% (p/v). Después las muestras fueron colocadas durante 30 minutos en la oscuridad y se midié la
absorbancia de cada una a 517 nm, frente a un blanco segun el método descrito por Shimada et al.,
(1992)125, Los ensayos fueron realizados por triplicado.

< Calculo:

El por ciento de inhibicién del radical libre DPPH fue calculado por:

ADPPH ) AS <

DPPH

% Efecto secuestrador = 100

Donde: AprpH es la absorbancia del control (contiene todos los reactivos excepto la muestra).

As es la absorbancia de la muestra.
El valor de ICso (concentracion de muestra que se requiere para reducir el 50% los radicales libres) fue
calculado a partir de la ecuacion de regresion, preparada a partir de diferentes concentraciones del aceite
esencial, los extractos y de los antioxidantes de referencia y el porcentaje de inhibicidn de la formacion de

radicales libres.

2.4.1.2. Fuerza reducida de los aceites esenciales y los extractos.

La fuerza reducida de cada muestra analizada se determind por el método descrito por Senevirathe et al.,
(2006)126, utilizando los antioxidantes sintéticos y vegetales como referencia: eugenol y Vitamina E.
<& Procedimiento:

Preparacion de las disoluciones de referencia:

Se pesd de cada antioxidante de referencia 50mg y se enras6 a 5mL en un volumétrico aforado con etanol
75%. Se obtuvieron las disoluciones madres de cada muestra de referencia.

De cada disolucién madre de referencia, se tomaron 4 alicuotas diferentes: 125, 250, 375 y 500 pL, se
completd el volumen a 5 mL con etanol 75% en matraz volumétrico. De cada disolucion se pipeted 1 mLy
se trasvaso a un tubo de ensayo y a continuacién se afiadié 1 mL de buffer fosfato 0.2 M, pH=6,6 y 1 mL
de ferricianuro de potasio 1 g/L. De forma inmediata, se incubaron estos tubos de ensayo a 50°C durante

20 minutos. Se enfriaron rapidamente y se mezclaron con 1mL de &cido tricloruro acético al 10%. Las
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disoluciones obtenidas, se centrifugaron a 3000 rpm por 20 minutos en caso de ser necesario.
Posteriormente, se tomaron 2,5 mL del sobrenadante de cada tubo y se adicion6 a cada uno 2,5 mL de
FeCls 0,1%. Finalmente se midi6 la absorbancia a 700 nm contra el blanco preparado de forma similar
pero sin la muestra.

Preparacion de las muestras (aceite esencial y extractos):

Para obtener las disoluciones de los extractos y el aceite de Mosiera bullata se tomaron diferentes
alicuotas de cada muestra para obtener las concentraciones 1,25; 2,5; 3,75 y 5 mg\mL, el aceite esencial
se preparo en acetona a una concentracion de 10 mg/mL v los extractos secos en etanol 75%. A partir de
las disoluciones anteriores se siguié un procedimiento similar al desarrollado para los antioxidantes
sintéticos y vegetales. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

Los valores de absorbancia obtenidos para los estandares de referencia, el aceite esencial y los extractos

fueron graficados y se realiz una comparacion de la actividad antioxidante entre todos.

2.4.1.3. Capacidad antioxidante total (TAOC).

La capacidad antioxidante total (TAOC) en el aceite esencial y los extractos de Mosiera bullata fue
determinado por el método del molibdato de amonio segun el método de Umamaheswari y Chatterjee
(2008)127, utilizando acido ascérbico como sustancia de referencia.

Preparacion de la curva de calibracién de acido ascorbico

Solucion madre de acido ascorbico: Se pesé 5 mg del compuesto se disolvié en H20 destilada y se enraso
a un volumen de 1 mL para obtener una solucién madre con concentracion 5 mg/mL (Disolucion A). Se
pipetearon a partir de la disolucidn A las siguientes alicuotas: 20, 40, 60, 80 y 100 uL y se completaron a 1
mL con H20 destilada para obtener la curva de calibracion.

Procedimiento: Se tom6 300 pL de cada disolucion de la curva, se adicioné 3 mL de la mezcla de los
siguientes reactivos (1 mL de acido sulfarico 0,6 M, 1 mL de fosfato de sodio 28 mM y 1 mL de molibdato
de amonio 4 mM). Las muestras se calentaron durante 90 minutos a 95°C, se enfriaron y se midié la
absorbancia a 695 nm, utilizando la solucion preparada con el mismo procedimiento sin la muestra como
blanco.

Preparacion de los extractos:
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Solucion madre de cada extracto: Se pipeted 80 uL de cada disolucidén de los extractos de las hojas
(concentracion 10 mg/mL) y se disolvid en 1 mL con metanol.

Procedimiento:

Se tomd 300 uL de cada disolucion de cada muestra y se siguié el mismo procedimiento descrito para la
curva de calibracion del acido ascoérbico. La capacidad antioxidante total en cada extracto se determind en
mg equivalente de acido ascérbico/g de extracto, utilizando la ecuacion obtenida de la curva de calibracion

de acido ascorbico.

2.4.1.4. Determinacion del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP).

Preparacién del reactivo (FRAP): 10 volumenes de buffer fosfato 300 mM volumen de
2,4 6/tripiridil/s/triazina (TPTZ) 10 mM y 1 volumen de cloruro férrico 20 mM.

< Preparacion de las muestras:

Aceite Esencial: Se toman 100 L del aceite esencial y se diluyen en 1 mL de agua destilada

Extractos: Se toman 50 uL del extracto de acetato de etilo, 25 L del extracto acetona, 15 uL del extracto
metanolico se diluyen en 1 mL de agua destilada.

Procedimiento: Se toman 200 ul de cada muestra, se le adiciona 3,8 mL del reactivo FRAP. Transcurrido 5

minutos se realiza la lectura a 593 nm.

2.4.2. Evaluacion de habilidad de los antioxidantes para inhibir o suspender la oxidacién lipidica en

el sistema adecuado.
2.4.2.1. Método del tiocianato férrico.

La actividad antioxidante del aceite esencial fue determinada empleando el método del tiocianato férrico
(FTC) en la emulsién del acido linoleico con algunas modificaciones al método propuesto por Haraguchi et
al., (1992)128,

> Preparacion de cada muestra:

Se pesaron 0,01g de eugenol, timol, Vitamina E, los aceites esenciales de la hoja de Mosiera bullata y se
disolvieron de forma independiente en etanol absoluto y se enrasaron a mL (Disolucién A) (10 mg/mL). En
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los extractos se tuvo en cuenta los rendimientos de cada uno y se tomaron los volimenes equivalentes a
10 mg, completando igualmente el volumen a un mL.
Se pes6 0,1255 g de acido linoleico, se disolvio en etanol absoluto y se enras6 a un volumen de 5 mL en
matraz aforado (solucién obtenida 2,51%).
Preparacion de la emulsion de acido linoleico.

» Procedimiento:
En este método, el medio de reaccion contiene 0,5 mL de cada muestra y se le adicioné 0,5 mL de la
emulsion de &cido linoleico 2,51%, 0,4 mL de buffer fosfato 0,04 M, pH=7 y 0,38 mL de agua destilada. La
mezcla de cada muestra fue mezclada e incubada a 70°C en oscuridad. EI mismo medio de reaccion, la
disolucién de &cido linoleico, se empled como el control negativo. Cada 3 horas, durante la incubacién,
0,05 mL de cada mezcla se diluy6 con 2,85 mL de etanol 75% y siguiendo por la adiccién de 0,05 mL de
FeCl> 0,02 M en HCI 3,5%. Luego de transcurridos 3 minutos, se afadio 0,05 mL de tiocianato de amonio
al 30%. La absorbancia se midi6 a 500 nm contra el etanol 75% como blanco.
Calculo:
El porcentaje de inhibicion de la peroxidacion lipidica del acido linoleico fue calculado por la siguiente

ecuacion:

% Inhibicion de la peroxidacion lipidica = 100 - AS x 100

]

Donde: Ao: Absorbancia del control negativo.
As: Absorbancia obtenida en presencia de la muestra de aceite esencial, extracto o control

positivo.
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Capitulo 3: Resultados y Discusion

3.1. Rendimiento del aceite esencial y extractos obtenidos de las hojas de Mosiera bullata.

La técnica de hidrodestilacidon para la obtencion de aceites esenciales es la técnica mas usada a nivel de
laboratorio debido a que el sistema es relativamente facil de usar y el rendimiento es aceptable, ademas
de que los costos de la destilacion con este equipo son bajos. Mediante el procedimiento descrito en el
acapite 2.2.3 del capitulo anterior se obtuvo un contenido de humedad de 6% para la Mosiera bullata. Este
valor fue tomado en consideracién para realizar los calculos de rendimiento del aceite en la planta.

El contenido de aceite esencial en las hojas de Mosiera bullata obtenido fue de 1,8%. Este valor no se
encuentra reportado en la bibliografia consultada de la planta por lo que no fue posible compararlo y por
tanto el mismo constituye un aporte del presente trabajo.

Los extractos de las hojas de Mosiera bullata se obtuvieron utilizando tres solventes, seleccionados por su
mayor posibilidad de disolver los posibles compuestos fendlicos presentes en la planta. Los solventes
fueron acetato de etilo, acetona y metanol y el método de extraccién empleado fue el sélido-liquido, que es
el mas utilizado en todos los procesos tecnoldgicos relacionados con la industria quimica y médico-

farmacéutica. Los valores del rendimiento de los extractos obtenidos se muestran en la (Tabla 3.1.).

Tabla 3.1. Rendimiento obtenido para los extractos de la Mosiera bullata.

Extractos Peso del polvo Extractos secos Rendimiento
(9) obtenidos (g) (%)
Ext. acetato de etilo 10 1,43 14,3
Ext. acetona 10 1,59 15,9
Ext. metandlico 10 2,58 25,8

Como se observa el extracto metandlico tuvo un mayor rendimiento que los tres restantes, lo cual podria
estar dado debido a que dicho extracto fue obtenido empleando el metanol, solvente que podria garantizar
una mayor extraccion de metabolitos presentes en la planta, si estos se caracterizaran por su naturaleza

polar, lo cual se corresponde totalmente con lo reportado en la literatura consultada?06. 129,
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3.2. Resultados obtenidos en la determinacion de componentes volatiles presentes en el aceite

esencial y los extractos obtenidos de las hojas de la Mosiera bullata.

3.2.1. Composicion del aceite esencial

La composicion de los aceites esenciales es estudiada por un gran nimero de investigadores en todo el
mundo, empleando la técnica de GC-MS gracias a la volatilidad de estos compuestos, por ejemplo
Rajeswara et al., (2011)3°, Jorge et al., (2012; 2013)60. 81, Singh et al., (2007)130, Wei-Cai et al., (2011)131,
Odabas-Kose et al., (2010)132, Ozen et al., (2011)133, entre muchos otros. EI cromatograma obtenido para

el aceite, al aplicar la técnica GC-MS, aparece en las (Figura 3.1.).

RT: 0.00 - 59.01
NL:

100; 2.19E9
TIC MS
Mosiera 3
15 de julio

17.03

16.17 1
b , 18.55 22.52
T — T —
20 25 40 a5 50 55
Time (min)

42.00 44.27 49.85 53.57 55.26
77—

o]

Figura 3.1. Cromatograma obtenido para el aceite, al aplicar la técnica GC-MS.

Como se observa el cromatograma del aceite se caracteriza por muy pocos picos, algo poco comun en los
aceites esenciales, que facilita considerablemente evaluar la composicion del mismo. El analisis
exhaustivo del espectro de masa de cada pico realizado con un especialista, asi como con el empleo de la
libreria NIST, permitié identificar los 3 compuestos mayoritarios presentes en el aceite, los cuales

aparecen descritos en la (Tabla 3.2.)
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Tabla 3.2. Compuestos mayoritarios identificados en el aceite esencial de la planta, al aplicar la técnica
GC-MS.

Planta No. Tiempo % Area RI Compuesto identificado
Pico  retencion
1 8,81 51,8 1037 1,8-cineol
Mosiera bullata 2 17,03 13.5 1358 DL-mentol
3 26,56 17.7 1149 eugenol

Una vez identificados los tres componentes mayoritarios en el aceite se procedié a obtener los perfiles
cromatograficos del mismo y de los extractos, aplicando la cromatografia gaseosa, con vistas a comparar
la composicion de compuestos volatiles presentes y cuantificar aquellos de los cuales se tuviera patron

disponible.

3.2.2. Perfil cromatografico del aceite y los extractos, aplicando la GC-FID.

Con el objetivo de determinar la presencia o no de los componentes determinados por GC-MS en el aceite
en los extractos evaluados y comparar la composicion de los mismos en cuanto a componentes volatiles,
se obtuvo el perfil cromatografico de extractos y aceite, aplicando la técnica GC-FID con iguales

condiciones cromatogréficas. La (Figura 3.2.) muestra los cromatogramas obtenidos para cada muestra.
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Figura 3.2. Cromatogramas obtenidos para el aceite y los extractos de Mosiera bullata, al aplicar la
técnica GC-FID. A: Cromatograma del aceite esencial de Mosiera bullata, B: Cromatograma del Extracto
de acetato de etilo, C: Extracto de Acetona y D: Extracto Metandlico.

Al comparar los cromatogramas del aceite y los extractos, en cuanto a la composicién de compuestos
volatiles presentes se puede observar claramente que hay una coincidencia en todas las muestras de los
componentes mayoritarios a los tiempos de retencion de 10 minutos, 19 minutos y a los 29 minutos.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios GC-MS en el aceite fueron identificados el 1,8
cineol, DL-mentol y eugenol por lo que se comatografiaron patrones de estos tres compuestos (Figura 3.3)
y se corrobord la presencia de estos en los perfiles cromatogréficos de aceite y extractos, al aplicar la

técnica GC-FID, bajo las mismas condiciones cromatograficas que la muestra
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Figura 3.3. Cromatogramas de los patrones evaluados, obtenidos al aplicar la técnica GC-FID. (A: 1,8
cineol, B: eugenol y C: DL-mentol).

Considerando la composicion obtenida para las muestras, el interés de evaluar en las mismas la actividad
antioxidante y la existencia de investigaciones que han demostrado que el eugenol posee esta actividad
comparada con antioxidantes de referencia como el Hidroxitolueno butilado (BHT) se decidié cuantificar
este metabolito en las muestras, con vistas a relacionar el mismo con la existencia de actividad

antioxidante. En el epigrafe siguiente se exponen los resultados de esta determinacion.

3.2.3. Determinacion cuantitativa del contenido de eugenol en los aceites esenciales y extractos
obtenidos.
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3.2.3.1. Validacion de la técnica

Una vez identificada la presencia de eugenol en las muestras se procedié a validar la técnica de
Cromatografia Gaseosa para determinar este metabolito en las muestras en estudio. Para ello se tuvo en
cuenta lo establecido por las normas CECMED, 2007, las cuales incluyen los parametros linealidad,
precision, exactitud, especificidad y los limites de deteccion y cuantificacion. A continuacion se exponen,
por separado los resultados para cada uno de ellos.

v Linealidad

La (Figura 3.4.) muestra la curva de calibracion obtenida al evaluar la linealidad en la cromatografia
gaseosa empleada para la determinacion cuantitativa de Eugenol en el aceite. Los criterios estadisticos

utilizados para evaluar el pardmetro aparecen en la (Tabla 3.3.)

Curva de calibracion del Eugenol

6,00
5,00 /
4,00 /

2 3,00 y =2,2658x-0,1894
T / RZ=0,9971
< 2,00 / =0,
1,00 e
0,00 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracién (pg\mL)

Figura 3.4. Curva de calibracion para la determinacion de Eugenol en aceites esenciales, empleando la
GC-FID.

Si se comparan los valores obtenidos en cada parametro con los criterios establecidos por las normas
CECMED, 2007, se puede afirmar que en todos los casos se encuentran dentro del intervalo
especificado: La ecuacion de la recta obtenida para el eugenol fue Y = 2,2658X — 0,1894, con un
coeficiente de correlacion de 0,9971, un coeficiente de variacion de los factores respuesta de 4,45%

(inferior al 5%) y una desviacion estandar de la pendiente de 0,0005, valor inferior que el 2%. El intervalo
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de confianza obtenido para el término independiente incluyé el cero, muestra de un resultado
satisfactorio para este parametro. La fiabilidad de la ecuacion se evalud, ademas, a través del error tipico
cuyo valor es muy inferior a la desviacion estandar de la variable Y. Con vistas a corroborar los
resultados anteriores se realizd un andlisis de varianza en el cual se obtuvo un valor de 10445 (F
mucho mayor que el F critico), estadisticamente significativo. Sin embargo el valor del coeficiente de
calidad es muy inferior a 2,5 (0) por lo que se puede plantear que el método es lineal en el intervalo de

concentracion evaluado.

Tabla 3.3. Resultados de los criterios estadisticos utilizados para evaluar la linealidad en la técnica de GC-
FID.

Parametro Valor obtenido Criterio Establecido
Ecuacion de la recta Area=2,2658X — 0,1894
r Coeficiente de correlacion 0,9971 r >0,99
C,V,F: Coeficiente de variacion de los 4,45% CV.F<5%
factores de respuestas.
Sbrel %: Desviacion estandar relativa 0,0005% Sbrel %< 2%
de la pendiente.
Intervalo de confianza del intercepto +48,01 Incluir el cero

-47,63

CC: Coeficiente de calidad 0 CC<2,5%

v" Precision

Este parametro incluye los términos repetibilidad y precision intermedia. Para el primer caso la técnica se
repitio sin alterar las condiciones, mientras que en el segundo la técnica se desarrollé en diferentes dias.
La (Tabla 3.4.) muestra los resultados estadisticos obtenidos al evaluar ambos parametros. El coeficiente
de variacion obtenido para la repetibilidad (1,08%) resulté ser menor que el establecido para este ensayo
cuando es realizado a materias primas farmacéuticas (1,5%) lo que indica que la técnica posee buena
repetibilidad. Por su parte en la precision intermedia se obtuvo también un coeficiente de variacion
(1,60%) inferior al establecido (3%), ademéds, en este parametro se evaluaron otros parametros
estadisticos que garantizan la veracidad de los resultados y cuyos estadigrafos aparecen también
reflejados en la misma tabla.

El andlisis de varianza realizado muestra que no hay diferencias significativas entre los grupos al

obtenerse en la prueba Fischer una Fcal < CCritica. Esto es ratificado por el Test de Cochrans (Ccal =
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0,48) en el cual se obtuvo una Ccal < CCritica. Finalmente el Coeficiente de variacion entre los grupos (CV
(%) = 0,45) resulté ser menor que el valor obtenido para el coeficiente de variacion de Horwitz (3,53)
ratificando con esto la veracidad del resto de las pruebas.

Los resultados obtenidos en ambos parametros permiten asegurar que la técnica de Cromatografia

Gaseosa es “precisa” para la determinacién de eugenol en el aceite esencial y los extractos evaluados.

Tabla 3.4. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro precision en la técnica de GC-FID.

REPETIBILIDAD
Réplica 1 (Am/Asl) Parametros estadisticos

2,288

2,271 Media 2,26

2,286 SD 0,025

2,221 CV (%) 1,08

2,257

2,261 ]

PRECISION INTERMEDIA
Dia 1 (Am/Asl) Dia 2 (Am/Asl) Parametros estadisticos

2,29 2,34
2,27 2,27 Media 2,291
2,29 2,312 SD 0,037
2,22 2,317 CV (%) 1,60
2,26 2,336 Horwitz 3,53
2,26 2,329

Dentro de los Grupos S =0,025% ; CV(%) = 1,09

Entre los Grupos S =0,028% ; CV(%)= 0,45

Cochrans (C calculada)= 0,48 Cochrans (C critica) 0,59
Horwitz 3,83

v Exactitud
Existen diferentes procedimientos para evaluar la exactitud de un método. Cuando se trabaja con matrices
complejas, como es el caso de los productos herbarios, cualquiera sea su forma de presentacion, el
procedimiento de adicién de estandar es de gran utilidad, siempre que se cuente con el apropiado
marcador quimico o metabolito mayoritario de interés. En el presente estudio se cuenta con el eugenol

como patron. Segun el método de adicion de estandar la recuperacion obtenida fue de 98,35% en
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correspondencia con la pendiente de la curva de recuperacion con el siguiente modelo matematico (Figura
3.5):y=1,028 X +0,0195

Estos valores demuestran una elevada exactitud en las determinaciones de eugenol, con el procedimiento
utilizado. Para confirmarla, se aplico una prueba t de Student. Al ser t exp< ttab no existen diferencias

significativas entre recuperacion media y 100, por lo que el método es exacto.

EXACTITUDDEL EUGENOL

= 2
[+
@
& 2
(=]
2
c
:g 1 y=1,0281x-0,0195
& R?=0,9965
t
& 1
S

0 T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentracion aiiadida

Figura 3.5. Curva de recuperacion para la técnica GC-FID.

v' Especificidad
La inyeccion del blanco, demostrd la no existencia de interferencias al tiempo de retencién de las
sustancias presentes en la muestra (Figura 3.6.). Si se compara el pico cromatografico del patron de
Eugenol (Figura 3.7.) con el pico correspondiente en la muestra bajo las condiciones dptimas de anélisis,
no se observaron a simple vista colas, frentes difusos ni hombros y se puede inferir que no debe existir
solapamientos de picos (Figuras 3.2). Tampoco se observaron variaciones significativas en los tiempos de

retencion, los cuales se mantienen dentro de un intervalo de + 2%.
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Figura 3.6. Cromatograma GC-FID correspondiente al blanco

Figura 3.7. Cromatograma GC-FID correspondiente al patron eugenol (tr=29,05) con el estandar interno
(Alcanfor, tr=15,45).

Estos resultados muestran la no existencia interferencias apreciables que puedan afectar la determinacién
confiable del eugenol en los aceites esenciales. Sin embargo, con vistas a ratificar los mismos se
analizaron los factores de simetria de picos del patrén y las muestras de aceites en estudio. Los intervalos
de confianza de los factores de simetria de los picos para el patrén y la muestra, se incluian entre si. Para
el patron estos intervalos van desde -0,013 hasta 0,982 y en el caso de la muestra los intervalos oscilan
desde -0,011 hasta 0,860. (Tabla 3.5.).
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Tabla 3.5. Resultados estadisticos al calcular el intervalo de confianza del eugenol (patron y muestra)

Patron Muestra
x =0,96 x =084
t=1_83 t=1,83
S=0,13 S=0,11
n=10 n=10

v’ Limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC).
Los resultados del LD y LC para el eugenol se recogen en la (Tabla 3.6.) Como limite de deteccién para
el eugenol se obtuvo un valor de 0,14 ug/mL y como limite de cuantificaciéon 0,26 ug/mL, valores que se
encuentran por debajo del valor mas bajo de concentracion evaluado en la técnica, la cual incluye un
intervalo amplio de concentracion, teniendo en cuenta la variabilidad de este componente en los

diferentes extractos y en el aceite esencial.

Tabla 3.6. Resultados del LD y LC correspondiente al eugenol en las muestras estudiadas.

Resp. Blanco Media Desv. Pendiente Limite de Limite de
(Am/ASI) Estandar deteccion (LD)  cuantificacion
(bg/mL) (LC) (ug/mL)
42,80
42,50
42,21 1,28 0,09 2,26 0,14 0,26
44,43
40,60

Teniendo en cuenta el cumplimiento de todos los parametros de desempefio, la técnica analitica es fiable y
por tanto se concluye que la técnica analitica GC-FID puede ser utilizada en la determinacién cuantitativa

de eugenol en las muestras evaluadas en el presente trabajo.

3.2.3.2. Aplicacion de la técnica validada a la determinacion de Eugenol presente en el aceite

esencial y los extractos obtenidos de las hojas de la Mosiera bullata.

Una vez validada la técnica se aplico en la determinacion del contenido eugenol presente en el aceite
esencial y los extractos obtenidos de las hojas de la Mosiera bullata. La (Tabla 3.7.) muestra los valores

promedios de este compuesto obtenido para cada uno de los extractos obtenidos de la especie.
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Tabla 3.7. Valores promedios del porciento de eugenol presente en la Mosiera bullata.

Antioxidante aceite esencial Ext. acetato de Ext. acetona Ext. metanol
referencia etilo
Eugenol (%) 0,44 + 0,014 1,39 + 0,06 2,15+ 0,05 2,77 +0,27

3.3. Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante en el aceite esencial y los extractos

obtenidos de las hojas de Mosiera bullata.

Tanto los extractos como los aceites esenciales obtenidos de plantas medicinales que son ricos en
compuestos fendlicos son de interés para industria farmacéutica, alimentaria y cosmética como un
ingrediente antioxidante natural. Ellos son, desde el punto de vista quimica, mezcla compleja constituida
por varios componentes que tienen ademas de su actividad individual, efecto antagénico y sinérgico, lo
que dificulta fundamentar las actividades biolégicas que poseen los mismos 34,

La actividad antioxidante de aceite esencial y los extractos de la Mosiera bullata fue evaluada comparando
con los antioxidantes sintéticos BHT, Vitamina E, y los patrones de origen natural eugenol y timol por
diferentes métodos: actividad secuestradora del radical libre DPPH, fuerza reductora, método del
tiocianato férrico (FTC), poder reductor\antioxidante férrico (FRAP) y actividad antioxidante total. La
seleccion de estos métodos obedece a incluir ensayos que abarquen los dos grupos de agentes
antioxidantes, clasificados segun el mecanismo de reaccion: Los que miden la habilidad secuestradora a
los radicales libres y los que evaltan la peroxidacion lipidica’?. En el primer caso se incluyeron los
ensayos, DPPH, FRAP y fuerza reductora, mientras que en el segundo caso se incluy6 el estudio en acido

linoleico desarrollando el ensayo de FTC. A continuacién se exponen los resultados de dichos ensayos.

3.3.1. Determinacion del contenido fendlico total.

La determinacion del contenido fendlico total en extractos obtenidos de plantas medicinales ha sido
reportada en multiples investigaciones, justificado por la relacion directa de estos compuestos con una
variedad de efectos biologicos que incluyen, entre otras, la actividad antioxidante. El contenido total de
compuestos fendlicos fue calculado empleando la curva de calibracién del acido galico (Figura 3.8.) y el
resultado obtenido para cada muestra aparece reflejado en la (Tabla 3.8.).
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Curva de calibracion del Acido Galico

1,5
E 1
=
S y=0,0196x+0,0323
3 R?=0,9942
0,5 /
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (pg/mL)
Figura 3.8. Curva de calibracion del Acido Galico.
Tabla 3.8. Contenido fendlico obtenido para cada muestra.
Parametro estudiado aceite Ext. acetato Ext. acetona  Ext. metanol
esencial de etilo
Contenido fendlico (mg acido
galico/g extracto) 34,40 150,9 100,5 155,0

Como resultado se obtuvo que el contenido total de compuestos fendlicos obtenido es similar para el
extracto de acetato de etilo y el metandlico, menor para el extracto de acetona y significativamente menor
para el aceite. Estos resultados sugieren que estos tres extractos deben mostrar una similar actividad
antioxidante y el aceite debe tener valores por debajo de esta. Los valores obtenidos son especificos para
cada extracto y no se encuentran reportados en la literatura para esta planta.

Si comparamos los valores obtenidos para esta planta con respecto a este parametro obtenido en otras
plantas medicinales (Tabla 3.9.) observamos que los tres extractos evaluados poseen un alto contenido

fendlico, siendo muy superior al aceite.
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Tabla 3.9. Ejemplo de contenido total de fenoles del extracto de algunas plantas medicinales publicado en

la literatura.

Nombre de planta

Contenido total de fenoles
(mg de acido galico
equivalente/g de extracto
seco)

Bibliografia

Metasequioa glyptostroboides

Allium cepa y Allium
oschaninii (5 especies)

Pelargonium graveolens
Origanum vulgare ssp
Thymus praecox

Rapeseed cultivars
Cuminum cyminum L

Metanol 61,26
Cloroformo 43,12
Hexano 11,23
Acetato de etilo 85,17
Ext. Etandlicos 1,42--17,18

Hidrosoles 34,88 en hojas y
102 en estigmas.
Ext. Metandlico: 0,22

2,78 -6,21
7,56 -13,24
Ext Acetona: 5-15

Bajpai-Vivek et al., (2009)129

Tang y Rasco (2011)135

Cavar y Maksimovi (2012)136

Sahin (2004)137

Ozenetal., (2011)133
Szydtowska-Czerniak et al., (2011)138
Bettaieb et al., (2011)139

3.3.2. Actividad secuestradora del radical libre DPPH.

En este ensayo se procesaron las curvas de calibracion correspondientes a cada uno de los patrones

utilizados (BHT y eugenol), el aceite esencial y los extractos evaluados en el estudio, de las cuales se

obtuvo las ecuaciones de las rectas y el coeficiente de correlaciéon para cada caso. La (Figura 3.9.)

muestra las curvas obtenidas para los patrones antioxidantes, el aceite y los extractos evaluados las

cuales permitieron determinar el valor de ICsp para cada muestra, valores que aparecen descritos en la

(Tabla 3.10.) Los bajos valores de ICsp indican alta actividad secuestradora de radicales libres.
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Figura 3.9. Curvas de calibracion obtenidas para el aceite, los extractos y los patrones estudiados en el

ensayo de la actividad secuestradora del radical libre DPPH (A: BHT; B: eugenol; C: aceite esencial; D:

Ext. acetato de etilo, E: Ext. acetona y F: Ext. metandlico).

Cada curva muestra que la actividad secuestradora se incrementa con el aumento de la concentracion de

la muestra debido a la reaccion de donacion de electrones entre las moléculas de antioxidante y los

radicales libres4. Ellas también permitieron determinar el valor de ICso para cada muestra, siguiendo la
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metodologia de Litchfield y Wilcoxon (1949)140, Los valores de ICso obtenidos para las muestras evaluadas

aparecen descritos en la (Tabla 3.7.).

Tabla 3.10. Resultados de la actividad secuestradora del radical DPPH de los patrones de antioxidantes,

el aceite esencial y los extractos evaluados.

Muestras Concentraciones Inhibicion (%) ICs0
(ng/mL) (ug/mL)
50 13,74
87,5 23,32
125 35,96
BHT 1625 46,07 128,419
200 59,07
10 25,75
20 35,72
eugenol 30 45,79
40 54,92 29,000
50 61,56
200 10,92
. . 300 22,84
aceite esencial 400 30,60 329,8
500 35,92
0,143 34,54
0,429 45,38
Ext. acetato etilo 0,715 52,92 0,946
1,001 62,92
0,159 71,57
0,477 81,47
Ext. acetona 0,795 88,24 0,603
1,113 95,00
0,258 46,11
. 0,516 57,68
Ext. metandlico 0.774 63.17 0,636
1,032 73,45

Como se observa en la tabla los valores de ICs obtenidos para los extractos evaluados son muy inferiores
con respecto a los antioxidantes sintéticos, lo que es muestra de una alta actividad para estos. Por su
parte el aceite esencial posee una actividad antirradicalica muy inferior con respecto a los extractos. Estos
resultados se corresponden con los resultados obtenidos para el contenido fendlico, corroborandose, una
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vez mas, la relacién de estos metabolitos con dicha actividad. Ademas, existe como posible justificacion
que al realizar las extracciones en las hojas de la planta se suman a los compuestos volatiles otros
metabolitos que también le aportan actividad antioxidante a los mismos, dando muestras del posible
sinergismo que se le atribuye a las muestras obtenidas de plantas medicinales. En resumen se puede
afirmar categéricamente que los extractos estudiados poseen una alta actividad antioxidante, en las
concentraciones evaluadas, por este mecanismo.

El efecto secuestrador del radical DPPH de las muestras estudiadas se resume en el siguiente orden:
Extracto metandlico=Extracto de acetato de etilo= Extracto de acetona>eugenol >BHT>>>>aceite

esencial.

3.3.3. Fuerza reductora.

La determinacion de la fuerza reducida de los compuestos presentes en la muestra se lleva cabo por la
reduccion de Fe®* a la forma de Fe?*, el color amarillo de la solucion examinada cambia en varios tonos de
verde tinto o azul prusiano dependiendo en fuerza reducida de cada muestra. A mayor valor de la
absorbancia, mayor sera la fuera reducida. En la (Tabla 3.11.) muestra los valores de la absorbancia de

los antioxidantes patrones y los extractos evaluados en el sistema de fuerza reducida.

Tabla 3.11. Valores de la absorbancia de los antioxidantes patrones, aceite esencial y los extractos
evaluados en el sistema de fuerza reducida.

Concentracion Valores de absorbancia
(mg/mL) Vit. E eugenol Ext. Ext. Ext. aceite esencial
acetato acetona  metandlico
etilo
1,25 0,296 0,586 0,129 0,992 0,664 1,698
2,50 0,707 1,167 0,614 2,092 1,172 1,985
3,75 1,437 1,487 0,908 2,653 1,678 2,430
5,00 1,464 1,865 1,147 2,919 2,025 2,643
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Comportamiento del ensayo Fuerza Reducida
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Figura 3.10. Efecto antioxidante de los antioxidantes patrones y los extractos evaluados en el sistema de
fuerza reducida.

La (Figura 3.10) y la (Tabla 3.11.) muestran los resultados obtenidos en este ensayo. El incremento de la
absorbancia en la mezcla de reaccion es indicativo del incremento de la fuerza reducida. Estos datos
muestran que la habilidad reductora se incrementa con el aumento de la concentracion de la muestra, lo
cual se ve reflejado en mayores valores de absorbancia en la mezcla de reaccién. El aceite esencial y el
extracto de acetona, a las concentraciones probadas, mostraron la mayor habilidad para reducir el Fe3*, en
comparacion con la Vitamina E y el eugenol, que también fueron superados por los dos extractos
alcoholicos, quedando con la menor actividad antioxidante el extracto de acetato de etilo. El efecto
antioxidante en el sistema fuerza reducida de las muestras estudiadas se resume en el siguiente orden:
Extracto de acetona > Aceite esencial > Extracto metandlico > eugenol > Vit E > Extracto de acetato de
etilo.

Este resultado no posee total correspondencia con el ensayo anterior, lo que pudiera ser explicado por la

diferencia existente en el mecanismo por el cual ocurre la captacion de los radicales.

3.3.4. Determinacion del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP)
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La determinacion del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP) fue calculado empleando la curva de
calibraciéon de Sulfato de Hierro (Figura 3.11.) y esta expresado en mmol/L de FeSO4 equivalentes por
gramo de extracto. Los resultados obtenidos para este ensayo se reflejan en la (Figura 3.12.) donde se
observa con claridad que los mejores resultados fueron obtenidos para el extracto metandlico, seguido por
el extracto de acetato de etilo y de acetona. El aceite esencial no aportd resultados relevantes al
compararlos con las muestras previamente mencionadas. Lo anterior muestra que los tres extractos con

mayor poder reductor tienen mayor potencial que el resto para reducir el ion férrico a ion ferroso.

Curva de calibracion del Sulfato de Hierro

1,4
&

1,2

1 //
08 / y =0,4756x-0,1936
0,6 R? =0,9949
A
0,2 /

0

Absorbancia

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Concentracién mmol/L

Figura 3.11. Curva de calibracion del Sulfato de Hierro

Comportamiento del poder
reductor/antioxidante

W Poder reductor mmol de FeSO4 equivalente por gramo de extracto

183,02 203,19
56,8 88,38
e P
Aceite esencial Ext. Acetato de Ext. Acetona Ext. Metanol
Etilo

Figura 3.12. Comportamiento del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP) del aceite esencial y los
extractos evaluados.
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Al comparar los resultados obtenidos en el ensayo con los reportados en la literatura para extractos y
aceites esenciales de otras plantas medicinales (Tabla 3.12) se observa que los resultados obtenidos en
las muestras evaluadas en el presente trabajo superan considerablemente lo reportado para estas plantas,
lo que avala la actividad antioxidante de los extractos de las hojas de la Mosiera bullata. La habilidad para
reducir Fe(lll) podria ser atribuida a la donacién de hidrégeno de los compuestos fenolicos presentes , lo
cual esta también relacionada a la presencia de agentes reductores, asi como al numero y posicion de
grupos hidroxilos que juegan un rol importante en la actividad antioxidante que manifiesta cualquier

compuesto41,

Tabla 3.12. Ejemplo del poder reductor\antioxidante férrico (FRAP) de extractos de plantas medicinales
publicado en la literatura como mmol/L de FeSO4 equivalentes por gramo de extracto seco para otras
plantas medicinales.

Nombre de planta Poder reductor\antioxidante férrico (FRAP) Bibliografia
Salvia lanigera 6,44 + 0,4 mmol/L (Tenore et al., 2011)142
Rosmarinus officinalis 16,53 — 21,77 mmol/L (Zaouali et al., 2010)143
Zingiber officinale 0,806 mmol/L (Liu et al., 2008)144

3.3.5. Capacidad antioxidante total.
La capacidad antioxidante total fue calculada empleando la curva de calibracion del acido ascérbico
(Figura 3.13.).

Curva de calibracion de la Vit. C

0,8 //
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Figura 3.13. Curva de calibracion del acido ascorbico o Vitamina C
A partir de la ecuacion de la recta se determind la capacidad antioxidante total obtenida para cada extracto

(Figura 3.14) como se observa el extracto metandlico y el de acetato de etilo mostraron la mayor actividad
antioxidante con un valor de 4,8 y 4,7 mg de acido ascorbico equivalentes /g de extracto, respectivamente
seguido por el extracto de acetona. Por su parte el aceite esencial aportd valores muy inferiores, casi
despreciable con respecto a los restantes extractos. Al comparar estos resultados con los obtenidos por
Nguyen et al., (2008)'45 para el extracto alcohélico de Cleistocalyx operculatus (62,40 + 3,16 mg de acido
ascérbico equivalentes /g de extracto) se puede afirmar que los resultados obtenidos en el presente
trabajo para la planta en estudio superan considerablemente este valor reportado. Es importante sefialar
que el comportamiento obtenido en este ensayo se corresponde totalmente con el obtenido para los
ensayos de DPPH y FRAP. Los valores son especificos para cada extracto y no se encuentran reportados

en la literatura para esta planta.

Comportamiento de la capacidad antioxidante total
de las muestras estudiadas

M Capacidad antioxidante total

4,74

0,2

Aceite esencial Ext. Acetato Etilo Ext. Acetona Ext. Metanol

Figura 3.14. Resultados obtenidos en el ensayo de Capacidad Antioxidante Total.
La evaluacion de la actividad antirradicalica de las muestras evaluadas en el presente trabajo mostr6 que

el extracto metandlico, de acetona y de acetato de etilo poseen un buen potencial antioxidante, mientras

que los valores obtenidos para el aceite esencial son muy bajos. Al comparar los resultados obtenidos en
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el ensayo DPPH y de FRAP se observa una tendencia similar en ambos métodos y que el extracto
metandlico muestra una alta actividad antioxidante.

A continuacién se procedio a la evaluacion de habilidad de los antioxidantes para inhibir o suspender la
oxidacion lipidica en el sistema adecuado, dado que la oxidacion lipidica es un proceso de multipasos, se
evalud la habilidad de los antioxidantes por un método que permite determinar la peroxidacion lipidica en

acido linoleico. A continuacion se muestran los resultados obtenidos para este ensayo.

3.3.6. Actividad antioxidante por el método FTC.

Es un método simple que se desarrolla en un periodo de tiempo de 48 horas. Bajos valores de
absorbancia son indicativos de una baja concentracion de perdxidos formados en la etapa inicial de la
peroxidacion lipidica del acido linoleico y por tanto de una alta actividad antioxidante. Los valores
obtenidos sin aditivos fueron tomados por un 100% de peroxidacion lipidica. La (Tabla 3.14.) muestra el

cambio de los valores de absorbancia en el tiempo con los diferentes aditivos.

Tabla 3.13. Valores de absorbancia de las muestras estudiadas y antioxidantes de referencia en el

sistema primario de oxidacion del acido linoleico por el método FTC durante 48 horas.

Muestras Valores de Absorbancia en el tiempo
Estudiadas 0 3n 6h 9h 12h 24h 30h 48h % de
Inhibicion

aceite esencial 0,497 0,504 0,936 0975 1,184 0,631 0,338 0,302 77
Ext. acetato etilo 0,235 0,768 0441 0,463 0,520 0,510 0,480 0,451 66
Ext. acetona 0,132 051 0,361 0476 0476 0417 0415 0,386 7
Ext. metandlico 0,128 0,502 0,355 0,468 0,453 0,398 0,456 0,308 77
Vit. E 0,473 0,310 0,202 0,173 0,108 0,138 0,477 0,119 91
eugenol 0,427 0,360 0,296 0,332 0,268 0,176 0,313 0,173 87
timol 0,248 0,500 0,348 0,313 0,338 0,337 0,389 0,233 83
Control 0,480 0,350 0,415 0,455 0,424 0,703 0,838 1,336
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Comportamiento del Efecto inhibitorio . acite esenci

B Ext. Acetato Etilo

m Ext. Acetona

1]
E B Ext.Metanolico
S8
] mVitE
(7]
2
B Eugenol
Timol
0 3h 6h 9h 12h 24h 30h 48h Control
Tiempo

Figura 3.15. Efecto inhibitorio de los patrones de antioxidantes y los extractos en el sistema primario de
oxidacién del acido linoleico por el método FTC.

En la (Figura 3.15.) se observa que los extractos muestran un efecto inhibitorio menor que los patrones de
antioxidantes evaluados simultineamente y que no hay una diferencia marcada en los resultados
obtenidos para los tres extractos a lo largo de todo el estudio, mantienen un comportamiento estable,
logrando disminuciones de los valores de absorbancia con respecto al control. Por su parte el aceite
esencial logra una disminucion en los valores de absorbancia a partir de las 12 horas, lo que es indicio de
su incidencia en la eliminacién de los hidroperoxidos a partir de este tiempo. Lo anterior permite asegurar
que, por este mecanismo, los extractos evaluados muestran un comportamiento antioxidante, aunque este
queda por debajo de los patrones de antioxidantes evaluados.

Al determinar el porciento de inhibicién de la peroxidacion lipidica de cada muestra (Figura 3.16) se
corrobora lo anterior ya que tanto extractos como el aceite esencial quedan por debajo de los valores
obtenidos para los patrones de antioxidantes, aunque es importante sefialar que los valores que se
alcanzan en las muestras no difieren en gran medida de los patrones antioxidantes, por lo que queda

ratificado el poder antioxidante de las muestras evaluadas por este mecanismo.
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% de inhibicion de la peroxidacion lipidica

B % de inhibicion

Figura 3.16. Comportamiento en cuanto al por ciento de inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Los resultados obtenidos se corresponden completamente con el ensayo anterior, lo que muestra un
comportamiento similar para los extractos en las dos etapas de oxidacion, es decir, los extractos muestran
actividad antioxidante aunque menor que el resto de los antioxidantes ante la peroxidacion lipidica primaria

y secundaria.

3.4. Relacion entre el contenido fendlico total con la capacidad antioxidante total y el poder

reductor/antioxidante.

Multiples reportes dan cuenta de la relacién directa entre la actividad antioxidante y el contenido fenélico
total en los extractos de plantas medicinales?0.

Las (Figuras 3.17. y 3.18.) muestran las curvas de regresién que permiten correlacionar el contenido
fendlico con los valores obtenidos para los ensayos de capacidad antioxidante total y FRAP,
respectivamente. Para ambas combinaciones se observa una excelente relacion entre ambos parametros,
con valores altos del coeficiente de correlacidn. Estos resultados tienen total correspondencia con los

resultados obtenidos para los restantes ensayos antioxidantes incluidos en el presente trabajo.
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Relacidn entre contenido de fenoles y capacidad
antioxidante total de las muestras
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Figura 3.17. Relacion entre el contenido fendlico total y la capacidad antioxidante total.

Relacion entre el contenido fendlico total y el poder
reductor/antioxidante de las muestras
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Figura 3.18. Relacion entre el contenido fendlico total y el poder reductor/antioxidante.

Al analizar los resultados obtenidos en cuanto a la composicién quimica del aceite esencial y los extractos
identificados por GC-MS y GC-FID, se puede inferir que la presencia en dichas muestras del eugenol
podria contribuir directamente a la actividad antioxidante ya que este compuesto tiene reportada su
actividad antioxidante por varios investigadores por ejemplo Singh et al., (2007)130, Wei-Cai et al (2011)131,
Teissedre et al., (2000)'47, Mastelic et al., (2008)'48, Miguel et al., (2011)'49 aunque, existen reportes que

apuntan que esta actividad podria ser debida al efecto sinérgico de dos 0 mas compuestos presentes en la
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muestra y que la mayoria de los compuestos antioxidantes naturales ofrecen un sinergismo entre ellos
para producir un espectro abierto de propiedades antioxidantes que crea un sistema de defensa efectivo
contra radicales libres. En resumen los extractos obtenidos de las hojas de Mosiera bullata, en mayor
medida que el aceite esencial, estan formados por una mezcla de compuestos organicos los cuales
podrian producir su efecto sinérgico o antagdnico en el proceso de oxidacion, lo que se corresponde con

los resultados obtenidos en el presente trabajo
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Conclusiones

Conclusiones

1-

El contenido de aceite esencial en las hojas de Mosiera bullata, resultd ser 1,8%, mientras que el
rendimiento de los extractos de acetato de etilo, acetona y metanol fue de 14,3; 15,9 y 25,8%,
respectivamente.

La composicion quimica del aceite, evaluada mediante GC-MS, permitié identificar la presencia de
tres componentes mayoritarios (1,8 cineol, DL-mentol y eugenol).

El perfil cromatografico de los tres extractos evaluados y el aceite esencial mostr6 coincidencia en
la presencia de los metabolitos mayoritarios (1,8 cineol, DL-mentol y eugenol), aunque en
diferente proporcion.

La técnica GC-FID result6 ser fiable para la determinacién de eugenol en las muestras evaluadas
y se obtuvo un contenido de este metabolito de 34,4; 150,9; 100,5 y 155,0% para el aceite
esencial y los extractos de acetato de etilo, acetona y metanol respectivamente.

La evaluacion de la actividad antioxidante mediante los ensayos DPPH, FRAP y Capacidad
antioxidante total (TAOC), corroborada por el ensayo de FTC, mostrd que los extractos
metanolico, de acetona y de acetato de etilo poseen un buen potencial, mientras que los valores
obtenidos para el aceite esencial son muy bajos.

El contenido fendlico resultd ser superior para el extracto metandlico y posee correspondencia con

los resultados obtenidos para los ensayos FRAP y TAOC.

Lic. Yuriam De Armas Mesa

Composicién quimica y actividad antioxidante del aceite esencial y extractos organicos de las hojas de Mosiera

bullata.



%comen/ac{qg@




Recomendaciones

Recomendaciones

1. Realizar estudios que permita demostrar la relacion de la actividad antioxidante con los
metabolitos mayoritarios identificados en el presente trabajo.
2. Realizar estudios antioxidantes in vivo, que permitan corroborar los resultados obtenidos en los

estudios in vitro.
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