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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron los aceites esenciales y extractos obtenidos de las
hojas y los frutos de la Swinglea glutinosa, recolectada en el Jardin botanico de la
Universidad Central de Las Villas. Los aceites fueron obtenidos por hidrodestilacion y
los extractos por extraccion solido-liquido, con metanol como solvente. Fue evaluada la
composicion quimica de los aceites, empleando la cromatografia gaseosa acoplada a
masa, y se obtuvo 11 componentes en el aceite esencial de la hoja y 10 componentes
en el aceite esencial del fruto, que representan el 65,48 y 71,86%, respectivamente; de
los cuales fueron identificados como componentes mayoritarios el B-Pineno en el aceite
del fruto y el Nerolidol para el aceite de la hoja. Ademas se determind el contenido
fendlico en ambos aceites obteniéndose 1,06 para la hoja y 0,32 para el fruto. En el
analisis de los extractos se identificaron y se cuantificaron los acidos grasos presentes,
empleando la cromatografia gaseosa, obteniéndose la presencia de los acidos grasos
Omega 3 y 6 en ambos extractos, siendo mayor el porciento para el fruto. Por su parte
el contenido de fenoles y flavonoides resultoé ser dos veces superior para el extracto de
la hoja que para el fruto. Estos valores se encuentran en total correspondencia con los
resultados obtenidos al evaluar la actividad antioxidante en extractos y aceites, para lo
cual se emplearon diferentes métodos “in vitro”, que a su vez incluyen dos mecanismos
de accién descritos en la literatura: la evaluacién de la peroxidaciéon lipidica y la
habilidad secuestradora a los radicales libres. Ambos aceites mostraron un potencial
antioxidante menor que los patrones de antioxidantes sintéticos y vegetales utilizados
aunque el aceite de las hojas presentdé un mayor potencial que el de los frutos en tres
de los cuatro ensayos evaluados. Los extractos presentan una actividad apreciable,

similar a los patrones utilizados, siendo esta superior en el extracto de la hoja.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los organismos vivos, principalmente las plantas, han constituido la fuente principal de
productos naturales de uso medicinal. Las plantas tienen la caracteristica comun de
poseer un elevado contenido en sustancias o principios activos, con propiedades
quimicas, bioquimicas u organolépticas muy especificas, que permiten su utilizacion
con fines terapéuticos (plantas medicinales), aromaticos (plantas aromaticas o
esencias) y dietéticos o gastronémicos (plantas condimentarias)'. La organizacion
mundial de la salud estima que en muchos paises desarrollados el 70-80% de la
poblacion ha usado de alguna forma la medicina tradicional; ademas, en algunos
paises asiaticos y africanos el 80% de la poblacién depende de la medicina tradicional
para la atencion primaria de su salud®

Por otra parte la oxidacion de los productos alimenticios, cosméticos y medicinales
produce un deterioro muy significativo en los mismos, haciendo que pierdan la mayoria
de las veces las propiedades para las cuales fueron elaborados. Las grasas y aceites
presentes en estos productos pueden deteriorarse facilmente debido a la oxidacion,
produciéndose una serie de reacciones con participaciéon de radicales libres que se
propagan Yy finalmente se convierten en compuestos estables oxigenados que
conllevan a la pérdida de aroma y sabor, asi como otras caracteristicas indeseables
que degradan la calidad del producto®.

Para prevenir tales reacciones se utilizan compuestos con propiedades antioxidantes,
en su amplia mayoria sintéticos, como es Butilhidroxitolueno (BHT), Butilhidroxianisol
(BHA), Etilhidroxibenzoato (EHB), Propilgalato (PG), 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, estd 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 crénicas y degenerativas, como cancer, enfermedades neuronales y
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INTRODUCCION

cardiovasculares®. Por ello, el descubrimiento y el suministro de antioxidantes
exdégenos podria ser una alternativa importante y segura en la prevencion, tratamiento
de diferentes enfermedades y aplicacién en la industria alimentaria®. Algunos autores
han informado sobre las caracteristicas antioxidantes de distintos aceites esenciales
crudos (AEC), como ser los de Rosmarinus officinalis L., de Thymus vulgaris L.
(Tomillo), de Origanum vulgare L. (Orégano)’ y Lippia graveolens Kunth (Orégano
mexicano)®. Los AEC presentan gran variabilidad en su composicién quimica segun la
ubicacién geografica de la especie vegetal de la cual se los extrae, ya que inciden las
caracteristicas del clima, tipo del suelo, época de cosecha, ect®.

Entre las plantas medicinales utilizadas en todo el mundo a lo largo de la Historia, y
aun de la prehistoria del hombre, se encuentran las plantas aromaticas y sus
componentes olorosos que ocupan un lugar especial. Desde que Homo sapiens
discrimind el alimento toxico, el aire limpio del contaminado, o reconocié las virtudes del
aroma de una flor o un fruto, comenzé a familiarizarse con gustos y olores que
determinaron su habitad, su comportamiento, sus costumbres, sus medicinas, hasta
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™.

En Cuba, esta rama de la medicina tradicional se ha comenzado a renovar
revalorizando el uso y produccién de las plantas medicinales. Los profundos avances
cientificos alcanzados a partir de la segunda mitad del presente siglo XX, han ido
confirmando la vigencia del retorno a la tierra, al campo, no solo para la produccion de
alimentos, sino también para la obtencién de medicamentos, de actividades en las
cuales la sintesis quimica irrumpié con avasalladora fuerza, pero obviando la idea de
que cuanto mas se aleje el hombre de la naturaleza mas sufrira su salud fisica y
mental. Este nuevo estadio de la cultura humana, unido en Cuba a condiciones
econdémicas excepcionales, ha provocado el auge de la medicina alternativa, en la cual

el cultivo, estudios y procesamiento de las plantas con fines terapéuticos ocupan una
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posicion cimera. Esta labor iniciada hace ya muchos afos, ya mas de cien enriquecida
por la cultura popular se reincorpora a los ministerios de agricultura y salud publica con
renovada fuerza. Sin embargo, resulta importante tener en cuenta el conocimiento
empirico acumulado por la poblacion en cuanto el manejo y uso de estas especies de
plantas, aspecto que aborda la etnobotanica y que permiten incorporar a su cultivo la
racionalidad de los pobladores en cuanto al cuidado de las mismas y que han
favorecido la conservacion de estos importantes recursos fitogenéticos'".

Las plantas aromaticas insertadas en el programa de medicina verde del Ministerio de
Salud Publica en Cuba son muchas pero cada dia se realizan estudios a nuevas
especies de plantas para determinar si pueden incluirse en este programa pues
constan con investigaciones anteriormente realizadas donde se reportan posibles
propiedades terapéuticas que podrian ser de muy buena utilizacion en el pais, tales
como antiparasitarias, antiespasmaodicas, antirreumaticos etc. 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 los aceites esenciales y extractos presentes en las plantas
aromaticas. El presente trabajo se desarroll6 en este grupo de investigacién que para la
seleccion de la planta tuvo en consideracion el interés mostrado por el grupo de
botanicos del Jardin botanico de la universidad, el cual incluye entre su riqueza vegetal
la Swinglea glutinosa, planta que posee muy poca informacion en la literatura y ha sido
utilizada tradicionalmente en algunos paises latinoamericanos por su actividad
antiparasitaria’® y evaluada por su actividad citotéxica'®. Constituye, por tanto, el
problema cientifico del presente trabajo que la Swinglea glutinosa, cultivada en Cuba,
posee escasos estudios reportados que describan la composicion y la actividad
farmacoldgica de sus hojas y frutos, lo que limita justificar el uso de sus aceites
esenciales y extractos en el campo farmaceéutico y alimentario.

Atendiendo a ello, con el objetivo de buscar nuevas fuentes de antioxidantes naturales
y resolver el problema planteado, este trabajo cientifico parte de la siguiente hipoétesis:

Si se realizan estudios que permitan conocer los metabolitos de mayor interés que
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podrian estar relacionados con la posible actividad antioxidante de la Swinglea
glutinosa se contribuird a disponer de la informacion necesaria para proponer su uso
como antioxidante en el campo farmacéutico y alimentario. Para fundamentar dicha

hipotesis se trazaron los siguientes objetivos.

Objetivo general:

®» Evaluar la composicion del aceite esencial y extractos obtenidos de hojas y
frutos de Swinglea glutinosa y su posible relacion con la actividad antioxidante

en el mismo.
Objetivos especificos:

1. Obtener extractos y el aceite esencial a partir de las hojas y el fruto de Swinglea
glutinosa, aplicando la técnica de extraccion solido-liquido e hidrodestilacion,
respectivamente.

2. Determinar la composicion del aceite esencial obtenido a partir de las hojas y el
fruto de Swinglea glutinosa, empleando la Cromatografia de Gases acoplada a la
Espectrometria de Masa (GC/MS).

3. Determinar el contenido de acidos grasos en las muestras evaluadas, empleando
la Cromatografia Gaseosa.

4. Determinar el contenido de fenoles y flavonoides en las muestras evaluadas,
empleando técnicas espectrofotométricas.

5. Evaluar la actividad antioxidante de ambos aceites esenciales y extractos,

aplicando diferentes ensayos in vitro.
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CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Consideraciones generales acerca de las plantas aromaticas.

Los problemas de salud y el elevado costo de los medicamentos sintéticos han llevado
al aumento del uso de la medicina tradicional para tratar enfermedades principalmente
en paises en vias de desarrollo; es asi, como el conocimiento de las plantas
medicinales ocupa un lugar preponderante como una de las medicinas alternativas del
futuro que garantiza eficacia, seguridad y bajos costos, siempre y cuando sean usadas
en forma adecuada y por personal calificado. Una planta medicinal se define como
cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
propésitos terapéuticos o cuyos principios activos puedan servir de precursores para la
hemisintesis de nuevos farmacos?.

El uso de plantas y de preparados de hierbas con propésitos medicinales es una forma
comun de atender problemas de salud a nivel mundial, su empleo ha sido
documentado desde la antigliedad y mantiene su popularidad por razones historicas y
culturales, aunque la medicina moderna esté disponible, con el fin de acercar al
profesional en salud con el uso de este tipo de recurso por parte de los pacientes'.
Cada dia se presta mas atencion al estudio de las plantas medicinales, de forma tal
que la etnobotanica y la fitoterapia estdn tomando un gran auge en el mundo actual,
tanto en la medicina aplicada como en la investigacion experimental'®.

En Cuba el uso de muchas plantas medicinales se realiza de forma empirica, por lo
que si se logra una estandarizacion de sus propiedades es posible obtener un mejor
aprovechamiento en estudios farmacoldgicos posteriores y lograr mejores resultados al
utilizarla. Actualmente se estima que unas 20000 especies de plantas son utilizadas

como medicamento a nivel mundial'®

, sobre todo en aquellos paises en que gran parte
de la poblacion no tiene acceso a farmacos y contindan acudiendo al uso de la
medicina tradicional, principalmente basada en plantas, para tratar muchas

enfermedades tropicales, incluida la malaria '> 7.
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Los avances existentes en el campo de la investigacion, ponen hoy en dia a disposicion
de todos medicamentos de plantas medicinales desarrollados bajo los criterios de
calidad, seguridad y eficacia, que debe cumplir todo medicamento. La publicacion de
monografias de plantas con criterios cientificos (ESCOP, OMS, Comision E,
Farmacopeas herbales, Farmacopea Europea, revisibn de monografias en
farmacopeas oficiales de distintos paises, etc.), la farmacovigilancia sobre la seguridad
de las mismas que nos alerta de los posibles efectos secundarios, contraindicaciones e
interacciones que, como todo medicamento, en mayor o menor grado puedan tener, y
los cada vez mas abundantes ensayos clinicos controlados contra placebo e incluso
contra otros medicamentos de sintesis, que prueban su eficacia, convierten la
fitoterapia en una herramienta utilisima en el campo de la terapéutica’®.

Entre las plantas medicinales las plantas aromaticas juegan un rol muy importante.
Existen desde plantas superiores hasta algas con propiedades aromaticas, para un
total aproximado de 60 familias botanicas reconocidas con tales propiedades, entre
ellas: Compuestas, Labiadas, Umbeliferas, Pinaceas, Verbenaceas, Mirtaceas,
Lamiaceas, Rutaceas, Lauraceas, Piperaceas, Apiaceas y Asteraceas. Constituyen, por
tanto, un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en desarrollo. Aunque
no existen datos precisos para evaluar la extension del uso global, la OMS ha estimado
que mas del 80% de la poblacién mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer
las necesidades de atencion primaria de salud y gran parte de estos tratamientos
implica el uso de extractos o sus principios activos'®.

No todos los componentes quimicos elaborados por la planta, poseen igual interés para
la fitoquimica. Los denominados "principios activos" son frecuentemente alcaloides o
heterésidos y ambos merecen, por ello, especial atencion. Ellos son sustancias que
han de servir como droga o medicamento que alivie una enfermedad, entre los cuales
se destacan los conocidos aceites esenciales y los flavonoides, a los que se les
adjudica multiples acciones como antioxidantes, antimicrobianos, estimulantes en la

piel, expectorantes, laxantes, etc... 2.
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La riqueza de un pais en plantas medicinales solo alcanza su verdadero valor cuando
se da una correcta utilizacion de las mismas. Teniendo en cuenta que el presente
trabajo tiene como objeto de estudio evaluar la composicion y actividad antioxidante de
aceites esenciales y extractos obtenidos de las hojas y los frutos de Swinglea glutinosa,
a continuacion se relacionan aspectos reportados en la literatura sobre esta planta y los

grupos de metabolitos estudiados en la misma.

1.2. Estudios reportados de la planta

1.2.1 Aspectos generales

La planta tropical pequeia Swinglea glutinosa (Blanco) Merr. Es un miembro de la
familia Rutacea. Esta especie es de origen asiatica y es cultivada como cerco de
proteccién y ornamental. Originalmente fue traida del América del Sur desde Sudeste
Asiatica?’.

v Aspectos taxondmicos??

Nombre cientifico: Swinglea glutinosa (Blanco) Merr.

Nombre comun: Swinglea.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia: Rutaceae.

Subfamilia: Aurantioideae.

Género: Swinglea

Epiteto Especifico: Glutinosa.

El arbol es pequefio o mediano; las ramitas se inclinan cuando son jévenes y finamente
pubescentes, pronto se convierte en el terete adecuado y la pubescencia se pierde; las
hojas son de foliadas, con impresas terminales de 8-12 x 3-5 centimetro, bruscamente
apuntadas o a veces redondeada el apice, que se estrechada gradualmente. Las flores

solitarias o en los racimos en el axilas de las hojas, 6 a veces terminales en las ramitas
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cortas, arbol frondoso en la base y los frutos de la Swinglea glutinosa muestran unas
estructuras notables los cuales se llamaron glandulas del mucilago que parecen
originar el lisdbgeno, posee glandulas de aceite en la cascara, las hojas, etc. Estas
glandulas mucilagos de forma elipsoide aparecen bastante pegadas a las paredes
dorsal y radial.

1.2.2. Estudios reportados de la planta estudiada

Los estudios reportados de esta planta son muy escasos. Desde el punto de vista
fitoquimico en 1970 Dreyer y col. estudiaron la presencia de alcaloides y triterpenos en
el fruto® y mas recientemente Bernard Weniger y col. aislaron y determinaron 4
alcaloides acridonas con actividad antimalarica Los alcaloides acridonas son un grupo
de compuestos nitrogenos heterociclicos naturales que muestran un espectro largo de
actividades biologicas, incluyendo antiparasitarios antiviral y citotoxico'?, 4.
Posteriormente se evaluaron extractos de acetato de etilo de las raices, las frutas, y el
tallo de Swinglea glutinosa, obtenidos a temperatura ambiente durante 12 horas. Se
comprobd la actividad antigiardiasica contra O. perornata. Se encontraron que los
extractos de los raices tienen la toxicidad selectiva hacia O. perornata cuando se
compararon con S. capricornutum. Ademas con previo fraccionamiento, se lograron
aislar e identificar 11 compuestos activos con actividad antigiardicida®’.

En Colombia fue realizado otro estudio sobre la actividad antituberculosis de 11 plantas
aromaticas y medicinales en el cual se cita que el aceite esencial obtenido del fruto de
la planta S. glutinosa, tiene entre sus componentes: B-Pinene (49.6%), a-Pinene
(12%2°), Sabinene (11.0%), Bicyclosesquiphellandrene (8.1%), Limonene (4.4%),
1,8-Cineol (3.0%), Terpinen-4-ol (2.7%), trans-B-Caryophyllene (1.5%), y-Terpinene
(1.4%), a-Terpineol (1.2%) y son candidatos potenciales como fitoterapéuticos para el
control de la tuberculosis?®.

Los estudios mas recientes refieren que alcaloides acridonas aislados de los extractos
metandlicos de la hoja, fruta, y raices de Swinglea Glutinosa poseen caracteristicas
estructurales para la actividad antiproliferativa. Eso estimuld a hacer la prueba de estos

alcaloides en muchas lineas de células de cancer. Desafortunadamente, ninguno de los
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ensayos de las acridonas exhibi6é un nivel alto de citotoxicidad obteniéndose un rango
de ICs entre 47,5 a 93,3 mM. También en este trabajo se publicd, por primera vez, la
actividad citotoxica de algunos derivados de N-Feniletiibenzamida en las lineas de
células de cancer aunque su escasa selectividad impide algunas aplicaciones clinicas.
Sin embargo, se describe que es posible que los analogos pudieran mostrar dicha
selectividad y por tanto serian de mayor interés'®. Estos autores identificaron 8
alcaloides acridonas aisladas de sus extractos de la cascara del tallo por método
cromatografico y espectral que resultaron ser inhibidores potentes y reversibles de
Catepsina V., se conocen como las peptidasas cisteina lisosomal, que pueden estar
relacionados con muchas patologias (cancer, osteoartritis, osteoporosis, trastornos

autoinmunes, e infeccion viral)'.

1.3. Componentes de las plantas aromaticas determinados en el presente trabajo.
Casi siempre en la planta se encuentran varios principios activos, de los cuales uno de

ellos determinaria la importancia de la especie para alguna aplicacion. Estos principios
activos, no se distribuyen en forma homogénea por todo el cuerpo de la planta, sino
preferentemente en las flores, las hojas o las raices y a veces en las semillas, los frutos
o en la corteza. Ademas, es muy importante tener en cuenta que estos principios
oscilan, segun el habitat de la planta, la recoleccion y la preparacion.

El valor medicinal de la planta curativa se debe a la presencia en sus tejidos de una
sustancia quimica, el principio activo, que son las sustancias responsables de la accién
farmacoldgica y las que le confieren valor terapéutico. Muchos de los principios activos
son sumamente complejos y ocasionalmente aun se desconocen su naturaleza
quimica, otros han sido aislados purificados e incluso, sintetizados. Por lo general
pertenecen a estas categorias: alcaloides, glucésidos, gomas y resinas, sustancias
antibiéticas, acidos grasos y otros metabolitos secundarios?. Estos Ultimos juegan un
rol muy importante en la adaptacién de la planta con su medio ambiente, presentando

sus actividades como antibioticos, antifungicos, antiviral, antimicrobianos, protecciéon de
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patogenos, luz UV, mientras que los acidos grasos son componentes de marcadas
importancias por el rol que juegan en la nutricién humana 2.

Los metabolitos secundarios se suelen clasificar segun su ruta biosintética. Se
consideran 3 familias moleculares grandes: alcaloides, terpenoides y esteroides y
compuestos fendlicos. Los terpenoides y los compuestos fendlicos forman la parte
aromatica volatil de la planta, presentes en el aceite esencial del mismo, los
compuestos fendlicos estan distribuidos extensamente en las plantas superiores 2°.
Ambos grupos de metabolitos constituyen los mas conocidos por ser recursos muy

25,30 A continuacion se

utiles para el desarrollo de muchas ramas de la ciencia
profundiza en la informacion de tres grupos de compuestos (terpenoides, compuestos
fendlicos, y acidos grasos) que constituyeron los de mayor interés en el presente

trabajo.

1.3.1 Aceites esenciales.
Los aceites esenciales constituyen la fraccion volatil de estudio en plantas aromaticas y

medicinales, pertenecientes a diferentes clases de compuestos, e.g. hidrocarburos,
ésteres, alcoholes, aldehidos, algunos acidos, fenoles y sus derivados, lactonas, etc.;
todos, son productos de largas cadenas de biosintesis vegetal, los llamados
metabolitos secundarios de las plantas *'.
v' Obtencion de los aceites esenciales (AE)

Las plantas sintetizan y almacenan aceites esenciales en diversas partes como flores,
hojas, brotes, tallos, madera, frutos, semillas, corteza, resinas, raices y/o rizomas, y
presentan estructuras secretoras especializadas que vierten la esencia al exterior, por
tanto, se obtienen mediante técnicas de destilacién, en la que se volatilizan estos
principios por calor, se condensan en frio y se recogen *2

Practicamente todos los constituyentes de los aceites esenciales son algo inestables a
altas temperaturas; Para obtener la mejor calidad del aceite es necesario asegurar que
durante la destilacion haya una baja temperatura o si es del caso tener altas

temperaturas durante el menor tiempo posible .
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v' Composicion de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales son productos naturales de gran valor e importancia econémica.
El valor econémico y la aplicabilidad industrial de las esencias estan relacionados con
su composicion quimica, que determina todas las otras propiedades macroscopicas
(fisicoquimicas, olor, etc.) y los componentes mayoritarios determinan la actividad
biolégica de los aceites esenciales. Es por ello, que el establecimiento de la
composicion de los aceites esenciales es una tarea importante y requiere el uso de
técnicas de separacion, deteccion e identificacion, sensibles y especificas, tales como
la cromatografia de gases capilar acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Por
medio de esta técnica analitica no solamente se cuantifican los componentes de la
esencia, sino que simultaneamente se establece su identidad, gracias a la
interpretacion de su espectro de masas. 3.
La mayor parte de los aceites esenciales, que también se llaman “esencias” o “aceites
volatiles”, la forman los terpenos, en particular, monoterpenos, CioH1, Yy
sesquiterpenos, CisHz4 y la otra es constituyentes aromaticos ',
¢ Los monoterpenos son hidrocarburos que pueden verse como una combinacion
de numerosas unidades isopreno (Cs). La clasificacion de los terpenos segun su
estructura quimica, es similar a la de los terpenos, los cuales son clasificados en
base al numero de unidades de isopreno presentes.
e Los sesquiterpenos - C15 son formados por la union de 3 unidades de
isoprenos. La estructura y la funcion de estos sesquiterpenos son similados a los
de monoterpenos 3'2
Los terpenos que contienen oxigeno como sus derivados oxigenados, alcoholes,
aldehidos, acidos, y ésteres terpénicos, que se denominan terpenoides.
e Los compuestos aromaticos que se producen menos frecuentes que los
terpenos, son derivados de fenilpropano.
La composicion de la esencia puede variar también con el procedimiento de la

extraccion (su duracion, temperatura, tipo de agua, etc.), tratamiento previo de la planta
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(secado, fermentacion, trituracion, empaque), la época de la recoleccion, el lugar
geografico o pequefios cambios genéticos 1.

v' Control de calidad.
El control de calidad de un aceite esencial tiene como objetivo garantizar que posea

determinadas caracteristicas analiticas. Las caracteristicas estudiadas deben ser
suficientemente descriptivas del producto para que permitan detectar aquellas
desviaciones por el tiempo o por falta de condiciones de almacenamiento adecuadas
que se consideren significativamente definidas para ese aceite. Se utilizan diferentes
parametros analiticos y los valores obtenidos para una muestra se comparan con los
establecidos en la correspondiente norma, que habra sido dictada por algun organismo
de normalizacion o, en su defecto, por el propio interesado. **. En la Tabla 1, se citan
los parametros analiticos empleados en el control de calidad de aceites esenciales, que
forman parte de las monografias analiticas de aceites esenciales que se encuentran en
las Farmacopeas vigentes.

Tabla 1.1. Parametros analiticos empleados en el control de calidad de aceites

esenciales.
Descripcion Parametros
Olor
Caracteristicas organolépticas Color
Sabor
Densidad relativa
Determinaciones fisicas Rotacion optica

indice de refraccion
Indice de acidez
Indice de saponificacion

indice quimicos

Caracteristicas espectroscopicas Infrarrojo
P P Ultravioleta — visible
Caracteristicas cromatograficas Perfil cromatografico por CG

v Acciones farmacolégicas mds importantes.
Los aceites esenciales son las mezclas complejas de compuestos volatiles aislados de

plantas aromatica *. El uso mas antiguo de tales compuestos es la aromaterapia, en la
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cual se utilizan de acuerdo al tipo de padecimiento, para estimular, relajar o tranquilizar,

tanto fisica, mental como espiritualmente. También se utiliza la aromaterapia " en

sinergia con otras terapias farmacoldgicas 2, incluyendo propiedad antiinflamatoria 3,

40 2

antituberculosis *°, antimicrobiano #', antifangico *

44

, antitumoral, protector del tracto

43

gastrointestinal “%, anticonvulsivante a

, espasmolitica y anestésica Ademas
multiples ensayos quimicos in vitro han permitido evaluar estos compuestos como
antioxidante, constituyendo asi, junto a la accion antimicrobiana, la actividad

farmacologica mas estudiada en la actualidad ' 4,

1.3.2. Compuestos fendlicos. Flavonoides.
El término «compuestos fendlicos» comprenden un amplio rango de sustancias que
poseen uno o mas anillos aromaticos con por lo menos un grupo hidroxilo 46, Estos
compuestos fendlicos o polifenoles constituyen uno de los grupos de sustancia mas
numeroso Yy distribuido extensamente en el reino de las plantas 7. Entre ellos podemos
mencionar a los flavonoides, isoflavonoides, antraquinonas, antocianidinas y xantonas,
a los acidos fendlicos y a los fenoles simples, a los acidos hidroxicinamicos, a los
fenilpropenos, a las ligninas, etc. Los mismos actuan generalmente como capturadores
y estabilizadores de radicales libres 2.
Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos, un esqueleto C6-C3-C6 etiquetado A, C, B respectivamente,
puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y adiciones de grupos funcionales,
por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de compuestos, aunque todos
los productos finales se caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua. Varias
clases de flavonoides se difieren en el nivel de oxidacion y orden de sustitucion del
anillo C, mientras que los compuestos individuales dentro de una clase se diferencian
en orden de sustitucion de anillo A y B 303349,

v Propiedades y obtencion de los flavonoides.
Los flavonoides son sustancias solidas cristalizadas de color blanco o amarillento y

solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos polares, siendo insolubles en
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los apolares. Sin embargo, cuando estan en estado libre, son poco solubles en agua,
pero son solubles en disolventes organicos mas o menos oxigenados, dependiendo de
su polaridad *°. Para su extraccion, el solvente usado depende del tipo de flavonoide.
La polaridad es una consideracion muy importante. Se recominda utilizar los solventes
de menos polar (cloroformo, diclorometanol, dietiléter, etilacetato) hasta los mas
polares (alcohol, 0 mezcla de alcohol y agua) *'. Para aumentar el rendimiento y la
velocidad del procedimiento de extraccion, se lleva a cabo con movimiento magnético o
agitacion. La Figura 1 muestra algunas de las etapas generales para la obtencién de

extractos vegetales, aplicable a la mayoria de los metabolitos.

RECOLECCION
MATERIA PRIMA VEGETAL
1 =
| SECADO 1
¥
I WACH BFMITIA 1
+
|  EXTRACCION j+—_SOLVENTE
+
RESIDUD | SEPARACION ||
SOLVENTE a—j CONCENTRACION — EXTRACTO LIGUIDG
!
1 SECADO ]

L ]

Figura 1.1. Proceso de obtencion de extractos a partir de plantas medicinales.

PREPARADOS I
FARMACEUTICOS

El método de extraccion utilizado depende del tipo de planta que se va a emplear,
concentracion de principios activos y de sus propiedades farmacoldgicas. Los procesos
de extraccion utilizados son de variado fundamento siendo la extraccion sélido-liquido
la de mayor uso ya que es una operacion que esta presente practicamente en todos los
procesos tecnoldgicos relacionados con la industria quimico y médico-farmacéutica >2.

Después de la extraccidon vendria el proceso de separacion con el objetivo de retirar el
residuo de la droga. En la industria se emplean procedimientos de sedimentacion,
filtracion o centrifugacion. Para la seleccion del equipo de separacién adecuado hay
que tener en cuenta el tipo de separacion, tamafio de las particulas de los sdlidos

suspendidos, contenido de solidos en la alimentacién, densidad relativa de los
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componentes, capacidad de procesamiento deseado y capacidad abrasiva, inflamable
o explosiva *3.
Toda vez que se ha realizado la etapa de extraccidn y separacién, se procede a
eliminar parte del solvente de extraccion para aumentar el contenido de sélidos en el
extracto (Concentracién). Este proceso se realiza a presién reducida con lo que se
disminuye la temperatura de calentamiento necesaria para la salida del solvente, el
rotaevaporador es una buena alternativa para trabajos en el laboratorio y es
ampliamente usado mientras que sistemas analogos se utilizan a escala industrial
(evaporadores, condensadores).

v' Determinacioén analitica de los flavonoides.
El estudio cientifico de las plantas potencialmente medicinales y aromaticas trajo un
inusitado desarrollo de la fitoquimica; que estudian las plantas medicinales desde el
punto de vista cientifico, para ello se desarrollan técnicas que van desde los simples
tamizajes fitoquimicos y farmacologicos, hasta el uso de complejas técnicas analiticas
que combinan la cromatografia y la espectroscopia que posibilitan caracterizar los
componentes presentes en la planta .
La técnica espectrofotométrica ha sido utilizada en la cuantificacion de flavonoides
desde hace varias décadas. A continuacion se citan algunos trabajos a modo de
ejemplos: Hertog y col. ** proponen una técnica para la cuantificacion de flavonoides
totales expresado también como quercetina o rutina; Kostennikova > también emplea
un método espectrofotométrico para cuantificar flavonoides totales expresados como
quercetina, basados en la investigacién realizada por Hertog y col., cuyo uso se
mantiene se reporta recientemente en el trabajos realizados por Gutiérrez y col. %. Este
método no es el mas especifico para la determinacién y cuantificacion de flavonoides,
pero si es uno de los métodos mas rentables en cuanto a su economia, ya que no
necesita de grandes gastos de reactivos ni es una técnica extremadamente tediosa

para el analisis del metabolito o metabolitos de interés.
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v Acciones farmacolégicas mads importantes de los flavonoides.
Son disimiles las propiedades que poseen los flavonoides entre las que se destacan
sus propiedades anticancerosas, cardiotdénicas, contra la fragilidad capilar,
antitrombodticas, para la disminucion del colesterol, vasodilatacion, antialérgica,
proteccion del higado, proteccion del estbmago, efecto estrogénico, antiinflamatorios y

analgésicos, antimicrobianos, antioxidantes 3% %7,

1.3.3. Acidos grasos.

v’ Clasificacion

Dentro de la gran diversidad estructural que caracteriza a los lipidos, los acidos grasos
son quizas las estructuras de mayor relevancia. Los acidos grasos se dividen en dos
grandes grupos segun sus caracteristicas estructurales: acidos grasos saturados (AGS)
y acidos grasos insaturados 8. Estos Ultimos, dependiendo del grado de insaturacion
que posean se pueden clasificar como acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) (Aluyor, 2009).

Ahora bien, dependiendo de la posicidn del doble enlace, contabilizando desde el
carbono extremo al grupo funcional carboxilico, los AGMI y los AGPI pueden
clasificarse en tres series principales: omega-9 (acido oleico, primer doble enlace en el
carbono 9), omega-6 (acido linoleico, primer doble enlace en el carbono 6) y omega-3
(acido linolénico, primer doble enlace en el carbono 3), siendo los dos ultimos acidos
grasos esenciales por no son sintetizados endégenamente en cuerpo humano, mientras
que el omega-9 no es esencial ya que los humanos pueden introducir una insaturacion

a un AGS en esa posicion.

v' Determinacién analitica de los acidos grasos
En la actualidad, gracias a los avanzados equipos de cromatografia de gases y al uso
de columnas capilares que tienen gran poder de resolucion, se conoce con detalle y
precision la composicion de acidos grasos en grasas y aceites. La cromatografia de

gases permite determinar la composicion de acidos grasos en los aceites y en las
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grasas, después de realizar la conversién de triglicéridos en ésteres metilicos, que son
mas volatiles *.

Los estudios analiticos reportados para la determinacién cuantitativa de acidos grasos
en fuentes vegetales o animales incluyen un paso previo de derivatizacion. La literatura
consultada muestra que la principal reaccion de derivatizaciéon corresponde a la
obtencion de los metil ésteres de acidos grasos. Esta reaccion incluye una metodologia
para la preparacion de los metil ésteres, empleando metanol a través de una catalisis
acida y basica, la cual ha sido la mas empleada durante las ultimos tres décadas ®,
con la posterior determinacion por GC. Multiples investigaciones dan fe de esta

afirmacion 4% 1

, son solo algunos ejemplos consultados en el presente trabajo.
v' Importancia biolégica de los AG

La dieta de AG es una fuente principal de energia y determina la composicién principal de la
membrana y tejidos, afectando sus estructuras y fluidez. Son sustancias importantes de
energia consta de 30% de energia total consumida en humanos. La cantidad excesivo podria
ser almacenada en el tejido adiposo, especialmente cuando incrementa el consumo de grasa,
resultando la obesidad y incrementando riesgo de enfermedades cardiovasculares. Existen
Multiples beneficios e indicaciones que poseen los acidos grasos Omega 6 y 3 para la
salud humana, entre los que se destacan: Enfermedades cardiovasculares (los acidos
grasos omega-6 pueden ayudar a combatir el colesterol y los triglicéridos. Esto nos
ayudaria a una circulacién sanguinea mas fluida y a prevenir distintas enfermedades
cardiovasculares), caida del cabello (son muy eficaces cuando los aportes de hierro,
zinc y otros nutrientes no dan resultado), enfermedades inflamatorias: (pueden sernos
de gran ayuda en caso de enfermedades como la artritis reumatoide ya que reducen
los niveles de prostaglandinas que son las responsables de muchos procesos
inflamatorios), diabetes ( los acidos grasos Omega 6 ayudan a tener unos niveles de
insulina mas estables a la vez que pueden compensar, un poco, los dafos que esta
enfermedad provoca (pérdida de vision, problemas de piel, dafios en el sistema

nervioso, etc.), problemas de la piel y desequilibrios hormonales en la mujer, entre
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otros. Todo lo anterior justifica la necesidad de disponer de fuentes externas de estos
acidos grasos, como via para suministrarlos ante la carencia de ellos en el organismo,
ya sea a través de la dieta o en forma de medicamentos, asi como conocer la

proporcion en que se encuentran en las fuentes naturales que lo contienen. %.

1.4. Actividad antioxidante

1.4.1. Generalidades de los radicales libres.

Se consideran radicales libres aquellas moléculas que en su estructura atémica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera una alta inestabilidad. Esto lo hace muy inestable,
extraordinariamente reactivo y de vida efimera, con una enorme capacidad para
combinarse inespecificamente en la mayoria de los casos, asi como con la diversidad
de moléculas integrantes de estructura celular: carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos
nucleicos y derivados de cada uno de ellos %.

Los RL son elaborados continuamente como un producto del metabolismo normal de
cada célula e inactivados por un conjunto de mecanismos (unos enzimaticos y otros de
atrapamiento). Son componentes normales de células y tejidos, existiendo una poza de
RL particular en cada estirpe celular y en algunos tipos celulares permiten la mejor
adaptacion a su habitat. Al elevarse o disminuir las concentraciones fisioldgicas de las
especies reactivas de oxigeno, puede acarrear importantes alteraciones funcionales 63a,
% El desbalance entre la produccién de EROS vy la defensa antioxidante provoca un
dafio organico conocido como estrés oxidativo, que lleva a una variedad de cambios
fisiologicos y bioquimicos los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular. Este
desequilibrio en favor de los oxidantes conduce a un potencial dafno oxidativo sobre
biomoléculas ©°.

El ser humano esta protegido del estrés oxidativo gracias a la accion de estas
sustancias antioxidantes que poseen diferentes funciones °¢. 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
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aquéllos que se forman durante la coccién o el procesado 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 actlian de esta manera, y cada

antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL o hacia varios RL 8.

1.4.2 Mecanismo de accioén de los antioxidantes.
Los antioxidantes engloban un grupo de sustancias que presentan estructuras quimicas
y mecanismos de acciéon muy variados. Asi que no hay una definicién 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 ™.

» Evaluacion de la peroxidacion lipidica:
En este mecanismo de accion, la actividad antioxidante del sistema se evalua 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
peréxido, valor de acido tiobarbiturico (TBA), contenido de &cidos grasos libres,
formacion de los dienos conjugados por la absorcion a 232 y 268nm, 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 presién parcial de oxigeno y la
temperatura, adicionando los catalizadores de la transmision metalica, expuesto a la
luz, varios fuentes de agitacién y radicales libres ™.

» Evaluacion de la habilidad secuestradora a los radicales libres 7%

Esta evaluacion se clasifica de_acuerdo a las reacciones quimicas involucradas:
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1. Método basado en la reaccidn de transferencia del atomo de hidrogeno: los
antioxidantes pueden apaciguar los radicales libres dandole hidrégeno: 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
(ORACQC).

2. Método basado en la reaccién de transferencia electrénica: Esto detecta la
habilidad de un antioxidante para transferir un electréon 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, siglas en inglés), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPD, siglas en inglés), la fuerza antioxidante reducida del i6n férrico (FRAP, siglas
en inglés), ensayo de potencial total antioxidante utilizando el complejo de Cu(ll) como
antioxidante. Los meétodos 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 reaccion se alcanza cuando se detiene el cambio de
color. La pendiente de la curva obtenida entre la variacién de absorbancia contra la
concentracion de antioxidante es un reflejo de la actividad antioxidante 2.

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 particion 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 oxidacion,
el método analitico para medir la oxidacién "*. Teniendo en cuenta esto ultimo algunos

74-75

autores proponen para estudiar la actividad antioxidante una metodologia que

incluye tres etapas en la evaluacion de la muestra, segun el siguiente orden: primero,
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la cuantificaciéon de los compuestos fendlicos; segundo, métodos basados en la
reaccion de transferencia electréonica 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 ultimo, la evaluacion de habilidad de
los antioxidantes para inhibir o suspender la oxidacion lipidica en el sistema adecuado.
Teniendo en cuenta que en el presente trabajo se sigue la metodologia descrita

anteriormente, a continuacion se fundamentan estos ensayos recomendados.

I.  Cuantificacion de los compuestos fenélicos — 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 / reducciéon que es el mecanismo basico; gracias al caracter reductor del
reactivo Folin-Ciocalteau (8H20-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) ®.

La absorbancia del color azul desarrollado se mide a una longitud de onda de 765 nm
y los resultados se expresan en ug de acido galico/mL de aceite esencial o mg de

muestra, utilizando acido galico como un estandar *’.

Il. Método basado en Ia reaccion de transferencia electrénica.
+ Actividad secuestradora del radical libre DPPH

El ensayo DPPH es un método rapido y sencillo que no requiere un equipamiento

sofisticado, sencillamente un espectrofotdmetro. EI DPPH se comercializa ya en la
forma de radical y sencillamente requiere su disolucién en metanol para el desarrollo
del método. Por esta razén se trata de un método ampliamente utilizado para
evaluacién de la actividad antioxidante total 2. EI DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
es un radical estable en metanol con el color violeta caracteristico a causa del electron
libre en todas partes de la molécula que da una absorbancia fuerte maximo a 517nm.

Cuando se mezcla la solucion de DPPH con una sustancia donadora de atomo de
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hidrégeno, el DPPH-H reducido (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) formado tiene un color
amarrillo. El resultado se determina la concentracién resultante una vez que se ha
anadido el posible antioxidante, de forma que una disminucion de la absorcion de
radiacion se traduce en una disminucion de la concentracion de DPPH debida a la
cesion de electrones de la especie antioxidante ™.

El grado de decoloraciéon indica la capacidad secuestradora de DPPH. A mayor
decoloracion de la solucién de DPPH, mayor sera la actividad antioxidante y eso se
refleja en el valor menor de ICso que es la concentracion necesaria causante del 50%
de la inhibicién de la absorbancia 7%,

Esta técnica analitica ha sido muy estudiada desde su surgimiento con vistas a

optimizar las condiciones de la reaccion. Molyneux "®

resume un grupo de estas
investigaciones y ofrece consideraciones sobre las consideraciones Optimas de
medicion e interpretacion (Volumen de reaccion, solvente y pH, concentracion de los
reactivos y tiempo de reaccion entre otros, que fueron tomadas en consideracion en el
desarrollo del presente trabajo.

Los resultados se pueden presentar a través de diferentes parametros, siendo los mas
utilizados el porcentaje de la actividad secuestradora de radical DPPH (1%) 3 y Ia
concentracién de sustrato necesario para secuestrar 50% de radical libre de DPPH

(ICs0) ™.

+ Fuerza reducida de ién férrico (Fe>'):

La fuerza reducida refleja la habilidad para terminar la reaccién en cadena de los
radicales y se puede considerar como un indicador significativo del potencial de la
actividad antioxidante. La determinacion de fuerza reducida de los compuestos
presentes en la muestra se lleva a cabo en la reduccién de Fe** a la forma Fe**, el color
amarrillo de la solucion examinada cambia en varios colores de verde tinto o azul
prusiano dependiendo en la fuerza reducida de cada muestra. La cantidad de Fe**

formado esta destacado por la medicién espectrofotométrica de la intensidad de color
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obtenido, presentando la absorcion maxima a 700nm. A mayor valor de la
absorbancia, mayor sera la fuerza reducida 2.
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

La peroxidacion lipidica es un proceso en cadena mediado por radicales libres que

causa la degradacion de los lipidos, transcurre en tres fases: iniciacidon, propagacion y
terminacion . Durante la oxidacion de acido linoleico, los perdxidos se forman en que
los cuales oxidan el Fe?* al Fe** (Figura 3). La ultima forma iénica 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 acido linoléico 78 8,

Oxidante

Fe(S-CN)2 » Fe(S-CN)as

Tiocianato ferroso Hldru_pl—.-r(__a.\'ud(_: d'(-.--la Complejo de Fe?'-tiocianato
peroxidacion lipidica {color rojo a SO0nM)

Figura 1.2. Formacién del complejo Fe**-tiocianato desde el complejo Fe* -tiocianato
por hidroperoxido.
El porcentaje de inhibicion de peroxidacion lipidica en la emulsion de acido linoléico se

calcula por la siguiente ecuacion:

3 s . . . RT 'Asampie‘
Inhibicion de peroxidacion lipidica = 100 — {———] x 100
“eontrol /
Donde: Asgmpie © €S la absorbancia en presencia de la muestra o compuesto estandar.

A ontror- €S la absorbancia de reaccion control.

+ Ensayo de acido tiobarbiturico (TBA)

Los productos finales de la peroxidacién lipidica son muy variados: alcanos,

alquenales, hidoxialquenales, malondialdehido (MDA), epoxidos de acidos grasos, etc.,
algunos de los cuales también contribuyen al dafio celular como se muestra en la figura
3 83
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Uno de los productos secundarios formados en este proceso es el MDA, que se puede
evaluar por el método TBA (acido tiobarbiturico). 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 maximo de absorcion a 532nm. La intensidad de color proporciona
con la concentracion de MDA y mayor sea el nivel de MDA indica un incremento de

peroxidacion lipidica ®.

1.5. Consideracines finales de la revision bibliografica:

Los estudios fitoquimicos de la Swinglea glutinosa son escasos y no hay reportes de la
relacion del aceite esencial de sus hojas y frutos con la accion antioxidante. Teniendo
en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se estudia el contenido del mismo 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 acidos grasos, los aceites esenciales y los compuestos fendlicos; (II)
— Las técnicas mas empleadas para la obtencion de estos componentes son la
hidrodestilacion y la extraccion sélido — liquido; (lll) — Los aceites esenciales tienen en
su composicion terpenos y sustituyentes aromaticos que se determinan por CG-MS;
(IV) La técnica analitica de elecciéon para la identificacion de los acidos grasos
presentes en el extracto es CG; (V) - La actividad antioxidante transcurre por diferentes
mecanismos de accion, siendo las técnicas mas empleadas para su evaluacién la
actividad secuestradora de radical libore DPPH, la fuerza reducida, el método de
tiocianato férrico y método de acido tiobarbiturico. (VI) - Los estudios reportados sobre

la planta evaluada son muy escasos.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. La planta, equipos y reactivos estudiados en el presente trabajo.

La presente investigacion se realizé en el Departamento de Farmacia de la Facultad de
Quimica y Farmacia, durante la etapa comprendida desde enero 2012 hasta mayo de
2012. Los aceites esenciales objeto de analisis se obtuvieron a partir de las hojas y los
frutos de Swinglea glutinosa procedentes del Jardin botanico de la Universidad Central
de Las Villas, Villa Clara, Cuba.

La identificacion taxonémica del material vegetal se realizé en el lugar de colecta por el
especialista Dr C. Alfredo Noa Monzon, se lavé con abundante agua potable y agua
destilada previo a su evaluacidn analitica. En el caso del fruto, se utilizd el pericarpio
verde para la extraccion del aceite esencial, extracto y se empled para su decorticado
un cuchillo y guantes de laboratorio.

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.

Reactivos y disolventes utilizados:

2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH), 1,8 - Cineol, SAFC.

SIGMA- ALDRICH. Cloruro de metileno, Merck.
Acetona, UNI-CHEM. Cloruro férrico, Panreac.

Acido linoleico, Merck. Cloruro ferroso, Merck.

Acido tiobarbitarico, SIGMA-ALDRICH. Etanol, UNI-CHEM.

Acido tricloroacético, EPB “Carlos J Eter, UNI-CHEM.

Finlay”. Fenolftaleina, Merck.

Agua desionizada y destilada. Ferricianuro de potasio, UNI-CHEM.
Buffer fosfato (0.2 M, pH 6.6) Hidroxianisol butilado "%, SIGMA-
Carbonato de sodio, Merck. ALDRICH.

Ciclohexano, Merck. Hidréxido de potasio, Panreac.

Ciclohexanol, SAFC.
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Hidroxitolueno butilado (BHT),SIGMA-
ALDRICH.

Metanol, Lichrosolv, Merck.
Propilgalato (PG), SAFC.

Reactivo Folin—Ciocalteau (FCR),
SIGMA- ALDRICH

Sulfato de sodio anhidro, UNI-CHEM.
Terpineno, SAFC.

Timol, SAFC.

Tiocianato de amonio, Merck.
Tiosulfato de sodio, Merck.

Tolueno, Panreac.

Triclorometano, Merck.

Cloruro de aluminio, Merk.

Metanol, Lichrosolv, Merck.
Acido Sulfarico, Panreac.
Heptano, Panreac

Hidroxido de potasio, Panreac
Tiosulfato de sodio, Merck
Tolueno, Panreac.

Bicarbonato de potasio, Merck
Metil Tetradecanoato (miristato),
PolyScience

Metil Hecadecanoato (palmitato),
ACROS organics,Belgium

Metil Linoleato, SIGMA, EEUU
Metil Oleato, ACROS organics,Belgium

Metill Octadecanoato (estearato).

2.2. Metodologia de obtencion del aceite esencial y del extracto a partir de las

hojas y los frutos de Swinglea glutinosa y los rendimientos.

2.2.1. Obtencion del aceite esencial, utilizando la Trampa de Clevenger.

Para la obtencién del aceite se utilizaron las hojas y pericarpio del fruto, ambos en
estadio fresco de la planta Swinglea glutinosa. El aceite se extrajo utilizando el método
de hidrodestilacion empleando una Trampa tipo Clevenger (Figura 2.1).
> Aparato:

El método mas tradicional utilizado es el que prescribe la (Farmacopea Europea,
2005). Se basa en efectuar una hidrodestilacion de un peso conocido de material
vegetal y recoger el aceite esencial en un tubo graduado (1mL dividido en 0,01mL) que
se encuentra en un colector de destilacion especialmente disefnado para este tipo de
analisis (Trampa de tipo Clevenger) (Fig. 2.1). 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 destilacion. Tras la
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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

100g de material vegetal).

L= I §
?_i -
c 3 fH
B
=
L= |

| =
.n""rlll-

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 (llamado Trampa de tipo

Clevenger). La extraccion se realizd pesando aproximadamente 80 gr. de hojas
frescas y 150 gr del pericarpio fresco de la planta de forma separada y se adicioné 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 midié su volumen y se almacend en un frasco ambar a 4°C. Se calcula en

rendimiento obtenido de aceite esencial en base de droga seca.
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2.2.2. Obtencion de los extractos.

Los extractos se obtienen utilizando las hojas y pericarpio del fruto de Swinglea
glutinosa previamente picado en trozo pequefo. Se pesaron 2g de las hojas y
pericarpio del fruto por separado en un balén y afadiendo en los mismos 100ml de
Metanol 70%. Fueron colocados en un agitador 24h a temperatura ambiente.
Finalmente, se filtré el extracto utilizando filtros de papel 0,45um vy el solvente se
evapord por un rotoevaporador en vacio a 40°C hasta la sequedad. Las muestras
obtenidas se almacenaron a 4°C hasta el préximo uso. Para obtener el rendimiento, se
realiza el calculo en base de extracto seco obtenido después de la rotoevaporacion
(%).

2.3. Evaluacién de la composicion de las hojas y frutos de la Swinglea glutinosa.

2.3.1. Evaluacion de los aceites esenciales obtenidos de las hojas y frutos de la
Swinglea glutinosa.

2.3.1.1. Evaluacion fisico-quimica de los aceites esenciales evaluados.

Se realizd una caracterizacion fisico quimica de ambos aceites, empleando los
parametros fisico quimicos descritos en la farmacopea para tales compuestos
(caracterizacidn organoléptica, rotacion optica, densidad, indice de acidez, indice de
refraccion, espectro UV de ambos aceites obtenidos (Europea Farmacopoeia, 2005)

2.3.1.2 Caracterizacidn quimica de los ambos aceites esenciales.

» Perfil cromatografico: Se realizé6 empleando la cromatografia gaseosa con un

detector de ionizacion por llama (GC-FID).

» Desarrollo de la técnica: Fue ejecutada en un Cromatografo gaseoso AGILENT,

empleando el siguiente procedimiento.

=  Preparacion de la muestra:

Se realizé el perfil cromatografico de los aceites esenciales de las hojas y los frutos de
Swinglea glutinosa obtenidos por el método de hidrodestilacion. Cada aceite esencial
se diluyé 20uL AE en 2mL con acetona y se inyectdé 1ul de cada muestra en el modo

splitless.
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= Condiciones cromatograficas:

La cromatografia se llevd a cabo utilizando las condiciones cromatograficas
descritas en el trabajo por Luis ® que incluye la validacién de la técnica analitica
para ser utilizada para este fin:

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

v Nitrégeno para cromatografia como gas portador.

v" Programa de temperatura: temperatura de la columna a 60°C durante 1 min, luego
aumentandola a una velocidad de 2°C por minuto hasta 120°C por 40 min y
aumentar nuevamente a razén de 10°C por minuto hasta 220°C.

v Inyectar aproximadamente 1 pL de la disolucién de referencia y la muestra
problema.

v Detector de ionizacion por llama, 250°C.

» Composicion quimica de los aceites

La composicion quimica de los aceites esenciales se realiz6 empleando la técnica de
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Fue utilizado
un GCMS-QPS5050A Shimadzu, siguiendo las preparaciones y condiciones analiticas
siguientes:

> Preparacion de la muestra:

Se realiz6 la identificacion a partir del aceite obtenido por el método de
Hidrodestilacién. Se realizaron las siguientes diluciones:
= 50 pL de aceite esencial fue diluido en 1 mL de acetona (Solucion A).
= 20 pL de la Solucion A fue diluido en 1 mL de acetona (muestra diluida).
» Los espectros obtenidos se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones
cromatograficas:
»  Se utilizé una columna capilar DB-5MS.

= Como gas portador se utilizé He.
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» Programa de temperatura del horno: temperatura de la columna se mantiene
a 60°C durante 1 min, luego aumentandola a razén de 4°C-min™" hasta 120°C
y aumentar nuevamente a razon de 2°C por minuto hasta 150°C
manteniéndolo durante 10min. Seguidamente se programa hasta 230°C a
razén de 10°C-min™" manteniendo la temperatura de 230°C durante 10min y
finalmente alcanza hasta 280°C a razén de 20°C por minuto manteniéndolo
durante Smin.

= 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 290°C.

» 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 50-500amu
registrado a 70 eV; una velocidad de barrido de 2000 y un voltaje de 0,80 kV.

> [ndices de retencion: fueron calculados para todos los componentes volatiles

utilizando una serie homogénea de n-alcano Cg—C5y, empleando la ecuacién de
Van den Dool ang Kratz (1963) siguiente:
Rlx = 100n + 100 x (tx — tn)/(th+1 — tn) donde:
¢ Rl es indice de retencion de temperatura programada de interés.
o t,; th+1; tx: son tiempo de retencidn en minutos de dos n-alcanos estandares
que contiene n y n+1 carbonos y de interés, respectivamente.

2.3.1.3 Cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos.

El contenido total de compuestos fendlicos en los aceites esenciales de Swinglea

6 utilizando

glutinosa (hojas y frutos) fue determinado con reactivo Folin-Ciocalteau ®
acido galico como el compuesto fendlico de referencia.
Desatrrollo de la técnica.

1. Preparacion de la curva de calibracion de acido galico:
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» Solucion madre de acido galico (patrén): Se pesé 2 mg del mismo y disolver
en H,O destilada y se enrasé a un volumen de 10 mL para obtener una
solucion madre con concentracion 0,2mg/mL.

Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucion madre de acido galico las

siguientes alicuotas: 50, 100, 150, 200, 250 uL y se adicion6 a continuacion 200uL del
reactivo de Folin-Ciocalteau, 2mL de Na,CO3; 7% y se enrasaron con H,O destilada
hasta un volumen de 5mL. Transcurridos 30 minutos se midio la absorbancia a 765nm,
utilizando la solucion preparada con el mismo procedimiento sin la muestra como el
blanco.

2. Preparacion de los aceites esenciales y los extractos (Swinglea hojas vy frutos):

» Se pipetearon 200 pL del aceite esencial de las hojas; 450 uL de los frutos
de Swinglea glutinosa y se disolvieron a 1mL con acetona (disolucion madre
de cada aceite). A partir de las disoluciones madres de cada aceite esencial,
se tomaron 100 pL de cada uno.

Procedimiento: Se tomaron 100 yL de cada muestra en un volumétrico de SmL y se

adiciono a continuacion 200uL de reactivos de Folin-Ciocalteau, 2mL de Na,CO3; 7% y
finalmente se completaron a un volumen de 5mL con H,O destilada. Luego de
transcurrir 30 minutos se midi6 la absorbancia de cada uno a 765nm contra el blanco
preparado de igual forma sin la muestra. La cantidad de compuestos fendlicos en cada
muestra se determiné en ug equivalentes a acido galico/mL de aceite esencial,

utilizando la ecuacion obtenido de la curva de calibracion de acido galico.

2.3.2. Evaluaciéon de los extractos obtenidos de las hojas y frutos de la Swinglea
glutinosa.

2.3.2.1. ldentificaciéon vy determinacién cuantitativa de los acidos grasos en los

extractos.
Se empled el método de cromatografia gaseosa (GC-FID). La técnica fue validada
previamente en el trabajo ®’.

e Preparacion de la muestra
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Derivatizacién de la muestra: Se pes6 50 mg de cada extracto previamente secado de
las hojas y los frutos de Swinglea glutinosa, se transfiri6 a un balén aforado,
disolviéndolo con 1 mL de tolueno y 2 mL del acido sulfurico al 1% en metanol. Se
acopld a un condensador de reflujo y se hizo reflejar durante 2 horas; seguidamente se
les incorpord 5 mL de cloruro de sodio al 5%, se trasfiri6 a un embudo separador, y se
realizaron dos lavados sucesivos con 5 mL de heptano se dejé en reposo hasta lograr
una buena separacion entre la dos fases (la acuosa y la organica), se desechd la fase
acuosa y a la fase organica se le adicion6 4 mL de bicarbonato de potasio al 2 %,se
recuperé y trasfirio a un tubo de ensayo con sulfato de sodio anhidro, luego de dejarla
en reposo se filtré y se rotoevaporo a 40 °C hasta llegar a sequedad .Se disolvié con
heptano hasta a un volumen final de 2 mL en un matraz aforado y se procedié a
inyectar en el cromatografo de gases.

e Preparacion de los patrones:

Para ello se pes6 10 mg de cada patron y se enrasé a 2 ml heptano, constituyendo la
solucion madre para cada acido graso (Solucién A). Posteriormente se prepardé una
soluciéon B mezclando 100ul de la solucién A de cada acido graso y se enras6 a 1 ml.
Fue utilizado el metil miristato como estandar interna a las mismas concentraciones.
La cromatografia de gases se llevd a cabo empleando las siguientes condiciones
cromatograficas:
v" Columna capilar de silice fundida de 30 m de longitud y 0,32 mm de diametro
interno.
v Nitrégeno para cromatografia como gas portador.
v" Programa de temperatura: temperatura de la columna a 120°C durante 1 min,
luego aumentandola a una velocidad de 10°C por minuto hasta 180°C por 60 min
y aumentar nuevamente a razén de 20°C por minuto hasta 220°C.
v Inyectar aproximadamente 1 pL de la disolucion de referencia y la muestra
problema.
v Detector de ionizacién por llama, temperatura del detector 250°C.

v" Tiempo de recorrida: 55 minutos.
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2.3.2.2. Cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos

El contenido total de compuestos fendlicos en los extractos de Swinglea glutinosa

8 utilizando

(hojas y frutos) también fue determinado con reactivo Folin-Ciocalteau
acido galico como el compuesto fendlico de referencia.
Desarrollo de la técnica.

Preparacion de la curva de calibracion de acido galico:

» Solucion madre de acido galico (patron): Se pes6 2 mg del mismo y disolver
en H,O destilada y se enrasé a un volumen de 10 mL para obtener una
solucion madre con concentracion 0,2mg/mL.

Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucion madre de acido galico las

siguientes alicuotas: 50, 100, 150, 200, 250 uL y se adiciond a continuacién 200uL del
reactivo de Folin-Ciocalteau, 2mL de Na,COs 7% y se enrasaron con H;O destilada
hasta un volumen de 5mL. Transcurridos 30 minutos se midi6 la absorbancia a 765nm,
utilizando la solucion preparada con el mismo procedimiento sin la muestra como el
blanco.

Preparacion de los extractos (Swinglea hojas y frutos):

» Se pesaron por separado 30mg del extracto de hoja, fruto de Swinglea
glutinosa y fueron disueltos directamente en 1mL de metanol 75%
(disolucién madre de cada extracto).

Procedimiento: Se tomaron 100 uL de cada muestra en un volumétrico de 5SmL y se

adiciond a continuaciéon 200uL de reactivos de Folin-Ciocalteau, 2mL de Na,CO3 7% y
finalmente se completaron a un volumen de 5mL con H;O 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 pg equivalentes a acido galico/g de extracto seco, utilizando

la ecuacién obtenido de la curva de calibracién del acido galico.
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2.3.2.3 Determinacion del contenido de flavonoides en los extractos.

Se cuantifican el contenido de flavonoides totales en base a rutina en los extractos,
empleando la técnica espectrofotométrica indirecta con tricloruro de aluminio.
Desarrollo de la técnica.

1. Preparacion de la curva de calibracion de rutina:

» Solucion madre de rutina: Se pesaron 2 mg del mismo y se disolvid en
metanol y se enrasé a un volumen de 10 mL para obtener una solucién
madre con concentracion 0,2mg/mL.

Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucidn madre de rutina las siguientes

alicuotas: 200, 400, 600, 800, 1000 pyL y se enrasaron a un volumen de 1mL con
metanol 70%, y se adicion6 a continuacion 1mL de AICl;. Se esperd 15 minutos y se
midié la absorbancia a 430nm, utilizando la solucién preparada con el mismo
procedimiento sin la solucién de rutina como el blanco.

2. Preparacion de los extractos (Swinglea hojas v frutos):

» Se pesaron 15mg del extracto seco de hoja y 30mg del extracto seco del
fruto de Swinglea glutinosa, y se disolvieron a 1mL con MeOH 70%.

Procedimiento: Se transfiri6 1mL de cada extracto a un tubo de ensayo, se le adicion6

a cada uno 1mL solucién de AICIl; preparada. Se incubd 15 minutos en la oscuridad y
se midié la absorbancia a 430nm, utilizando la soluciéon preparada con el mismo
procedimiento sin la muestra como blanco. El contenido de los flavonoides en cada
extracto se representa en pg equivalentes a rutina/g de extracto, utilizando la ecuacion

obtenido de la curva de calibracion de rutina anteriormente.

2.4. Evaluacion de la actividad antioxidante en los aceites esenciales y los

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

transferencia electronica
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2.4.1.1 Actividad secuestradora del radical libre DPPH de los aceites esenciales v los

extractos:
» Preparacion de la solucion de DPPH:
Para una disolucion de DPPH 0,004% (p/v), se pes6 0,004g de DPPH, se disolvié con

metanol y se completé a 100 mL con el mismo solvente. Asi, se obtiene una solucién
de DPPH de 0,01mM.

> Preparacion de las disoluciones problemas:

Los antioxidantes sintéticos: BHT, BHA, Timol 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 (Tabla 2.1)

Tabla 2.1. Rango de concentraciones de la curva de calibracién de las muestras

Antioxidante
5 Alicuotas tomadas (uL) Concentracion (mg/mL)
(solucion madre)
BHT (1 mg/mL) 200; 320; 508; 648; 800; 928 | 0.05; 0.087; 0.125; 0.162; 0.2; 0.232
BHA (0.12 mg/mL) 100; 200; 300; 400; 500 0.003; 0.006; 0.009; 0.012; 0.015
Eugenol (0.4 mg/mL) 100; 200; 300; 400; 500; 600 0.01; 0.02; 0.03; 0.04; 0.05; 0.06
Timol (4 mg/mL) 100; 300; 500; 700; 900 0.1;0.3;0.5;0.7; 0.9
Aceite esencial -
, _ 200; 300;400;500 4.8,7.2;9.6;12
Swinglea Hoja (96 mg/mL)
Aceite esencial -
400; 600; 800; 1000 15; 30; 45; 60
Swinglea Fruto (300 mg/mL)
Extracto - Swinglea Hoja
250; 500; 750; 1000 0,0078; 0,0156; 0,0234; 0,0312
(0,125mg/mL)
Extracto - Swinglea Fruto
250; 500; 750; 1000 0,00937; 0,01875; 0,0281; 0,0375
(0,15 mg/mL)

» Procedimiento:
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A 1mL de cada disolucién problema se le adicion6 3 mL de una solucién 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 ®.Los ensayos fueron realizados por triplicado.

» Calculo:

El por ciento de inhibicion del radical libore DPPH fue calculado por:

Appey - Ag )

DPPFH

% Efecto secuestrador = 100

Donde: Apppn €s la absorbancia del control (contiene todos los reactivos excepto la
muestra).

As es la absorbancia de la muestra.
El valor de ICsy (concentracidn de muestra que se requiere para reducir el 50 % los
radicales libres) fue calculado a partir de la ecuacién de regresion, preparada a partir
de concentraciones de ambos aceites esenciales, los extractos y de los antioxidantes
sintéticos y vegetales y el porcentaje de inhibicion 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 determiné por el método descrito por
Senevirathe %, utilizando los antioxidantes sintéticos y vegetales como referencia: BHA,
BHT, Timol, Carvacrol, Eugenol y Vitamina C.

» Procedimiento:

Preparacion de las disoluciones de referencia:

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

De cada disolucion madre de referencia, se tomaron 4 alicuotas diferentes: 125uL,
250uL, 375uL, 500uL y se completd el volumen a 5 mL con etanol 75% en matraz
volumétrico. De cada disolucién se pipeted 1 mL y se trasvaso a un tubo de ensayo y a

continuacion se anadié 1mL de buffer fosfato 0.2M, pH=6,6 y 1mL de ferricianuro de
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potasio 1g/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 &acido tricloruro
acético al 10%. Las disoluciones obtenidas, se centrifugaron a 3000rpm por 20 minutos
si es necesario. Posteriormente, se tomaron 2,5mL del sobrenadante de cada tubo y se
adicioné a cada uno 2,5mL de FeCls 0,1%. Finalmente se midié la absorbancia a
700nm contra el blanco preparado de forma similar pero sin la muestra.

Preparacion de las muestras (aceites esenciales y extractos):

Para obtener las disoluciones madres de las hojas y los frutos de Swinglea glutinosa,
se prepararon los aceites esenciales en acetona y los extractos secados en metanol
70% a una concentracion de 10mg/mL. A partir de las disoluciones anteriores se siguid
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 y los aceites
esenciales fueron graficados y se realizé una comparacion de la actividad antioxidante
de los antioxidantes sintéticos y vegetales con los aceites esenciales, los extractos y
entre estos dos ultimos.

2.4.2 Evaluacion de habilidad de los antioxidantes para inhibir o suspender la oxidacion
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 emulsion del acido linoleico con algunas modificaciones al
método propuesto por Haraguchi 2.

» Preparacion de cada muestra:

Se pesaron 0,01gr de BHA, BHT, Eugenol, Timol, Carvacrol, los aceites esenciales y
los extractos de la hoja y fruto de Swinglea y se disolvieron de forma independiente en
etanol absoluto y se enrasaron a 1mL (Disolucién A) (10mg/mL).

Se pesd 0,1255gr de acido linoleico, se disolvid en etanol absoluto y se enrasd a un

volumen de 5mL en matraz aforado (solucién obtenida 2,51%).
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> Procedimiento:

En este método, el medio de reaccion contiene 0,02mL de disolucion A de cada
muestra, 0,2mL de acido linoleico 2,51%, 0,4mL de buffer fosfato 0,04M, pH=7 y
0,38mL de agua destilada. La mezcla de cada muestra fue mezclada e incubada a
70°C en oscuridad. El mismo medio de reaccion, la disolucién de &cido linoleico, se
empledé como el control negativo.

Cada 3 horas, durante la incubacion, 0,05mL de cada mezcla se diluyé con 2,85mL de
etanol 75% y siguiendo por la adicciéon de 0,05mL de FeCl, 0,02M en HCI 3,5%. Luego
de transcurridos 3 minutos, se afadié 0,05mL de tiocianato de amonio al 30%. La
absorbancia se midié a 500nm 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

0

Donde: Ao : Absorbancia del control negativo.

As : Absorbancia obtenida en presencia de la muestra de aceite esencial,
extracto o control positivo.
2.4.2.2. Método del acido tiobarbiturico (TBA).

Se determiné el valor TBA de cada muestra en la ultima hora del ensayo FTC,

utilizando la misma disolucién preparada e incubada descrita con anterioridad.

» Procedimiento:

1mL de &cido tricloroacético 20% y 1mL de disolucion de TBA acuosa 0,67% se
afnadieron a 0,5mL de las disoluciones de cada muestra preparada para el ensayo FTC.
Las mezclas se sumergieron en un bafio de agua 95°C durante 10 minutos, se
enfriaron, se centrifugaron a 3000rpm durante 20 minutos. La actividad antioxidante se
evalua con los valores de absorbancia del sobrenadante a 532nm contra el blanco,

preparado de forma similar sin muestra.
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CAPITULO IlI:RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Rendimiento de los aceites esenciales y extractos obtenidos de las hojas y

frutos de la Swinglea glutinosa.

La técnica de hidrodestilacion para la obtencién del aceite esencial de Swinglea
glutinosa, es la técnica mas usada a nivel laboratorio debido a que el sistema es
relativamente facil de usar y el rendimiento es aceptable. Ademas de que los costos de
la destilacién con este equipo son bajos. El contenido logrado para las hojas de
Swinglea glutinosa fue 0,67% y los frutos fue 1,41%. 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 la hoja y fruto de la Swinglea glutinosa se obtuvieron utilizando
metanol como solvente y el método de extraccién sélido-liquido que es el mas utilizado
en todos los procesos tecnoldgicos relacionados con la industria quimico y médico-
farmacéutica. El extracto obtenido de la hoja da lugar a un extracto de color verde
ligero, caracteristico de los extractos alcohdlicos obtenidos a partir de la hoja, con una
extraccion de pigmentos clorofilicos. Mientras que la caracteristica del extracto
proveniente del fruto obtuvo un color blanco. El rendimiento obtenido del extracto de las

hojas y del fruto de la Swinglea glutinosa fue 1,76% y 2,02%, respectivamente.

3.2. Evaluaciéon de la composicién de las hojas y frutos de la Swinglea glutinosa.

3.2.1. Aceites esenciales obtenidos de las hojas y frutos de la Swinglea glutinosa.

3.2.1.1 Evaluacion fisico-quimica de los aceites esenciales evaluados.

La tabla 3.1 muestra los indices de calidad que los valores obtenidos presentan
similitud y se encuentran dentro del intervalo que se describe para otros aceites
esenciales en las Farmacopeas vigentes. El indice de acidez indica la presencia de
muchos grupos acidos en ambos aceites en mayor medida que en el aceite de las

hojas.
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Tabla 3.1. Valores obtenidos para los indices de calidad de ambos aceites esenciales

de hojas y frutos de Swinglea glutinosa obtenidos por hidrodestilacion.

indices de Calidad Acei.tes esenciales de Swinglea glutinosa

Hojas Frutos
Caracteristicas organolépticas Liquido translucido y amarrillo Liquido translucido e incoloro
Densidad relativa a 20°C 0,9600 0,9700
indice de refraccion a 20°C 1,508 1,476
indice de Acidez 8,41 5,61

» Espectro ultravioleta - VIS de los aceites esenciales de Swinglea glutinosa.

Los aceites esenciales obtenidos de las hojas y los frutos de Swinglea glutinosa
muestran similitud en su espectro UV-VIS; la presencia de una de una banda en la
zona de los 290nm aproximadamente, indica la existencia de insaturaciones o grupos
funcionales con pares de electrones libres que son capaces de conjugarse con dichas

insaturaciones, como en los grupos carbonilo y nitro, entre otros.

3.2.1.2. Composicion quimica de los aceites esenciales.

> Perfil cromatografico del aceite esencial, analisis de CG-FID

El perfil cromatografico de los aceites se realizé empleando la técnica de cromatografia
gaseosa. Los perfiles obtenidos se muestran en las figuras 3.1 y 3.2 para los aceites

obtenidos de las hojas y los frutos de Swinglea glutinosa, respectivamente.
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Figura 3.1. Cromatograma GC del aceite esencial de las hojas de la Swinglea
glutinosa.
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Figura 3.2. Cromatograma GC del aceite esencial del fruto de la Swinglea glutinosa.

Ambos cromatogramas representan todos los componentes quimicos detectables
presentes en cada aceite esencial, los cuales aparecen con una adecuada separacion.
Los perfiles cromatograficos de los aceites esenciales se conocen como huella digital
cromatografica para cada aceite esencial y son usados para identificar, caracterizar,
evaluar cada aceite esencial, garantizando la autenticacion, la calidad y la
discriminacién del mismo con el aceite esencial de otra planta medicinal, aunque con
componentes similares. Se observa que el aceite esencial del fruto contiene mas
componentes que el de la hoja. Ademas, la mayoria de los componentes obtenidos del
aceite esencial de la hoja son menos volatiles que los componentes obtenidos de
aceite esencial del fruto.

> Composicion quimica del aceite esencial, analisis de CG-MS

Los componentes del aceite esencial son identificados por el analisis de sus espectros
de masa - el analisis de la propuesta dada en la libreria disponible en el software del
equipo que incluye la basa de datos de Adams para el reconocimiento de los
componentes de aceites esenciales, y por el calculo de los indices de retencién de
Koévats . Como resultado se logré identificar 10 componentes en el aceite esencial
obtenido de la hoja y 9 componentes en el aceite esencial obtenido del fruto,
representando el 61,42 y 64,41%, respectivamente, del total de constituyentes
presentes en cada aceite esencial (tabla 3.2). Se observa la coincidencia de 6

componentes en ambos aceites. En el aceite de la hoja se obtiene como componente
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mayoritario el Nerolidol que se encuentra en un 32%, mientras que en el fruto resultd
ser el B-Pineno que esta en un 24%. %. Estos resultados resultan novedosos para la
hoja ya que la composicién de la misma no aparece en la literatura consultada. Sin
embargo, en el fruto al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con lo
obtenido en Colombia por Gabriel y col., 2009, se observa coincidencia en el
componente mayoritario (3-Pineno) aunque no estan en la misma proporcion, asi como
en otros 3 compuestos (1,8-Cineol, Terpinen-4-ol, a-Terpineol) que representan los
mas abundantes en ambos aceites, los cuales a pesar de haber sido obtenidos en
zonas geograficas diferentes muestran similitudes y las diferencias existentes podrian
estar justificadas por las diferencias de suelo, clima, época de recoleccion del material
vegetal, entre otros factores S,

Tabla 3.2. Resultados de los componentes identificados por CG-MS de ambos
aceites esenciales obtenidos de la hoja y del fruto de la Swinglea glutinosa.

indice de retencion Indice de
# | Compuestos identificados AE % AE % retencion
fruto | Area | hoja | Area | en Iiteragsura
1 B-Pineno M 979 | 2419| - ggg 02
2 Limoneno M - 1024 | 0,84 | 1025%%%
1,8-Cineol MO 1030 | 9,49 - 1033 ::
, ’ 1025
. 1177 %22 %
4 Terpinen-4-ol MO 1174 | 5,48 - 96
1164 o
_ 1189
5 a-Terpineol MO 1188 | 4,20 - 1183 ::
- 1418
6 B- Cariofileno SO - 1419 | 1,18 1420 %
1480 7@
7 | Germacreno D S 1483 | 7,31 | 1480 | 5,30 1481 %°
1490 %
p-Menta-3-eno 1520 0,71 | 1520,7 | 1,82
9 (-)Nerolidol SO - 1551 | 32,89 1551 19011
’ 1557
1578 %
10| (-)-Espatulenol SO 1575 1,23 | 1572 | 4,35 1576 192
11 | Cariofileno oxido SO 1582 | 7,69 | 1584 | 5,70 1585 7'
12 | Deca 4,8-dienol - 17716 | 2,28
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13 O0-Elemeno S 1789,5 | 4,11 | 1789,2 | 6,27
14 Fitol Diterpeno - 2250,1 | 0,79
M. hidrocarburos (%) 24,19 0,84
Oxidos monoterpenos (%) 19,17 0

S. hidrocarburos (%) 11,42 12,36
Oxidos sesquiterpenos (%) 8,92 4412

~ OH
=
{S){-)-Limonene (-}-f-Pinene (+)}-Terpinen-4-ol a-Terpinecl 1,8-Cineole (-}Ftrans-Caryophyllene (+/-)-cis-Nerolidol
0
= OH
—
cisftrans-Phytel

Germacrone

Figura 3.3. Estructura de algunos compuestos presentes en ambos aceites
esenciales obtenidos de la hoja y del fruto de Swinglea glutinosa.

En la figura 3.3 se representa la estructura de algunos compuestos presentes en
ambos aceites esenciales obtenidos de la hoja y del fruto de Swinglea glutinosa. Se
han reportado que los componentes oxigenados de aceites esenciales poseen una
actividad antioxidante mas alta, considerando que ademas de los fenoles, los alcoholes
alilico también manifiestan actividad apreciable . Lo anterior hace suponer que el
aceite esencial obtenido de las hojas, que contiene mayor porciento de compuestos
oxigenados, debe poseer mayor actividad antioxidante previsible que el aceite esencial

de los frutos, el cual posee mayor cantidad de los monoterpenos hidrocarburos.

3.2.1.3. Contenido fendlico de los aceites esenciales.

El contenido fendlico posee una gran importancia ya que se asocia directamente con la
actividad antioxidante del aceite esencial y juega un papel importante en la
estabilizacion de la peroxidacion lipidica '. Para este ensayo, el contenido total de
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compuestos fendlicos de los aceites esenciales obtenidos de Swinglea glutinosa fue

calculado empleando la curva de calibracion del acido galico (Figura 3.4).

Curva de calibracion de acido galico
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Figura 3.4. Curva de calibracion del acido galico, para la determinacion del
contenido de compuestos fendlicos.

Como resultado se obtuvo el contenido fendlico total 1,06 y 0,32 (mg equivalente a
acido galico por gramo de aceite esencial) del aceite de la hoja y del fruto,
respectivamente. Lo anterior evidencia que el aceite obtenido de la hoja posee mayor
contenido fendlico que el obtenido para el fruto, lo que pudiera inferir que el aceite
esencial de las hojas debe mostrar mayor actividad antioxidante que el otro. Estos
valores son especificos para cada aceite esencial y no se encuentran reportados en la
literatura para esta planta.

Al comparar el contenido fendlico total obtenido en ambos aceites esenciales con
valores reportados en la literatura para otros aceites esenciales (tabla 3.3) se observa
que dicho parametro posee una gran variabilidad, dependiendo de la especie, por lo
que los resultados obtenidos en el presente trabajo se consideran aceptables para la

planta.
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Tabla 3.3. El contenido fendlico total de aceite esencial de algunas
plantas medicinales publicado en la literatura.

Contenido fendlico total
Nombre de planta publicado (m,g. Bibliografia
equivalente de acido consultada
galico/g muestra)
Anise 0,43 105
Bitter fennel fruta 0,22
Basil (O. minimum) 0,09
Laurel 0,17 106
Psammogeton canescens 34,20
Bitter fennel flores 0,59
Pickling herb 0,32
Piper auritum hoja 27,40 107
Piper auritum tallo 19,80

3.2.2. Composicion quimica de los extractos.

3.2.2.1. Determinacion de los acidos grasos en los extractos.

Los acidos grasos (AG) constituyen un grupo muy extenso, muy variado con multiples
aplicaciones en el ambito bioldgico e industrial. El método de eleccién para identificar y
cuantificar acidos grasos es la cromatografia de gases con previa derivatizacién a
ésteres volatiles. En el presente trabajo fueron utilizados 4 patrones de acidos grasos
metilados disponibles, que coinciden con ser de los AG mas abundantes en aceites
vegetales: palmitico, linoleico, oleico y estearico, mientras que el Miristico se utilizé con
estandar interno. Este método fue previamente validado por Herrera . La figura 3.5
muestra el cromatograma obtenido para la mezcla de estos 5 patrones. Los 5 picos,
identificados, primeramente de forma individual, aparecen en el siguiente orden: el
primer pico corresponde al metilmiristato, el segundo al metilpalmitato, que aparece a
tiempos de retencion 11 y 16 minutos, respectivamente. A continuacion aparecen muy
cercanos, por su similitud estructural, los dos AG insaturados el metiloleato a un
tr=46.07min y el metilinoleato a un tr=49.20min y finalmente aparece el metilestearato a
un tr=60.1min.

En las figuras 3.6 se presenta el perfil de acidos grasos obtenidos para el extracto de la

hoja y en la figura 3.7 el perfil correspondiente al extracto obtenido del fruto de
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Swinglea glutinosa, obtenido para la muestra bajo las mismas condiciones de
operacion. Al analizar la superposicion de los mismos con el cromatograma de la
mezcla de patrones se observa que en el cromatograma de las hojas aparecen los
picos correspondientes a los AG insaturados (oleico y linoleico), mientras que en el
cromatograma del fruto aparece adicionalmente el pico correspondiente al palmitico. En
ambos extractos aparecen un pico a tr=28min bien resuelto y en las flores aparecen
dos picos pequefios a tr=26min y tr=36min, los cuales no pudieron ser identificados por

carencia de patron.

Figura 3.5. Cromatograma GC del patron de los acidos grasos.
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FIO A, (8RR NG HOJBRG 2 26.00

Figura 3.6. Cromatograma de los acidos grasos en extracto de la hoja de Swinglea
glutinosa.

FIDT A, (VAhd RRAGRAIEINENO0SST )

Figura 3.7. Cromatograma de los acidos grasos en extracto del fruto de Swinglea
glutinosa.

Una vez identificados los AG en ambos extractos se procedié a su cuantificacion,
aplicando la técnica validada previamente por Herrera ®, en la cual fue obtenida una
ecuacion de la recta para cada AG. La tabla 3.4 muestra los porcientos obtenidos para

los AG presentes en cada extracto.
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Tabla 3.4. Resultados obtenidos en la cuantificacion de los AG identificados en los
extractos evaluados.

Tiempo de ‘s % de AG presente
e . Ecuacion de la
retencién f . en cada extracto
Acido graso recta para cada
. , Extracto | Extracto
Hoja | Fruto patron .
hoja fruto
- 16,22 | Palmitico — saturado | Y =20.13X -338.7 - 0.09%
- 26,184 - - - -
28.11 | 28,10 - - - -
- 36,37 - - -
46.86 | 46,840 | Linoleico—2doble | v _ 45 46% 71659 | 019% | 0.44%
enlaces
4828 | 4826 | Oleico—Tdoble | v _ 44 06% 12508 | 0.05% | 0.14%
enlace

Los resultados obtenidos muestran que el contenido de acidos grasos insaturados
presentes en el extracto del fruto es mucho mayor que en el extracto de la hoja, lo que
se corresponde con las caracteristicas de la muestra, el extracto del fruto fue obtenido
a partir de la corteza en la cual se reconoce visualmente compuestos de origen oleoso
donde podrian estar disueltos los AG. Es importante destacar que los acidos grasos
saturados estan relacionados con varios efectos adversos de la salud, mientras que los
AG insaturados, también llamados omega (w), poseen grandes beneficios para la salud
ya que favorecen la reduccién del colesterol plasmatico, en consecuencia favorecen la
proteccién frente a las enfermedades cardiovasculares, resultando ser esencial en la
prevencién y en el tratamiento de estas enfermedades. De ahi el enorme interés
existente por los productos ricos en acidos grasos insaturados asi como plantas ricas
en aceites, que facilitan una dieta orientada a reducir el colesterol total y el colesterol
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) '°. Ademas estos AG son muy eficaces
para combatir la caida del cabello, se recomiendan en la artritis reumatoide, la
diabetes, los desequilibrios hormonales de la mujer etc. Es importante destacar que los
AG insaturados aumentan la susceptibilidad a la lipoperoxidacién, afectando la

actividad antioxidante '%°.
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3.2.2.2. Contenido fendlico en los extractos

Multiples reportes dan cuenta de la relacion directa entre la actividad antioxidante y el

0 para su

contenido fendlico total en los extractos de plantas medicinales
cuantificacién en los extractos se utilizo, al igual que en el aceite esencial, el método
espectrofotométrico desarrollado por Folin-Ciocalteau, usando la curva de calibracion
de acido galico como referencia (Figura 3.4). Como resultado, se obtuvo 8,03 y 4,78 mg
equivalente a acido galico por gramo del extracto para extracto de la hoja y fruto de
Swinglea glutinosa respectivamente. Este resultado evidencia que tanto en los aceites
esenciales como los extractos, el contenido fendlico de la hoja es mayor que la del
fruto, lo que se complementa ya que muchos componentes volatiles del aceite esencial
deben formar parte del extracto metandlico. Lo anterior debe conducir a que la hoja
debe presentar una actividad antioxidante mas fuerte que el fruto.

Al comparar el valor de contenido fendlico obtenido en ambos extractos (hoja y fruto)
con los valores reportados para otros extractos de plantas medicinales (tabla 3.5), se
observa que estos valores varian en gran medida para plantas de diferentes especies,
familias etc... Los valores obtenidos para las hojas de la Swinglea glutinosa son
similares al Orégano '® y la saccharata """, consideradas plantas con un alto poder
antioxidan.

Tabla 3.5. El contenido fendlico total del extracto de algunas plantas
medicinales publicado en la literatura.

Nombre de planta Contenido fendlico total Referencias
publicado en extracto (mg/g) | bibliogréaficas
Thyme (black) 7,51
Rosemary 1,62 105
Myrtle 9,98
Oregano 10,58
L.coronopifolia 31,20 98
L. stoechas 25,20
Bitter fennel 2,21
N. bettonicifolia 25,30 "
N. saccharata 9,00

Tii Le Thi Cam - Viet Nam (2012)

“EVALUACION DE LA COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE LA HOJA Y DEL FRUTO DE Swinglea Glutinosa” Pagina 52




CAPITULO IlI:RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.2.3. Cuantificacion del contenido de flavonoides en los extractos

Los flavonoides son distribuidos extensamente en los productos derivados de origen
natural y tienen demostrada su actividad antioxidante. Ademas, muchos estudios han
reportado que un incremento del contenido de flavonoides en la dieta podria reducir
ciertas enfermedades '''. En el presente trabajo el contenido total de flavonoides fue
calculado como la cantidad equivalente de rutina sobre el peso del extracto, utilizando

una curva de calibracion de la Rutina como referencia (figura 3.8).

Curva de calibracion de Rutina
1.2
1
© y=9.175x+ 0.0475
5 08 RZ = 0.9969
&
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S
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Concentracién (mg/ml)

Figura 3.8. Curva de calibracion del rutina, para la determinacion
del contenido de flavonoides.
El contenido de flavonoides totales en el extracto de hoja y fruto de Swinglea glutinosa
colectado en Jardin botanico de UCLV se expresa como la cantidad (mg) equivalente a
rutina por gramo del extracto. El resultado indica que las hojas poseen mayor cantidad
de flavonoides que los frutos (45,38 y 17,97, respectivamente). Estos valores se
encuentran en total correspondencia con los resultados obtenidos en el contenido
fendlico para ambos extractos e igualmente debe tener relacion directa con la actividad

antioxidante de los mismos.
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Al comparar los valores obtenidos con el contenido de flavonoides presente en otros
extractos de plantas medicinales reportados en la literatura (tabla 3.6), se observa que
el valor de flavonoides obtenido para el extracto de las hojas resulté ser alto, mientras
que el extracto del fruto posee un contenido de flavonoides cercano a la mayoria de los
valores reportados.

Tabla 3.6. El contenido total de flavonoides del extracto de algunas plantas
medicinales publicado en la literatura.

Nombre de planta Contenido ’fotal de flavonoides Bibliografia
publicado (mg/g)

L. coronopifolia 16,3

L. multifida 12,3 "
L.stoechas 10,1
Tetrastigma 72,1

V. agnus castus fruta 10,8 12
T. sonbolii 37,1

3.3. Actividad antioxidante de los aceites esenciales y los extractos de Swinglea

glutinosa
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 antagdnico y sinérgico, lo que dificulta fundamentar las
actividades bioldgicas que poseen los mismos '3,

La actividad antioxidante de aceite esencial y extracto de Swinglea glutinosa fue
evaluada comparando con los antioxidantes sintéticos BHA, BHT, Vitamina C,
Propilgalato (PG) y los patrones de origen natural eugenol, cineol y timol por diferentes
mecanismo de accion y diferentes métodos: actividad secuestradora del radical libre
DPPH, fuerza reductora, método del tiocianato férrico (FTC), y valor de acido
tiobarbiturico (TBA). A continuacion se exponen los resultados de dichos ensayos:
3.3.1. Métodos basados en la transferencia electronica.

|I. Cuantificacion de la actividad secuestradora de radical libre DPPH:
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En este ensayo se procesaron las curvas de calibracion correspondientes a cada uno
de los patrones utilizados (BHA, PG, Timol, y Eugenol), asi como los productos
evaluados (extractos y aceites esenciales en estudio), de las cuales se obtuvo las

ecuaciones de las rectas y el coeficiente de correlacion para cada caso (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Curvas de calibracion de los patrones (BHA, BHT, Timol, y Eugenol), los
aceites esenciales y extractos de la hoja y del fruto de Swinglea glutinosa.

Estas curvas muestran que la actividad secuestradora se incrementa con el aumento
de la concentracion de la muestra debido a la reaccién de donacion de electrones entre
las moléculas de antioxidante y los radicales libre '3, las mismas permitieron
determinar el valor de IC5y para cada muestra, utilizando el método de Litchfield and
Wilcoxon. Los bajos valores de ICsg indican alta actividad secuestradora de radicales

libres. Estos valores de ICsy de las muestras aparecen descritos en la tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Resultados de la actividad secuestradora del radical DPPH para el aceite
esencial obtenido de Swinglea glutinosa (hojas y frutos) y patrones utilizados.

Concentracion G o o ICs0
Muestras (Mg/mL) Inhibicion (%) (ug/mL)
3 31,61
6 46,54
BHA 9 60,36 7
12 70,94
15 78,92
100 13,33
300 24,36
Timol 500 38,76 740
700 48,54
900 57,44
50 13,74
80 23,32
127 35,96
BHT 162 46,07 100
200 59,07
232 70,45
10 25,75
20 35,72
Eugenol 30 45,79 35
40 54,92
50 63,91
4800 12,3
Aceite esencial 7200 30,2 8600
Swinglea Hojas 9600 59,97
12000 88,55
Aceite esencial 15000 35,77
, 30000 44 .4
Swinglea 45000 51.3 25790
Frutos 60000 61,73
7,81 46,72
Extracto 15 62 56.12 10
Swinglea Hojas 23,44 68,19
31,25 74,31
Extracto 9,38 32,67
, 18,75 41,29
Swinglea 28.12 48.96 28,2
Frutos 37,5 59,31
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Si se tiene en cuenta que los bajos valores de ICsy obtenidos para los antioxidantes
sintéticos son representativos de una marcada actividad antioxidante se puede inferir
que la actividad antioxidante de ambos aceites esenciales evaluados, por este
mecanismo de accion antioxidante, es muy baja para las concentraciones estudiadas.
Sin embargo es importante destacar que la actividad antioxidante del aceite obtenido
de las hojas es tres veces superior al de los frutos. Por su parte el valor obtenido de
ICs0 para el extracto de la hoja es muy superior a casi todos los patrones de
antioxidante utilizados, lo que muestra que este extracto posee un alto poder
antioxidante. El extracto del fruto muestra un valor de ICsy comparable con el BHA y
mayor que el resto de los antioxidantes sintéticos utilizados como patron (BHT, timol y
Eugenol). Es destacable que ambos extractos muestran una marcada actividad
antioxidante, aunque la misma en el extracto de la hoja resulté ser 10 veces superior
que el extracto del fruto.

El efecto secuestrador del radical DPPH de las muestras estudiadas se resume en el
siguiente orden: BHA > Extracto hojas > Extracto Fruto > Eugenol > BHT > Timol >
Aceite esencial de Swinglea (hojas) > Aceite esencial de Swinglea (frutos).

Los altos valores de la actividad antioxidante en el extracto de permite proponer la
valoracién de su uso en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria.

Il. Fuerza reducida de ion férrico (Fe>*)

En este ensayo se evalla la habilidad de las muestras en estudio para reducir el Fe** a
Fe**. A mayor absorbancia, mayor sera la actividad antioxidante. Los valores de
absorbancia del aceite esencial (hojas y frutos) y de los patrones empleados se

resumen en la tabla 3.8 y se representan en la figura 3.10.
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Tabla 3.8. Valores de absorbancia del aceite esencial y extracto de la hoja y fruto de
Swinglea glutinosa y patrones utilizados en términos de fuerza reductora.

Valores de Absorbancia

] AE AE Ex Ex
BHA | Eugenol | BHT | Timol | PG hojas | fruto | hojas fruto

0,25 354 | 058 |3,86| 3,12 |4,34|0,067 0,094 0,286 | 0,135
0,5 382 | 1,167 | 4,13 | 3,26 | 4,56 | 0,226 | 0,132 | 0,295 | 0,176
0,75 421 | 1,487 |4721| 3,51 |4,72|0,339|0,242 0,328 | 0,221

Conc

1 434 | 1,865 | 4,86 | 3,81 |4,91]0,548 0303|0361 | 0,274
FUERZA REDUCIDA
6
B AE hoja
5 -
% m AE fruto
a I L _ _
-3 z i & L !I el m Ex hoja
E s F ¥ | - | H Ex fruto
=
§ 2 1 ‘ ‘ | ‘ m Eugenol
fé ‘ ! mBHA
1 !
i 4 iij PG
°1 BHT
4 0.75 1 |
Concentracién (mg/mL) Timol

Figura 3.10. Actividad antioxidante del ambos aceites esenciales y extractos de
Swinglea glutinosa (hojas y frutos) y patrones utilizados en términos
de fuerza reductora.

Como se observa al aumentar la concentracion aumenta la absorbancia de cada
muestra, aunque en diferente medida .Teniendo en cuenta este mecanismo de accién
se obtuvo que el aceite esencial y el extracto de la hoja tienen mayor actividad que el
aceite y el extracto obtenido de los frutos. Sin embargo tanto los extractos como los
aceites esenciales evaluados presentan actividad antioxidante baja con respecto a los
patrones de antioxidantes utilizados. Estos resultados difieren de los obtenidos para el
ensayo anterior (actividad secuestradora del radical libore DPPH), lo que puede ser

debido a muchos factores tales como la metodologia del ensayo, la naturaleza de los
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sustratos para la oxidacion, la interaccion de los componentes, el modo de iniciacion de

la oxidacion, etc, los cuales deberan ser dilucidados en posteriores investigaciones.

3.3.2. Evaluaciéon 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 2 métodos diferentes para analizar su potencial en diferentes

pasos del proceso de oxidacion %% 114,

I.  Determinacion de la actividad antioxidante total por metodo de tiocianato férrico
FTC

Es un método simple que se desarrolla en un periodo de tiempo largo (3-30h), usando

el acido linoleico como sustrato. Los hidroperdxidos son productos primarios de la
oxidacion y se miden por método espectrofotométrico. 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 absorbancia de la emulsion de acido linoleico sin adicién del aceite esencial
y los antioxidantes sintéticos y naturales aumenta rapidamente. La tabla 3.9 muestra el
cambio de los valores de absorbancia en el tiempo con los diferentes aditivos.

Tabla 3.9. Valores de absorbancia del aceite esencial y antioxidantes sintéticos en el

sistema primario de oxidacion del acido linoleico por el método FTC en 30h.

Absorbancia de las muestras

Tiempo

. AE AE Ex Ex
h
(horas) | Eu | Timol | Carv | BHT | BHA Hoja | Fruto | Hoja | Fruto Control

3 0,108 | 0,109 | 0,092 | 0,074 | 0,122 | 0,460 | 0,536 | 0,211 | 0,380 0,595
6 0,079 | 0,115 | 0,089 | 0,089 | 0,088 | 1,023 | 0,824 | 0,499 | 0,716 1,050
9 0,202 | 0,205 | 0,163 | 0,123 | 0,196 | 1,006 | 1,059 | 0,832 | 0,894 1,048
12 0,145 | 0,226 | 0,156 | 0,143 | 0,235 | 0,754 | 1,247 | 1,157 | 1,280 1,286
24 0,231 | 0,208 | 0,189 | 0,156 | 0,291 | 0,716 | 1,403 | 0,738 | 1,111 1,111
30 0,203 | 0,219 | 0,204 | 0,186 | 0,248 | 0,916 | 1,024 | 0,250 | 0,773 1,046
Donde: Eu: Eugenol; Carv: Carvacrol; AE: Aceite esencial; Ex: extracto.
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ENSAYO DE FTC
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Figura 3.11. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales, los extractos y antioxidantes
patrones en el sistema primario de oxidacién del acido linoleico por el
método FTC.

En la figura 3.11 se observa que ambos aceites muestran niveles bajos de actividad

antioxidante durante las primeras 12 horas del ensayo, lo que se muestra con un

incremento en los valores de absorbancia similares al control, que representa la
formacién maxima de hidroperéxidos. A partir de este tiempo el aceite del fruto
mantiene un comportamiento estable, mientras que el aceite de la hoja logra
disminuciones de los valores de absorbancia cercanos al 50%, con respecto al control.

Lo anterior permite asegurar que, por este mecanismo, el aceite de la hoja muestra un

mejor comportamiento antioxidante que el del fruto.

Por su parte en los extractos la actividad antioxidante resulto ser mucho mejor que en

los aceites, siendo el extracto de la hoja muy superior al del fruto, ya que como se

observa en la figura al concluir el ensayo el extracto de la hoja alcanza valores

similares a los antioxidantes sintéticos y naturales evaluados.

Tii Le Thi Cam - Viet Nam (2012)

“EVALUACION DE LA COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE LA HOJA Y DEL FRUTO DE Swinglea Glutinosa” Pagina 61




CAPITULO IlI:RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad baja de los aceites esenciales puede ser debida de su volatilidad ya que
este ensayo se realiza a 70°C y esta temperatura pudiera afectar algunos componentes
presentes en el aceite 3.

Il. Ensayo de acido tiobarbiturico (TBA)

Mientras que el FTC mide la cantidad de los perdxidos formados en la etapa inicial de

la peroxidacion lipidica del acido linoleico, el valor de TBA estima la produccién de los
productos de oxidacion secundarios (malonaldehido, MDA) para determinar la
extension de la peroxidacion. Por eso, este ensayo se realizae al finalizar el ensayo de
FTC, utilizando las mismas muestras. A menor valor de absorbancia, mayor sera la
actividad antioxidante, es decir, poca cantidad de MDA formado.

En la tabla 3.10 y figura 3.12 se muestran los valores de TBA en las diferentes
muestras. Los resultados obtenidos se corresponden completamente con el ensayo
anterior, lo que muestra un comportamiento similar tanto para ambos aceites como
para los extractos en las dos etapas de la oxidacion, es decir el aceite esencial y
extracto de las hojas muestran una actividad antioxidante mayor que el aceite esencial
y extracto del fruto, mientras que en los extractos se evidencian efectos mas
apreciables que en los aceites esenciales tanto para la hoja como para el fruto de la
Swinglea glutinosa.

Al comparar con los patrones de antioxidantes se observa que la actividad en el
extracto y en el aceite esencial de la hoja es visible pero menor que el resto de los
antioxidantes patrones. Por otra parte en el aceite obtenido de los frutos la actividad
mostrada es casi nula, lo que esta en correspondencia con el ensayo anterior y por
tanto se puede generalizar que el comportamiento de los compuestos obtenidos de los
frutos es similar tanto en la peroxidacion lipidica primaria como en la secundaria.

Todo lo anterior podria estar relacionado con la concentracién de acidos grasos
detectable en el extracto, susceptibles a la peroxidacion lipidica, y la presencia en el

aceite de hidrocarburos no oxigenados como componentes mayoritarios.
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Tabla 3.10. Valores de TBA del acido linoleico en presencia de aceite esencial de

Swinglea glutinosa y de los controles negativos como positivos.

Muestra Absorbancia
Eugenol 0,028
Timol 0,028
Carvacrol 0,024
BHT 0,019
BHA 0,032
AE Swinglea Hoja 0,122
AE Swinglea Fruto 0,142
Ex Swinglea Hoja 0,056
Ex Swinglea Fruto 0,101
Control 0,158
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Figura 3.12. Efecto antioxidante del aceite esencial de Swinglea glutinosa en término
de valores de TBA.

En resumen la actividad antioxidante estudiada por ambos mecanismos aporté que los
extractos obtenidos de las hojas y los frutos de la Swinglea glutinosa poseen mayor
actividad antioxidante que los aceites esenciales, obteniéndose los mejores resultados
en el extracto de la hoja, con valores comparables a los patrones de antioxidantes. Al
relacionar estos resultados con los valores superiores del contenido fendlico y de
flavonoides para el extracto de la hoja se puede asegurar que existe una total
correspondencia, mientras que la relacidén existente con el contenido de acidos grasos
en cada extracto es opuesta; segun los resultados el extracto del fruto contiene acido
linoleico como componente mayoritario, lo que provoca que este extracto sea mas
susceptible a la oxidacion lipidica y por lo tanto muestre menor actividad antioxidante.

Por otra parte al relacionar la composicion quimica obtenida para ambos aceites
esenciales con la actividad antioxidante se puede plantear que la diferencia obtenida
entre ambos esta en correspondencia con los componentes presentes en cada uno ya

que la presencia de los monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados en los aceites
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incrementan la actividad antioxidante con respecto a los no oxigenados '%. Si se tienen
en cuenta que el aceite de la hoja tiene el nerolidol como el componente mayoritario y
un porciento de compuestos oxigenados de 44,12%, mientras que el componente
mayoritario en el aceite del fruto es el B-pineno (monoterpeno hidrocarburo) se puede
deducir entonces que esta constituye una razén poderosa para que la actividad

antioxidante del aceite de la hoja sea superior a la del fruto.
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» CONCLUSIONES

El contenido de aceite esencial en las hojas de Swinglea glutinosa, resultdé ser
0.67%, menor que el de los frutos (1.41%). Mientras que el rendimiento de los
extractos de la hoja y del fruto fue de 1,76% y 2,02%, respectivamente.

El aceite esencial de la hoja mostr6 un porciento grande de O&xidos
sesquiterpenos donde el Nerolidol fue el componente mayoritario. Sin embargo,
el aceite esencial del fruto tiene como componente mayoritario un monoterpeno
hidrocarburo con actividad antioxidante no apreciable (B-Pineno).

En el aceite esencial el contenido de fenoles de la hoja fue superior al del fruto,
mientras que en los extractos la hoja posee un contenido de fenoles y de
flavonoides mayor que el obtenido para el fruto.

Los extractos de las hojas y el fruto de Swinglea glutinosa contiene acidos
grasos, siendo mayoritarios los insaturados Omega 3 y 6. El extracto del fruto
posee mayor cantidad y variedad de acidos grasos.

El aceite esencial de las hojas presenta una mayor actividad antioxidante que el
de los frutos, evidenciada en los ensayos DPPH, peroxidacién lipidica y valor
TBA.

Los extractos evaluados mostraron mejor actividad antioxidante que los aceites
esenciales, siendo destacable los resultados obtenidos para el extracto de la
hoja, los cuales fueron comparables con los patrones de antioxidantes en los
ensayos DPPH y peroxidacion lipidica.

= RECOMENDACIONES
Obtener los aceites esenciales de la planta empleando otros métodos de
extraccion como método supercritico con CO, con vistas a mejorar el
rendimiento y comparar la composicion quimica.
Comprobar la actividad antioxidante en extractos obtenidos con otros solventes.

Completar el perfil de acidos grasos de ambos extractos.
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