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RESUMEN

En la presente investigacion se realizé una bioprospeccion para seleccionar dos
especies vegetales fuente de aceite esencial, para llevar a cabo la extraccion de
los mismos por medio del método arrastre de vapor para posteriormente
cuantificar la actividad antioxidante utilizando el método DPPH en las especies
Piper standleyi (Hojas) y Ocotea veraguensis (Corteza). Dichas especies fueron
recolectadas en los departamentos de Ahuachapan y Sonsonate y debidamente
identificadas por un profesional botanico del Museo de Historia Natural de El
Salvador. La extraccion del aceite esencial y el ensayo de la actividad
antioxidante también se realiz6 con corteza de Cinnamomum verum, esto con el
propésito de validar dichos métodos. A partir de los resultados se realizo el
andlisis de varianza para determinar si existe diferencia entre la actividad
antioxidante de las especies en estudio. La investigacién de laboratorio fue
llevada a cabo durante los meses de agosto del 2021 a febrero del 2022. El
tratamiento de resultados terminé de realizarse en diciembre de 2021 siendo
realizado en el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales ubicado en
la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador. Segun los
resultados obtenidos, la especie Cinnamomum verum, exhibe mayor actividad
antioxidante con un ICso de 1,700 pg/mL, por otra parte, Piper standleyi y Ocotea
veraguensis, presentaron un ICso de 11,969.2 y 12,859.8 respectivamente,
exhibiendo asi, una menor actividad antioxidante. Al comparar la actividad
antioxidante reportada en Olivero et al, 2010 con nuestros resultados
experimentales, estos no sugieren una remarcada actividad antioxidante, debido
a que el efecto antioxidante esta ligado a la composicién quimica de la especie,

es importante ampliar la informacion obtenida de las mismas especies vegetales.
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XVii

1.0INTRODUCCION

Las especies aromaticas han sido utilizadas desde los tiempos antiguos por sus
propiedades medicinales, conservantes de alimentos, su importante aroma y
sabor en las comidas. Las propiedades farmacéuticas de las plantas arométicas
se atribuyen parcialmente a sus aceites esenciales, ya que son complejos y

multicomponentes, formados por moléculas terpénicas y no terpénicas.

El propésito de la investigacion fue colectar 2 especies vegetales fuentes de
aceites esenciales, de las cuales no existian estudios previos a nivel nacional
reportados y que posteriormente se les cuantifico la actividad antioxidante para
contribuir con la investigacion y el desarrollo de fitofarmacos para atenuar las
diferentes patologias provocadas por el estrés oxidativo, asi como también en el
desarrollo de fitocosméticos que ayuden a disminuir visiblemente el
envejecimiento. La propiedad antioxidante ya se ha estudiado anteriormente en
melaza, azucar blanco y moreno por lo que ensayar la misma propiedad en
especies vegetales aromaticas de la flora salvadorefia va aportar informacién
nueva para poder atenuar todas las enfermedades que se desarrollan por el
estrés oxidativo. Se realiz6 una busqueda bibliografica de especies vegetales
aromaticas en la Seccion de Herbario del Museo de Historia Natural de El
Salvador (MUHNES), para corroborar potenciales especies arométicas en los
Departamentos de Sonsonate y Ahuachapan. Al momento de la recoleccion de
las especies seleccionadas nos acompafié un experto botanico del MUHNES con
el propoésito de identificarlas, luego estas especies fueron utilizadas para la
extraccion de aceites esenciales haciendo uso del método por arrastre de vapor
y posteriormente se ensayo la actividad antioxidante de cada uno de los aceites
esenciales extraidos utilizando el método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
La extraccién del aceite esencial y su respectiva actividad antioxidante se
estandariz6 mediante el uso de la corteza de Cinnamomum verum “Canela” ya

gue es una especie que tiene previos estudios previos sobre su porcentaje de
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extraccion del aceite esencial y su actividad antioxidante. Segun los resultados
obtenidos, la especie Cinnamomum verum, exhibe mayor actividad antioxidante
con un ICso de 1,700 pg/mL, por otra parte, Piper standleyi y Ocotea veraguensis,
presentaron un ICsode 11,969.2 y 12,859.8 respectivamente, exhibiendo asi, una

menor actividad antioxidante.

Se llevaron a cabo diferentes variantes del aparato de extraccion por arrastre de
vapor. Al no contar con un equipo estandarizado para esta técnica, se obtuvo un
bajo rendimiento en la extraccidon de aceites esenciales. Los resultados de la
actividad antioxidante en los aceites extraidos no fueron favorables, pudiéndose
deber a la composicion quimica de dichos aceites, o0 a la época del afio donde se
recolectaron las especies vegetales. Es necesario repetir las extracciones de los
aceites esenciales en las especies estudiadas utilizando un aparato
estandarizado, recolectar nuevas especies vegetales aromaticas en la busqueda
de nueva fuente de aceites esenciales y ensayar de nuevo la capacidad

antioxidante.

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion en Productos
Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador,

entre los meses de agosto del afio 2021 y febrero del afio 2022.
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2.1

2.2

2.00BJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una busqueda de especies aromaticas salvadorefias fuente de

aceites esenciales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar la bioprospeccion de especies vegetales en el

departamento de Sonsonate y Ahuachapan.

2.2.2 Seleccionar especies aromaticas como potenciales fuentes de

aceites esenciales.

2.2.3 Extraer los aceites esenciales de especies vegetales por medio de

arrastre de vapor.

2.2.4 Determinar la capacidad antioxidante de aceites esenciales de las

especies vegetales seleccionadas por medio del método DPPH.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 Plantas aromaticas

Las definiremos como aquellas que pueden generar por algin proceso
fisicoquimico un producto aromatico, entendiéndose por productos aromaticos a
los que tienen un olor o un sabor determinado, sin evaluar su calidad comercial
0 estética. Son productos para una muy amplia variedad de industrias,
actividades y usos; y lo que puede ser inutil, estar en desuso o desconocerse en

un dmbito, puede ser la bendicién o la solucion para otras circunstancias g

Las plantas aromaticas, medicinales y condimentarias (PAMC) se han utilizado
desde hace 60.000 afios aproximadamente. Son reconocidas como un recurso
importante a nivel mundial, dado que contribuyen al desarrollo de la economia,
desde la etapa de cultivo y pos-cosecha en el sector agricola hasta el
procesamiento de productos en la industria y la comercializacion ().

Las principales ramas de la industria que mas consumen plantas aromaticas o

aceites esenciales son:

Industria_ cosmética: Para la elaboracién de perfumes. Su importancia comercial

resulta singularmente relevante, pues muchos cosméticos tienen un
posicionamiento en el mercado debido casi exclusivamente a la fragancia que
contienen. Y en forma especial merece destacarse el mercado de las fragancias:
perfumes, aguas de tocador, colonias, extractos, etc. Otro rubro sobresaliente es

el de los dentifricos, por su gran consumo de derivados de la menta ().

Industria alimenticia: Para la elaboracion de sabores, salsas, aditivos, bebidas

colas y otras. Muchas de estas plantas son usadas como especias (“Clavo”,

“Canela”, “Jengibre”, “Nuez moscada”, “Vainilla”, “Coriandro”, “Comino”, “Ajo”,
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etc.). Otras, tienen una aplicacion muy especifica, como el “LUpulo” en la industria
cervecera, o la “Mostaza” y el “Azafran”. En apicultura se ha extendido en los
altimos afos la demanda de calidades tipificadas de mieles, y muchas de éstas
provienen de cultivos de plantas aromaticas, como el eucalipto, el orégano o la

salvia ).

Industria farmacéutica: Productos como el eugenol que actia como analgésico

topico, el eucaliptol y el timol como antisépticos, el mentol como antipruriginoso,
o el a-bisabolol como antiinflamatorio local. También son utilizadas en
aromaterapia, rama de la medicina que tiene una destacada trascendencia en los
ultimos afios en todo Occidente. También conviene recordar el uso en veterinaria
de algunos productos aromaticos, como piojicidas (limoneno y mentas),
repelentes de insectos (citronela), en la forma de extractos para distintas

dolencias de animales de cria (romero, tomillo, menta), etc (2).

Lo anterior indica que las PAMC representan un importante recurso para la
produccion de materias primas y productos novedosos con alto valor agregado,
pues son de creciente interés en diferentes industrias para la produccion de
aceites esenciales, productos farmacéuticos, tintes, colorantes, cosméticos,
productos fitosanitarios, sustancias biocidas y otros bioinsumos (). Constituyen,
entonces, una oportunidad para incursionar en mercados mas sofisticados, de
productos innovadores y con precios mas atractivos, en los cuales los productos

a partir de la flora salvadorefia pueden marcar la diferencia.

3.1.1.1 Especies vegetales aroméaticas de la flora salvadorefia como

fuentes de aceites esencial.

Dentro de las familias botanicas donde se encuentran mayoritariamente especies

vegetales fuente de especies aromaticas en la Flora Salvadorefa, tenemos:
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Labiatae, Apiaceae, Asteraceae, Mirtaceae, Lauraceae, Pinaceae, Piperaceae,
Boraginaceae, etc Las familias botanicas de interés para esta estancia de
investigacion son las Lauraceas y Piperaceas, representadas por los géneros

Ocotea y Piper, respectivamente.

El género Piper contiene alrededor de 200 especies, siendo asi el mas
representativo y el mas distribuido en la region pantropical. Las plantas del
género Piper se reconocen facilmente por sus caracteristicas fisicas y el tipico
olor “picante” o aromatico. ElI género Piper consta de Arbustos o sufritices
terrestres. Hojas alternas, enteras, pero a menudo lobulados basalmente tallos
solitarios o con frecuencia plantas cespitosas. Inflorescencias terminales,
opuestas y solitarias, las flores con frecuencia formando bandas alrededor de la
espiga, bracteas florales, cuculadas o triangulares distalmente en forma de U o
V, flores sésiles o pediceladas; estambres 2—4 (-8), los filamentos a menudo
persistentes en el fruto, anteras ditecas; pistilo 3—4-carpelar con igual nimero de
estigmas, sésiles o sobre un estilo prominente. Fruto al madurar ligeramente
distorsionado por compresién de los frutos adyacentes, basalmente fijados o
parcialmente inmersos en el raquis ().

El género Piper entre ellos Piper standleyi (Figura N° 1a), contiene aceites
esenciales los cuales estan constituidos principalmente de monoterpenos y
sesquiterpenos ciclicos y aciclicos oxigenados ). Algunas especies tropicales de
Piper han presentado un alto rendimiento de aceites esenciales y propiedades
biolégicas interesantes como: antimicrobianos, inhibidores de la
acetilcolinestereasa, antinociceptivos, antiinflamatorios y citotéxicos frente a

diferentes lineas de células tumorales (s).

El género Ocotea contiene alrededor de 350 especies vegetales, las cuales su
gran mayoria se encuentran en el Neotropico ). El género Ocotea, pertenece a

la Familia Lauraceae la cual esta compuesta por 52 géneros y casi 3000 especies,
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se conoce que este género es conocido por su gran diversidad quimica y asi
mismo por los componentes de cada una de las especies (7). Los miembros del
género Ocotea son generalmente aromaticos y se utilizan mayoritariamente en
perfumeria y como aromatizante ). En el caso de Ocotea veraguensis este es
un arbol pequefio, maximo de 15m de alto; ramitas teretes o angulares, solidas;
plantas hermafroditas. Hojas elipticas, 8-15 cm de largo y 3-5 cm de ancho,
apice y base agudos, cartaceas, glabras. Inflorescencias 5-12 cm de largo,
pubérulas, flores blancas; tépalos 3 mm de largo, patentes en la antesis;
estambres exteriores lanceolado-foliosos, papilosos, con apice estéril, los 3
internos similares, anteras papilosas con apice estéril, estaminodios presentes.
Frutos elipsoides, 2.5 cm de largo y 1.8 cm de ancho; cupula con borde doble en
el margen, 15 mm de didmetro y 5 mm de profundidad (9)

Ocotea veraguensis (Figura N° 1b) pertenece a este amplio género, el aceite
esencial de dicha especie estd constituido principalmente por los
sesquiterpenoides oxigenados (58.8%), el resto del aceite estd compuesto por
pequefias cantidades de hidrocarburos monoterpeno y sesquiterpeno (27.5% y
10.1%, respectivamente), monoterpenoides oxigenados (2.3%) y compuestos
derivados de acidos grasos (1.1%). El aceite esencial de O. veraguensis contiene

principalmente bulnesol (29.5%) y p-cimeno (19.8%) (10).

Cinnamomum verum (Figura N° 1c) pertenece a la familia de las Lauraceas,
alcanza una altura de 10-15 m de largo. Sus hojas son opuestas, de forma
ovalada a oblongada, suelen tener una textura coriacea en ambas caras. Las
hojas de color verde oscuro miden entre 7 cm y 18 cm de largo con puntas
puntiagudas. La lamina es de color blanco verdoso y verde brillante. Las flores,
de color verdoso o blanco amarillento, estan dispuestas en 5 paniculas con un
olor Unico. Su fruto es una baya de 1 cm de largo que contiene una sola semilla.
El momento adecuado para pelar la corteza es cuando el rubor rojo de las hojas

jovenes se vuelve verde. (11
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(a) Pipper standleyi Trel. (b) Ocotea veraguensis (Meisn) Mez

(c) Cinnamomum verum J. Presl|
Figura N°1. Especies vegetales aromaticas de la flora salvadorefia fuentes de
aceite esencial (a) Piper standleyi Trel., detalle de hojas. (b) Ocotea
veraguensis (Meisn.) Mez, detalle de hojas. (c) Cinnamomum
verum J. Presl., detalle de corteza.

3.2 Aceites esenciales

3.2.1 Concepto y generalidades

Los aceites esenciales, aceites volatiles, o simplemente esencias, son las
sustancias aromaticas naturales responsables de las fragancias de las flores y
otros drganos vegetales. Actualmente, s6lo se emplea esta definicion si se
obtienen mediante arrastre en corriente de vapor de agua o por expresion del
pericarpio en el caso de los citricos. Son sintetizadas y segregadas por
determinadas estructuras histolégicas especializadas, frecuentemente localizadas
sobre o en la proximidad de la superficie de la planta: células oleiferas, conductos

0 cavidades secretoras, 0 en pelos glandulosos (12).

Pueden, asimismo, estar depositadas en tejidos especificos como en el pericarpio
de los frutos citricos; en los pétalos de las rosas; en la corteza, tallo y hojas de la

“Canela”; en las maderas del “Alcanforero” y “Sandalo”; en los pelos glandulares
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de hojas, tallos y flores de la menta; en las raices de la valeriana, etc. Con
frecuencia estdn asociadas con otras sustancias, como gomas Yy resinas, y

tienden a resignificar por exposicion al aire (12).

En el mundo vegetal estdn muy extendidas en numerosas especies botanicas.
Son especialmente abundantes en las Coniferas, Lamiaceas, Apiaceas,
Mirtaceas, Lauraceas, Piperaceas, Rutaceas y Asteraceas (12). Se le atribuyen
varias funciones en las plantas como proteccién frente a insectos y herbivoros,
adaptacion frente al estrés hidrico y son de gran importancia en la polinizacion,
debido a que constituyen elementos de comunicacion quimica por su volatilidad y
marcado olor (12). Los aceites esenciales, en general, constituyen del 0,1 al 1%
del peso seco de la planta. Son liquidos con escasa solubilidad en agua, solubles
en alcoholes y en disolventes organicos. Cuando estan frescos, a temperatura
ambiente, son incoloros, ya que al oxidarse se resinifican y toman un color
amarillento oscuro (lo que se previene depositandolos en recipientes de vidrio de

color topacio, totalmente llenos y cerrados perfectamente) (12).

La mayoria de los aceites son menos densos que el agua (salvo excepciones
como los aceites esenciales de “Canela”, “Sasafras” y “Clavo”) y con un alto
indice de refraccién (12). Los aceites esenciales, en cuanto a su composicion
quimica, a excepcién de las esencias derivadas de heterdsidos (como la de las
“‘Almendras amargas” y “Mostaza”), son generalmente mezclas complejas de
constituyentes muy variables que pertenecen, de forma casi exclusiva, al grupo
de los terpenos y, en menor medida, al grupo de los compuestos aromaticos
derivados del fenilpropano 12). Por tanto, al referirse a los componentes de los
aceites esenciales; hay dos clases quimicas distintas: terpenoides vy
fenilpropanoides. Los terpenoides son los mas comunes y abundantes, estan
formados por unidades de isopreno (5 carbonos), que pueden ser monoterpenos

(10 carbonos) y sesquiterpenos (15 carbonos) @2. Son extremadamente
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variables, presentando diferentes esqueletos de carbono y una amplia variedad
de derivados oxigenados entre los que se encuentran alcoholes, ésteres,
aldehidos, cetonas, éteres, peroxidos y fenoles. Los fenilpropanoides son el
grupo menos comun de compuestos aromaticos y cuando estos compuestos

estan presentes, imparten un olor y sabor especificos a las plantas (13).

3.2.2 Propiedades

Algunas de sus propiedades fisicoquimicas destacables son, volatilidad,
inestabilidad ante la luz y del oxigeno, ante la presencia de oxidantes, reductores,
medios con pH extremos, o trazas de metales que pueden catalizar reacciones de
descomposicion.

En cuanto a su solubilidad, tiene la particularidad de que, si bien son solubles en
medio no polar (son mas liposolubles cuanto mayor contenido de monoterpenos
tengan), también suelen tener una alta solubilidad en etanol, lo que es
ampliamente explotado en la elaboracibn de fragancias y extractos
hidroalcohdlicos para las industrias farmacéutica y cosmética. Para estos fines
también suele aprovecharse su solubilidad en agua: agua de rosas, de azahar.

Los aceites esenciales refractan la luz polarizada, propiedad que es usada para
su control de pureza, pues tienen por ello un indice de refraccion caracteristico.
También presentan un poder rotatorio caracteristico, en razén de que poseen en

su composicion numerosos productos Opticamente activos.

Poseen una densidad normalmente menor que la del agua, excepto algunas
esencias como la de clavo, y en general son liquidos (la esencia de “Palo santo”
Bulnesia sarmientoi, es una excepcion) traslicidos y amarillentos o pardo
amarillento (algunas esencias poseen un color muy particular, como el azul de la

“‘Manzanilla alemana” Matricaria recutita, o el verde de la bergamota) (2).
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3.2.3 Composicion

Los aceites esenciales, estan compuestos por una gran cantidad de componentes,
entre 60 y 200 compuestos distintos, es por ello que se les conocen como mezclas
complejas y muy variables de componentes. Los compuestos principales
constituyen un aproximado del 85% del aceite esencial, mientras que los otros
compuestos estan presentes Unicamente en trazas (14). Los aceites esenciales
contienen principalmente compuestos liquidos y mas o menos volatiles de
distintas clases de sustancias organicas, entre los cuales se encuentran mono y
sesquiterpeno y varios derivados oxigenados como alcoholes, aldehidos alifaticos
y ésteres (14). Por otro lado, del 1 al 10% en peso del aceite se encuentran los
carotenoides, acidos grasos, flavonoides y ceras, los cuales son clasificados como

residuos no volatiles.

Hidrocarburos: Son la molécula constituida por H y C dispuestos en cadenas,
estos hidrocarburos pueden ser aciclicos, aliciclicos (monociclico, biciclico o

triciclico) o aromaticos (s).

Terpenos: Son la clase mas comun de compuestos quimicos que se encuentran
en los aceites esenciales, constituyen un grupo de metabolitos secundarios
formados por unidades de 5 atomos de carbono o unidades de “isopreno” (16), por
lo que también se conocen como isoprenoides. Los mono, sesqui y diterpenos,

se clasifican bajo los terpenos (7).

Sesquiterpenos: Se aislan biogenéticamente del pirofosfato de farnesilo, su
estructura puede ser lineal, monociclico o bi y triciclico, las estructuras lineales de
los sesquiterpenos son denominados farnesenos, los cuales son hidrocarburos
ramificados con cuatro dobles enlaces (1s), estos se encuentran generalmente en

los aceites esenciales, en las estructuras monaociclicas se encuentran grupos
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bisobolenos con estructuras de anillo C6 y sus isomeros, como por ejemplo, Z-a-
bisaboleno, (- bisaboleno, E- y-bisaboleno y Z- y- bisaboleno los cuales se

encuentran en varios aceites esenciales (19).

Diterpenos: Estos son combinacion de cuatro unidades de isopreno, se
consideran componentes pesados, los cuales no se evaporan facilmente durante
el proceso de extraccion mediante destilacion al vapor; estos se encuentran en

todas las familias de plantas con la sustancia quimica C20 (o).

Alcoholes: Los alcoholes le proporcionan propiedades como antiséptico, antiviral,
antibacteriano y germicida a los aceites esenciales, los alcoholes son formados
en una combinacién de terpenos con atomos de oxigeno e hidrégeno, el término
monoterpenol, es utilizado para describir un monoterpeno que contiene grupos

hidroxilo en el interior de su estructura de hidrocarburo ().

Monoterpenos: Los monoterpenos es el resultado de combinar dos unidades de
isopreno, mediante la union cabeza-cola, y las principales propiedades de estos
son: estimulante, expectorante, antibacteriano, analgésico (22), la mayoria de los
monoterpenos son hidrocarburos insaturados (C10), y como sustituyentes en los
derivados oxigenados se pueden tener alcoholes, cetonas y &acidos

carboxilicos(is)

Esteres: Los ésteres se forman entre una interaccion entre alcoholes y acidos, los
esteres brindan propiedades como calmantes y equilibrantes dentro de los aceites
esenciales, debido a la presencia de grupo alcohdlicos, pueden proporcionar
propiedades antiinflamatorias, antifUngicas y sedantes, los ésteres que se
encuentran comunmente en los aceites esenciales son acetato de linilo y formiato

de geranilo los cuales estan presentes en bergamota y lavanda (19).
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Cetonas: Los aceites esenciales que contienen grupos cetona tienen propiedades
como anticatarrales, proliferantes celulares, expectorantes y propiedades

vulnerables, sirven para la cicatrizacion de heridas y mejoran el tejido de la piel (19)

3.2.4 Métodos de extraccién

Los aceites esenciales se pueden extraer de diversas partes del material vegetal
y esto se puede lograr mediante diferentes métodos de extraccion, los cuales
dependen del material vegetal a utilizar, la composicion, la estabilidad de cada
uno de los componentes y la especificacion del producto final deseado (23). El
método es uno de los factores principales que determina la calidad del aceite
esencial, un método inadecuado puede provocar o dafiar la composicion del aceite
esencial, puede generar cambios fisicos como una decoloracion, mal olor,

aumento de viscosidad (24).

Existen diversos métodos para la extraccion de aceites esenciales, a continuacion,

se describe el método convencional que se utilizara en nuestra estancia.

Destilacién por arrastre de vapor:

La extraccion por medio del método de destilacion al vapor (Figura N°2) es la
técnica mas amplia aplicada, el porcentaje de aceites esenciales extraidos por
esta técnica es del 93% y el 7% restante puede ser extraido por otros métodoss).
El proceso inicia calentando el material vegetal utilizando vapor que se suministra
del generador de vapor. El calor es el principal factor determinante para la eficacia
con la que se rompen y revientan las estructuras del material vegetal y de esta
manera liberen los componentes aromaticos o aceites esenciales 6. Masango
en el aflo 2004 desarroll6 una innovadora técnica por destilacién a vapor para

aumentar los rendimientos de aceites esenciales aislados y reducir la cantidad
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de agua residual, se utiliza un lecho empacado de muestra de plantas, el cual es
colocado sobre la fuente de vapor, de esta manera se permite que el vapor pase

através de las plantas y el agua hirviendo no se mezcle con el material vegetal2a).

Figura N°2. Equipo de destilacion por arrastre de vapor.

3.3 Radicales libres

Un radical libre es por definicion toda especie quimica capaz de una existencia
independiente, que contenga en su capa electronica mas externa uno o mas
electrones no apareados, es decir que se encuentren solos en un orbital. Los
radicales libres, por contener electrones no apareados son inestables y mas
reactivos que los no-radicales. Un radical libre es una molécula que carece de un
electréon para obtener estabilidad electroquimica, por lo que se vuelve altamente
reactivo, los electrones tienden a emparejarse para lograr estabilidad, una vez
que el radical libre ha conseguido sustraer el electron (reduccion) que necesita,
la molécula estable que donan el electron (oxidacién) se convierten en un nuevo

radical libre, iniciando asi una reaccion en cadena (7).
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3.4 Estrés oxidativo

Los radicales libres (RL), entre ellos las formas reactivas del oxigeno (ROS) se
generan constantemente en el organismo, en muchos casos para cumplir
funciones fisiolégicas; no obstante, cuando se producen en exceso pueden
provocar estrés oxidativo (2s). El estrés oxidativo es una situacion bioquimica que
se caracteriza por el desequilibrio entre los radicales libres, principalmente las
especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrogeno, y los mecanismos de

defensa antioxidantes (29).

El exceso de ROS puede producir dafio a lipidos de las membranas celulares o
lipoperoxidacién de proteinas, carbohidratos y ADN (30). Las especies reactivas
del oxigeno (ERO) son altamente reactivas debido a que presentan un numero
disparejo de electrones de valencia. El primer radical libre que se forma por
reduccion del oxigeno molecular es el anién superéxido (O? -), cuya toxicidad es
moderada. Este, de forma espontanea o a través del superoxido dismutasa
mitocondrial (SOD), se convierte en peréxido de hidrogeno (H20z2), el cual se
transforma en el radical hidroxilo (OH), altamente toxico (29).

3.5 Antioxidantes

El término “Antioxidante” puede definirse de diversas formas: Desde el punto de
vista quimico un antioxidante es una sustancia que se opone a la oxidacién o

inhibe reacciones promovidas por oxigenos o peroxidos (o).

El Instituto de Medicina los define como: “Una sustancia que disminuye
significativamente los efectos adversos de las especies reactivas, como el
oxigeno y el nitrégeno, sobre la funcion fisiolégica normal de los seres

humanos”31). Los antioxidantes combaten los radicales libres para mantener las
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células sanas y resistir el dafio celular al reducir la incidencia de enfermedades
cronicas mediante la prevencién de la degradacion celular causada por el estrés

oxidativo(2).

Los sesquiterpenos son terpenoides de 15 carbonos que comprenden
principalmente dos tipos, sesquiterpenos oxigenados y sesquiterpenos de
hidrocarburos. Las formas oxigenadas se presentan en la naturaleza portando
grupos funcionales tales como alcoholes, cetonas, aldehidos, acidos o lactonas.
Debido a su pequefio peso molecular, son partes organicas volatiles importantes,
especialmente de los aceites esenciales, que tienen un gran potencial
medicinalas). Se han informado casi 5000 lactonas sesquiterpénicas. Entre ellos,

se ha informado que del 60 al 65% estan presentes como aceites esenciales (33).

3.6 Ventajas o beneficios de los antioxidantes

Se han estudiado alrededor de 100 enfermedades y su relacion con el
desbalance del sistema oxidativo, entre otras: cardiovasculares, cancer,
gastricas, respiratorias, neurolégicas y del sistema endocrino. Entre éstas las de
tipo cardiovascular tienen amplia evidencia (za).

En el caso de la diabetes los posibles mecanismos de los antioxidantes se
relacionan con la inhibicion en el intestino de la digestién de los carbohidratos,
en particular la glucosa, de la cual también se modula su liberacion por el higado.
Podrian también estimular la secrecion de insulina en el pancreas y activar los
receptores de la misma y de alguna manera activar la recaptura de glucosa en

los tejidos blanco para la hormona (34).

Respecto al cancer se sefiala que si los radicales libres afectan el ADN (4cido
desoxirribonucleico) pueden ocurrir mutaciones que en sSu momento se

transforman en células cancerosas. Se sefiala la relacion entre cancer gastrico
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derivado de la presencia de Helicobacter pylori, bacteria que causa gastritis
cronica y que puede conducir a lesiones precancerosas relacionadas con el
estrés oxidativo (34). En el caso del cancer de mama aumenta la evidencia de que
el riesgo de esta enfermedad, asociada con los genotipos humanos relacionados

al estrés oxidativo, pueden modificarse con el consumo de frutas y vegetales ().

De igual manera se ha estudiado la relacion de los antioxidantes con la artritis
reumatoide, anemia, sindrome metabdlico, esclerosis multiple, trastornos
nefroldgicos, pancreatitis, arrugas prematuras, resequedad de la piel, dermatitis
y asma entre otros padecimientos que en la actualidad abordan las

investigaciones en curso (ss).



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

4.1.1 Estudio Bibliografico

Se realiz6 una investigacion del material bibliografico existente con respecto al
tema de interés, utilizando para ello, diferentes fuentes de informacién como el
sistema bibliotecario de la Universidad de El Salvador y diversas bases de datos
en internet que cuentan con articulos cientificos o investigaciones relacionadas

al tema.

4.1.2 Estudio Experimental

El procesamiento y andlisis que se le aplicO a las especies vegetales
seleccionadas Piper standleyi, Ocotea veraguensis y a la especie con la cual se
realiz6 la validacion del método a utilizar, “Canela”, se llevd a cabo en el
Laboratorio de investigacion de Productos Naturales de la Facultad de Quimica

y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

4.1.3 Estudio prospectivo

Con los resultados de esta investigacion se sentard la base para futuras
investigaciones en la linea de investigacion sobre extraccion y ensayo de

capacidad antioxidante en aceites esenciales.
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4.1.4 Estudio exploratorio

Actualmente en el pais no se contaba con una investigacion cientifica sobre la
extraccion de aceites esenciales y la cuantificacion de la capacidad antioxidante
de Piper standleyi y Ocotea veraguensis. Esta investigacion servira como un
punto de partida para futuras investigaciones en la linea de aceites esenciales de

la flora salvadorena.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Se recopil6é informacién de especies vegetales fuente de aceites esenciales de
publicaciones cientificas, en ResearchGate, Google académico, ScienceDirect,

Academia.edu, PubMed, y en las siguientes bibliotecas:

- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia

de la Universidad de El Salvador.

- Central de la Universidad de El Salvador

- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

- Internet (Journal of Natural Products, Journal of Agricultural and

Food Chemistry, entre otras)

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

4.3.1 Universo:

Especies aromaticas de la flora salvadorefia fuentes de aceites esenciales.
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4.3.2 Muestra:

Tres especies aromaticas de la flora salvadorefia fuentes de aceites esenciales
(Ver Tabla N°1), en donde se tomd en consideracion la disponibilidad, el acceso
al lugar, el estado de la planta y la delimitacion de las zonas seleccionadas.

En la busqueda de informacion botanica de las especies seleccionadas, se
llevaron a cabo visitas al Herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador

(MUHNES) para realizar la respectiva identificacion de cada especie.

4.3.3 Tipo de muestreo

4.3.3.1 Método No Probabilistico

La muestra es seleccionada en funcién de criterios establecidos por el individuo;
en nuestro caso, se establecieron criterios tales como: disponibilidad de la
especie vegetal, el acceso al lugar de la recolecta, el estado de la planta y la
delimitacion de las zonas seleccionadas.

4.3.3.2 Muestreo por Conveniencia

Las muestras que fueron seleccionadas cumplian con las consideraciones que
se plantearon anteriormente. Cabe destacar que este tipo de muestreo no
probabilistico es de gran utilidad para estudios piloto o de sondeo.

4.3.4 Especies vegetales fuentes de aceites esenciales

Se desarrollaron 6 viajes de bioprospeccion, en la busqueda de especies

novedosas fuentes de aceites esenciales, en los Departamentos de Sonsonate y

Ahuachapén; en el caso de Cinnamomum verum “Canela”, fue adquirida
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directamente de un comercio de San Salvador y utilizada para la extraccion del
aceite esencial y la validacion del método DPPH para la cuantificacion de la

actividad antioxidante (Ver Tabla N°1).

4.3.5 Recoleccion e identificacion de las especies vegetales

Se recolectd la parte aérea de la especie Piper standleyi, y corteza de Ocotea
veraguensis y Cinnamomum verum, cada una de las especies vegetales se
presentaron en el Herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador para su
identificacion por el curador del Herbario, siendo el profesional apto para realizar
la confirmacion de la especie, contribuyendo asi a la veracidad de los datos
obtenidos. Cada una de las especies recolectadas se identificaron por el
profesional experto, quien ademas asign6 un niumero de voucher para la especie
vegetal, que permitira establecer la trazabilidad si se desea continuar con el
estudio. Se registraron los siguientes datos: nombre comun, nombre cientifico,
fecha de recolecta, lugar de recolecta, persona que recolecto, ubicacion por GPS

y hombre del botanico responsable de la identificacion.

Tabla N°1. Especies vegetales de la flora salvadorefia como fuente de aceite

esencial.

Especie vegetal Familia Sitio de recoleccién
Ocotea veraguensis (Meisn.) , Finca San Jorge, San Julian,
Lauraceae

Mez Sonsonate
. . L, Cerro Las Antenas,
Piper standleyi Trel. Piperaceae .
Apaneca, Ahuachapan
Cinnamomum verum J. , Mercado Central, San
) R Lauraceae
Presl. “Canela Salvador

4.3.6 Bioprospecciony recolecta

Dentro de las actividades de bioprospeccion se llevd a cabo la busqueda

bibliografica cientifica de Familias botanicas y especies vegetales con presencia
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de aceites esenciales, asi como la visita al Herbario del Museo de Historia Natural
de El Salvador, para corroborar sitios donde se pudieran localizar estas especies
en los departamentos de Sonsonate y Ahuachapan. Asi, en el afio 2021 se
ejecutaron 6 viajes de bioprospeccion y/o recoleccion de especies vegetales en
los departamentos de Sonsonate y Ahuachapén, de donde surgieron 8 especies
aromaticas sujetas a ser, probablemente, estudiadas en un futuro como
potenciales fuentes de aceites esenciales (Ver Tabla N°2). Las especies
vegetales pertenecen a las Familias Myrtaceae, Lauraceae, Verbenaceae,

Cupresséaceae, Pinaceae, Piperaceae y Rutaceae.

Tabla N°2. Especies vegetales aromaticas ubicadas en el Departamento de
Sonsonate y Ahuachapan.

Especie vegetal/Familia/Parte de la planta Sitio de recoleccién/Fecha
Eugenia sp./ Myrtaceae/hojas y corteza Finca San Jorge, San Julian,
Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez/ Lauraceae/hojas y Sonsonate/7 Sept/23 Nov
corteza
Citharexylum donnell-smithii Greenm. /Verbenaceae/flores, Laguna Verde, Apaneca,
hojas, corteza y raiz Ahuachapan/10 Feb

Cupressus lusitanica Mill. /Cupressaceae/hojas y corteza
Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl. /Pinaceae/hojas y corteza

Laguna Las Ninfas,
Apaneca/27 Jul
Cerro Las Antenas, Apaneca,
Ahuachapan/21 jul/16 Nov

Piper standleyi Trel. /Piperaceae/hojas

Lippia cardiostegia Benth/Verbenaceae/hojas Hoyo del Cuajusto, Apaneca,
Zanthoxylum sp./Rutaceae/hojas, frutos y flores Ahuachapan/27 Jul

Las especies vegetales que fueron recolectadas en 2021 para llevar a cabo la
extraccion de aceites esenciales fueron Ocotea veraguensis y Piper standleyi,
fueron seleccionadas por su facilidad de recoleccion, su abundancia en la zona

delimitada, y por sus antecedentes previos que indican que las familias de éstas
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contienen aceites esenciales con una remarcada actividad antioxidante (Ver
Tabla N°3).

Tabla N°3. Especies vegetales aromaticas seleccionadas para la extraccion de

aceites esenciales.
Especie vegetal/Familia/Organo | Nombre Sitio de
utilizado comun recolecciéon/Coordenadas

Cerro Las Antenas, Apaneca,
Ahuachapan/13°50’19'N,
89°48'10”, 1726 msnm, N°
Voucher: GC-4917
Finca San Jorge, San Julian,
Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez/ “Canela Sonsonate/7 Sept/23 Nov.
Lauraceaea / Corteza Montés” 13°40'36”N, 89°34’52” O, 655
msnm, N° Voucher: GC5042
Mercado Central de San
“Canela” Salvador/13.694381,-89.195173,
620 msnm, N° Voucher: CM-0121

Piper standleyi Trel/ Piperdeae/Hojas

Cinnamomum verum J. Presl/ Lauracea/
Corteza

4.4 PARTE EXPERIMENTAL

Todo el proceso experimental del laboratorio se llevd a cabo a temperatura
ambiente (25°C) y en los ensayos de actividad antioxidante, en oscuridad, debido
a que el entorno fisicoqguimico como la luz, el oxigeno y la temperatura afecta los
resultados de la actividad antioxidante. Materiales, reactivos y equipos utilizados
se encuentran en el Laboratorio de Investigacién en Productos Naturales de la

Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

4.4.1 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

4.4.1.1 Procesamiento de muestras

Los resultados de cuantificacion de actividad antioxidante se realizaron por

triplicado respecto a cada solucion de trabajo, se procedié a tabular los datos
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utilizando el programa Microsoft Excel 2019, con el cual se disefi6é una hoja de
calculo para obtener los valores de CV, tomando en cuenta los valores que

presentaron un CV menor al 10%

4.4.1.2 Procesamiento de estandares

El espectrofotometro UV brinda una concentracion en uM equivalentes de Trolox,
se realiz6 un promedio de las curvas de calibracién que presentaron un CV menor
al 10%, a partir de la ecuacion de linea recta obtenida se calcula la concentracion
en UM equivalentes de Trolox utilizando los valores de absorbancia exhibidas

para cada celda.

Haciendo uso de la nueva concentracibn encontrada para cada celda, se
realizaron los calculos que determinan la capacidad antioxidante expresada en

el promedio de umol equivalente de Trolox por cada 100 g de muestra.

4.4.2 Obtencidén del aceite esencial de Cinnamomum verum, Piper standleyi

y Ocotea veraguensis por medio de arrastre de vapor.

1) Fraccionar cada una de las especies vegetales aromaticas con ayuda de
tijeras.

2) Anotar el peso total de la muestra fraccionada.

3) Colocar 2.5 litros de agua en un balén de fondo plano de 5,000 mL.

4) Armar el equipo de arrastre de vapor (Ver Anexo N°2).

5) Mantener la extraccion durante 30 minutos después de observar la
destilacion de la primera gota de agua aromaética.

6) Recibir el total de agua aromatica de la extraccién en un balén de fondo
redondo de 100 mL.
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Separacion del aceite esencial de Cinnamomum verum, Piper standleyi

y Ocotea veraguensis del agua aromatica.

1)

Decantar el agua aromatica obtenida en una ampolla de separacion.

2) Afadir 25 mL de éter dietilico en porciones de 5 mL liberando la presion

3)
4)

5)

4.4.4

1)
2)

3)

4)

4.4.5

generada por los gases, abriendo el robinete de la ampolla.

Recoger la fase acuosa en un beaker de 250 mL.

Recoger la fase oleosa en un beaker de 250 mL con sulfato de sodio
anhidro para eliminar restos de agua.

Repetir por triplicado los pasos 1-4 para obtener un mejor rendimiento del

aceite esencial.

Eliminacién del solvente mediante el equipo de rotaevaporacion.

Transferir la fase oleosa a un balon en forma de corazon.

Rotaevaporar hasta concentrar el aceite esencial y lograr la eliminacién
casi total del solvente.

Transferir el aceite esencial concentrado a un tubo eppendorf con ayuda
de una pipeta.

Llevar a refrigeracion el aceite esencial obtenido hasta el momento de su

utilizacion.

Cuantificacion de la capacidad antioxidante en aceites esenciales por

el método del DPPH.

Reactivos a utilizar:
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, CAS: 1898-66-4); Metanol; Etanol; Aceite
esencial de Cinnamomum verum, Piper standleyi y Ocotea veraguensis; DMSO

10%; Estandar de Trolox (6- hydroxy-2, 5, 7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
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acid, CAS: 53188-07-1). Descripcion del equipo, cristaleria y material a utilizar
(Ver Anexo N°1)

4.4.6

1)

2)
3)

4.4.7

1)
2)
3)
4)

4.4.8
1)

2)
3)

4.4.9

Preparacion de la curva de calibracién con estandar Trolox.

Pesar aproximadamente 5 mg del estdndar de Trolox en un beaker de
100mL.

Disolver con DMSO 10% hasta una concentracion de 500 uM.

Preparar la linea de calibracion a partir de la solucion anterior, en orden
creciente de concentraciones: 6.25 ug/mL, 12.50 ug/mL, 25.00 pg/mL,
50.00 pg/mL, 100.00 pg/mL, 250.00 pg/mL, 500.00 pug/mL.

Preparacién de la solucién de DPPH [50 pM]

Pesar aproximadamente 5 mg de DPPH en un vial de 10 mL.

Diluir con un volumen igual de metanol.

Tomar una alicuota de esta solucion.

Adicionar la alicuota en un beaker de 400 mL con etanol, hasta obtener

una concentracion final de 50 [uM] de DPPH.

Preparacién de las soluciones de trabajo.

Pesar en un vial de 10 mL aproximadamente 6 mg de aceite esencial.
Diluir la muestra con DMSO 10% hasta una concentracién de 3 mg/mL
Realizar diluciones seriadas hasta concentraciones finales de 1.5 mg/mL

y 0.75 mg/mL.

Preparacion de las celdas para la curva de calibracién con Trolox.
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1) Agregar con ayuda de wuna micropipeta a las celdas para
espectrofotometro UV-vis los siguientes reactivos:

- 950 pL de solucion de DPPH [50 uM].

- 50 pL de cada concentracion del estandar de Trolox.

2) Realizar este procedimiento por triplicado para cada concentracion de la
curva de calibracion.

4.4.10Preparacién de las celdas con la solucion de trabajo.

1) Agregar con ayuda de wuna micropipeta a las celdas para
espectrofotometro UV-vis los siguientes reactivos:

- 950 pL de solucion de DPPH [50 uM].

- 50 pL de las soluciones de trabajo.

4.4.11Preparaciéon de blanco de reactivo.

1) Agregar con micropipeta a una celda para espectrofotometro UV-vis los
siguientes reactivos:

- 950 pL de solucion de DPPH [50 uM]

- 50 pL de solucion de DMSO 10%

4.4.12Preparacion de blanco de solvente:

1) Agregar con micropipeta a una celda para espectrofotometro UV-vis los
siguientes reactivos:

- 18.73 pL de metanol

- 931.27 pL de etanol

- 50 pL de DMSO 10%
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Nota: Todas las celdas deben homogenizarse evitando la formacién de burbujas

e incubarlas por 30 minutos en ausencia de fuentes de luz

4.4.13Lectura de celdas en equipo UV:

1)

2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)
9)

Encender el Espectrofotometro UV - Vis minimo 30 minutos antes de
utilizarlo.

Programar la longitud de onda segun la determinacion a realizar.

Ingresar las unidades y las concentraciones de las soluciones estandar.
Tomar las cubetas del lado que no estara en contacto con el haz de luz.
Colocar el blanco y las soluciones estandar dentro de las celdas
correspondientes en el equipo, de manera que la parte transparente y lisa
quede en posicion para que el haz de luz la atraviese.

Leer la absorbancia del blanco seleccionando “Auto Zero” desde el
programa.

Leer las absorbancias de los estandares.

Guardar los datos de las absorbancias del blanco y los estandares.
Sacar las cubetas que contienen soluciones estandares, pero no la que

contiene el blanco.

10)Ingresar al equipo las cubetas de las soluciones de trabajo y asignarles su

respectivo codigo en el programa.

11)Medir las absorbancias de las muestras a una longitud de onda de 515nm.

4.4.14Procesamiento de datos.

4.414.1 Procesamiento de muestras

Los resultados de cuantificacion de actividad antioxidante se realizaron por

triplicado respecto a cada solucion de trabajo, se procedio a tabular los datos
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utilizando el programa Microsoft Excel 2019, con el cual se disefi6é una hoja de
calculo para obtener los valores de CV, tomando en cuenta los valores que

presentaron un CV menor al 10%.

4.4.14.2 Procesamiento de estandares

El espectrofotometro UV - Vis brinda una concentraciéon en uM equivalentes de
Trolox, se realiz6 un promedio de las curvas de calibracién que presentaron un
CV menor al 10%, a partir de la ecuacion de linea recta obtenida se calcula la
concentracion en uM equivalentes de Trolox utilizando los valores de absorbancia
exhibidas para cada celda.

Haciendo uso de la nueva concentracion encontrada para cada celda, se
realizaron los calculos que determinen la capacidad antioxidante expresada en

el promedio de pmol equivalente de Trolox por cada 100 g de muestra.

4.4.14.3 Comparacioén de resultados

Una vez obtenidos los resultados sobre la capacidad antioxidante presentes en
las especies de Piper standleyi y Ocotea veraguensis, haciendo uso del método
StatGraphics version 16.2.04, se realizd el andlisis para verificar si existe
diferencia estadisticamente significativa en la actividad antioxidante exhibida por
las especies.

Se utilizé el analisis de varianza ANOVA de una sola via, que hace posible
determinar si la diferencia que existe entre los datos es suficiente para poder
diferenciarlos o relacionarlos entre si, evaluando la dispersion que existe entre
los resultados.

En ANOVA de un factor existen ciertas condiciones a cumplir:

Sdlo se relacionan dos variables: Una variable dependiente y una independiente

(factor).
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La variable dependiente es cuantitativa, mientras que la variable independiente

es categorica (nominal u ordinal)

4.4.14.4 Prueba F para la diferencia de mas de dos medias

Al aplicar ANOVA de un factor, se calculd un estadistico o test denominado F. En
el calculo del estadistico F se divide la variacion entre los grupos por la variacion
dentro de los grupos.

Si las medias entre los grupos varian mucho y la media dentro de un grupo varia
poco, es decir, los grupos son heterogéneos entre ellos y similares internamente,
el valor F sera mas alto y, por tanto, las variables estaran relacionadas, lo que
significa que las medias de la variable dependiente difieren o varian mucho entre

los grupos de la variable independiente.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Recoleccion de especies vegetales.

Dentro de las actividades de bioprospeccion se llevé a cabo la busqueda
bibliografica cientifica de Familias botanicas y especies vegetales con presencia
de aceites esenciales, asi como la visita al Herbario del Museo de Historia Natural
(MUHNES) de El Salvador, para corroborar sitios donde se pudieran localizar
estas especies en los Departamentos de Sonsonate y Ahuachapan. Asi, en el
afo 2021 se ejecutaron 6 viajes de bioprospeccion y/o recoleccion de especies
vegetales, donde surgieron 2 especies aromaticas sujetas a ser estudiadas como
potenciales fuentes de aceites esenciales (Ver Tabla N°4, y Figura N°3). Se
colectdé la parte aérea de la especie Piper standleyi, y corteza de Ocotea
veraguensis y Cinnamomum verum. Cada especie vegetal se presentd en el
Herbario del MUHNES para su identificacion por el curador del Herbario, siendo
el profesional idéneo para realizar la confirmacion de la especie, contribuyendo
asi a la veracidad de los datos obtenidos. Las especies vegetales pertenecen a
las Familias Piperaceae y Lauraceae. A cada especie recolectada se le asigno
un nuamero de voucher, que permitird establecer la trazabilidad si se desea
continuar con el estudio. Se registraron los siguientes datos: nombre comun,
nombre cientifico, fecha de recolecta, lugar de recolecta, persona que recolecto,
ubicacion por GPS y nombre del botanico responsable de la identificacion.

Tabla N°4. Especies vegetales aromaticas ubicadas en el Departamento de
Sonsonate y Ahuachapan.

Especie vegetal/Familia/Parte de la o )
Sitio de recoleccién/Fecha
planta

Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez/ | Finca San Jorge, San Julidn, Sonsonate/7

Lauraceae/hojas y corteza Sept/23 Nov, N°. Voucher GC-5042




Tabla N°4.
Sonsonate y Ahuachapan.
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Especies vegetales arométicas ubicadas en el Departamento de

(Continuacion)

Especie vegetal/Familia/Parte de la planta

Sitio de recoleccién/Fecha

Piper standleyi Trel./Piperadceae/hojas

Cerro Las Antenas, Apaneca,

Ahuachapan/21 jul/16 Nov, N°. Voucher GC-
4917

Piper standleyi Trel./Piperaceae/ hojas

Laguna Las Ninfas, Apaneca,
Ahuachapan/27 jul, N° Voucher GC-4937

(a) Piper standleyi Trel.

(b) Ocotea veranguensis (Meisn) Mez

Figura N°3. Especies vegetales fuentes de aceites esenciales. Piper standleyi
(a) detalle de hojas; y Ocotea veraguensis (b) detalle de hojas y

fruto.

5.2 Extraccion de aceites esenciales

Para este apartado se utilizaron 3 especies vegetales, 1 de ellas fue utilizada

Ganicamente para desarrollar y afinar

Cinnamomum verum “Canela”.

los métodos empleados, la cual fue

Los ensayos para la validacion del método de “arrastre de vapor” tradicional se

realizaron con la corteza de “Canela” (Cinnamomum verum). Se adquirieron

entonces, 3 libras de “Canela” en el Mercado Central de San Salvador y la

obtencién de aceite esencial se realizé bajo el método de “Arrastre de vapor”

tradicional, ver Anexo N°2 (a).
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Para la extraccion de aceites vegetales de las plantas Piper standleyi se utilizo el
equipo de arrastre de vapor vertical con doble trampa, ver Anexo N°2 (b), y para
Ocotea veraguensis se armo el arrastre de vapor vertical, ver Anexo N°2 (c).

El aparato de arrastre de vapor vertical con doble trampa, Ver anexo N°2 (b), a
diferencia del arrastre de vapor utilizado en “Canela”, cuenta con una doble
trampa con la que se permiti6 una mejor separacion de los compuestos

aromaticos debido a la diferencia de volatilidad entre ellos.

Para la extraccion del aceite esencial de Ocotea veraguensis se utilizé el aparato

de arrastre de vapor vertical (Ver Anexo N°2 (c)).

Los valores de rendimiento de extraccion de aceite esencial del material vegetal

se presentan en la Tabla N°5.

Tabla N°5. Valores de rendimiento de extraccion de aceites esenciales del

material vegetal seleccionado

i Gramos de aceite | Porcentaje de i »
Especie vegetal ] ) o Método de extraccion
esencial obtenidos | rendimiento

Arrastre de vapor

Cinnamomum verum 1.2262 g 0.090% .
tradicional
_ _ Arrastre de vapor vertical
Piper standleyi 0.0257 g 0.1285%
con doble trampa
Ocotea veraguensis 0.0669 g 0.099 % Arrastre de vapor vertical

Se tomo a bien realizar un cuadro en el que se detallan los rendimientos de las
especies aromaticas ensayadas en el Laboratorio de Investigacion de Productos
Naturales (LIPN), con su respectivo método de extraccion, comparandolas con



rendimientos de especies arométicas

terceross,s7). Ver Tabla N°6

Tabla N°6.

reportados en
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investigaciones de

Comparacion de porcentajes de rendimientos de extraccion de
aceite esenciales entre metodologias utilizadas en laboratorio e
investigadas en bibliografias.

Resultados experimentales Resultados bibliograficos
Arrastre | Arrastre de
Arrastre ) Arrastre de Arrastre de
de vapor vertical
de vapor vapor vapor
o vapor con doble o )
tradicional ) tradicional vertical
vertical trampa
Piper standleyi - - 0.1285% - -
Ocotea veraguensis - 0.099% - - -
Cinnamomum verum 0.090% - - - -
Eucalyptus globulus - - - 0.6581% -
Matricaria recutita L. - - - - 0.1775%

El rendimiento de extraccion de una especie aromatica va a depender de diversos

factores, tales como el tamafio de particula del material vegetal, el tiempo de

extraccion, hora de la colecta, lugar de la colecta, y otros multiples factores.

5.3 Cuantificacion de la actividad antioxidante por espectrofotometria UV-

Vis empleando el método de DPPH.

La curva de calibracion del estandar, se preparé con Trolox, partiendo de una

solucion madre de 500.00 yM, se prepararon las soluciones estandar a 250.00

MMy 100.00 pM de Trolox. A partir de la solucién al 100.00 uM se hicieron por
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cascada de dilucién las soluciones estandar al 50.00 uM, 25.00 yM, 12.50 uM y
6.25 uM de Trolox. Las curvas de calibracién de las muestras se prepararon con
los aceites esenciales extraidos y DMSO al 10%, partiendo de una solucion
madre de 3 mg/mL, se prepararon las soluciones de 1.5 y 0.75 mg/mL por

cascada de dilucion.

Para la lectura en el Espectrofotbmetro UV-Vis se preparé para cada
concentracion de estandar 3 cubetas, las cuales al momento de realizar la lectura
en el espectrofotometro UV-Vis contenian: 50 pL de Trolox diluido en DMSO 10%
y 950 uL de la solucion de DPPH.

Las cubetas de la muestra contenian: 50 pL de solucion de muestra y 950 uL de
DPPH. El blanco contenia 50 yL de DMSO 10% y 950 pL de mezcla de alcoholes,
la cual contenia 931.27 L de etanol absoluto y 18.73 pL de metanol.

Cada muestra fue codificada con la inicial del nombre cientifico de cada especie
vegetal analizada, seguido del nUmero de muestra, seguido la concentracién de
trabajo (A, B o C) y por ultimo el nimero de repeticion (1, 2 o 3), por ejemplo,
P1A1 corresponderia a Muestra 1 de Piper standleyi, concentracidén de trabajo A

y repeticion 1.

El tiempo de reaccion de 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente
(25°C), después de esto se midieron las absorbancias de cada cubeta en el
espectrofotometro UV-Vis, comenzando con los estandares.

En el momento de realizar la cuantificacion de la actividad antioxidante se elabord
una curva de calibracion con el mismo numero de estandares a las

concentraciones establecidas (Ver Anexo N°3).
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Tabla N°7. Lecturas de absorbancia, promedios, desviacion estandar y
coeficiente de variacion de los estandares en la prueba del DPPH.
Curvas de calibracién
Estandar ]
Promedio S CVv
MM Trolox Std 1 Std 2 Std 3
250 0.07 0.083 0.072 0.0750 0.007  |9.33333333
100 0.319 0.326 0.338 0.3277 | 0.00960902 | 2.93256059
50 0.412 0.416 0.423 0.4170 |0.00556776 | 1.33519529
25 0.452 0.461 0.457 0.4567 |0.00450925 | 0.98742695
12.5 0.469 0.485 0.47 0.4747 |0.00896289 | 1.88824855
6.25 0.485 0.487 0.492 0.4880 |0.00360555 | 0.73884247

Al terminar la cuantificacion de todos los estandares, se promediaron las

absorbancias de cada estandar en las diferentes curvas (Ver tabla N°7) y se

omitieron las lecturas que no respetaban la tendencia para un mismo estandar,

para ello se utilizé el coeficiente de variacion como parametro, debiendo ser

menor al 10% para aceptar el valor de absorbancia.

El resultado fue una curva de calibracién promedio de la cual se obtuvo la

ecuacion de la linea recta (Ver figura N°4).
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Figura N°4. Curva de calibracibn de estandares utilizando Trolox para la
determinacion de actividad antioxidante.
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Por cada muestra de aceite esencial obtenido, se prepararon 2 soluciones de
trabajo y a cada una de estas le correspondieron 3 concentraciones, en total por
muestra se utilizaron 3 cubetas UV-Vis por concentracion que contaron como
repeticiones.

En el momento de realizar la cuantificacién de la actividad antioxidante de las
muestras se elaboraron curvas de calibracion con las absorbancias obtenidas en
el espectrofotdmetro UV-Vis de cada repeticion realizada por muestra (Ver tabla
N°8 y N°9), en cada una de las curvas de calibracion se genero la ecuacion de
linea recta, la cual se utilizé para obtener el ICso de cada repeticidon con la

siguiente formula:

Donde:

a: Lectura de blanco
b: Intercepto
m: Pendiente
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Tabla N°8. Resultados de determinacion de la actividad antioxidante en Piper
standleyi.
Piper standleyi (mg/mL)
Lecturas ICs0 ICs0 | promedio S cVv
3 15 | 075 | (mg/mL) | (ng/mL)
1 0.451 | 0.468 |0.479 | 19.81 | 19810.32
2 0.438 | 0.476 |0.491 | 11.18 | 11183.49
3 0.479 | 0.463 |0.488 | 13.64 | 13638.01
MUESTRA 2
1 0.442 | 0.479 |0.487 12.64 | 12640.92
2 0.441 | 0.476 |0.489 | 12.16 | 12160.51
3 0.427 | 0.466 | 0.484 | 10.22 | 10223.11
11969.21 |1317.09 | 11.00
Tabla N°9. Resultados de determinacion de la actividad antioxidante en Ocotea
veraguensis.
Ocotea veraguensis (mg/mL)
Lecturas ICs0 ICs0 Promedio| S cV
3 15 075 | (mg/mL) | (ug/mL)
1 0.434 0.469 0.48 12.14 |12137.12
2 0.437 0.452 | 0.479 13.95 |13946.38
3 0.435 0.472 | 0.479 1250 |12495.91
MUESTRA 2
1 0.440 0.470 |0.487 12.77 | 12769.84
2 0.434 0.440 | 0.469 13.17 |13171.82
502 . 504 15. 1506.
3 0.50 0.505 | 0.50 5.06 506.30 129423 |694.78 | 5.38

Para realizar los célculos de promedios, desviaciones estandar y coeficientes de

variacion, se utilizé el programa Microsoft Excel 2019.
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El resultado final se expres6 como el promedio de los ICso obtenidos para cada
uno de los aceites esenciales (Ver Tabla N°10)

Tabla N°10. Resultados de determinacion de la actividad antioxidante en aceite
esencial de Piper standleyi, Ocotea veraguensis y Cinnamomum

verum.
Aceite esencial ICso0 [ug/mL]
Cinnamomum verum 1,700+ 2.1
Piper standleyi 11,969.2 + 1317.1
Ocotea veraguensis 12,904.2 £ 694.8
Trolox 37.5+£0.7
BHT 6,800 + 0.0

En la actividad antioxidante de los aceites esenciales extraidos (Ver Tabla N°10),
se observa que el aceite de Cinnamomum verum mostré la mayor actividad
antioxidante (ICso=1,700.0 £ 2.1 pg/mL).

Los aceites en estudio presentaron ICspo mayor a 1,000 pg/mL segun bibliografia,

estos resultados no sugieren una remarcada actividad antioxidante (ss).

Es necesario recordar que los antioxidantes previenen la oxidacion de la cadena
de radicales que destruye la integridad de la membrana, resultando méas a

menudo en lisis de células.

En los aceites esenciales del género Piper, usualmente se encuentran
compuestos fenolicos como estragol y eugenol (39).

En los aceites esenciales de Cinnamomum verum se encuentra en gran cantidad
el compuesto de cinamaldehido y el &cido cinamico, los cuales segun bibliografia

contienen una marcada actividad antioxidanteuo), mientras que algunos
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monoterpenos como a-terpineno, y el terpinoleno presentes en el aceite del
género Ocotea solo tienen una modesta actividad antioxidante1), sin embargo,
es importante mencionar que diferentes componentes en el mismo aceite

esencial pueden generar interacciones sinérgicas.

Por lo tanto, sera necesario realizar mas estudios fitoquimicos con métodos de
extraccion por arrastre de vapor que estén estandarizados (como por ejemplo el
aparato Clevenger), para confirmar los resultados al verificar la composicion de

metabolitos secundarios de los aceites esenciales.

ANALISIS ESTADISTICO

Andlisis estadistico para comparar la actividad antioxidante presentado por
los 2 aceites esenciales en estudio.

Se realizé la comparacién entre los promedios obtenidos de la muestra de Piper
standleyi y Ocotea veraguensis, para poder establecer un criterio sobre cual
extracto es mas conveniente que otro en cuanto a la cantidad de actividad

antioxidante.

Se realiz6 ANOVA de un solo factor con un nivel de confianza del 95%, en el
programa Stargraphics Centurion (Ver Tabla N°11).



61

Tabla N°11 Comparacion de la varianza de la actividad antioxidante entre Piper
standleyi y Ocotea veraguensis.

Especie Vegetal Piper standleyi Ocotea veraguensis
Recuento 5 5
Promedio 11969.2 12904.2

Desviacion estandar 1317.09 694.772
Coeficiente de variacion 11.00% 5.38%
Minimo 10223.1 12137.2
Maximo 13638 13946.4
Rango 3414.9 1809.2
Razon F 3.59374
Valor P 0.243065

El analisis de varianza de un factor compara los valores medio de las muestras y
mediante la prueba F en la tabla de ANOVA, determina la existencia de

diferencias significativas entre ellas.

La tabla N° 9 representa la varianza de la actividad antioxidante, muestra que el
valor P de la prueba F es mayor que 0.05, por lo tanto, no se puede rechazar la
hipétesis nula, ya que ambos aceites esenciales no son significativamente

diferentes, son estadisticamente iguales en un nivel de 95.0% de confianza.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0CONCLUSIONES

1. Las especies vegetales Ocotea veraguensis (Familia Laurdceae; ubicada
en Finca San Jorge) y Piper standleyi (Familia Piperaceae; ubicada en
Cerro Las Antenas) fueron las elegidas para llevar a cabo la extraccion de
aceites esenciales, ya que luego de llevar a cabo la bioprospeccion de
distintas especies vegetales, se determind bibliograficamente que dicho
género al que pertenecen cada una de ellas posee una actividad

antioxidante alta.

2. La especie vegetal de la cual se obtuvo un mayor rendimiento en la
extraccion de su aceite esencial, es Piper standleyi con un porcentaje de
0.1285%.

3. La especie de Cinnammomum verum exhibi6 mayor capacidad
antioxidante con un ICso de 1,700 pg/mL, seguido por Piper standleyi y
Ocotea veraguensis con ICso de 11,969.2 y 12,859.8 pg/mL,
respectivamente, presentando la menor capacidad de captacion de

radicales libres.

4. La baja actividad antioxidante en las especies de Piper standleyi y Ocotea
veraguensis, se podria relacionar a su contenido de metabolitos
secundarios, principalmente compuestos fendlicos y monoterpenos
regulares, aunque también a la falta del equipo adecuado para la

extraccion de aceites esenciales (Clevenger).



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0RECOMENDACIONES

Mantener las condiciones de oscuridad y temperatura ambiente, debido
a la inestabilidad de los reactivos y extractos, que en solucion se vuelven

mas vulnerables al ataque de oxigeno, temperatura y luz.

Utilizar papel aluminio para cubrir por completo la cristaleria a utilizar,
desde la toma de las muestras hasta la finalizacion en la determinacién

de la actividad antioxidante.

Utilizar equipo de bioseguridad para la parte experimental de este
trabajo, ya que los solventes son toxicos y volatiles, trabajar en camara

de gases.

El método de extraccion “Doble trampa” permitié colectar el aceite
esencial de Piper standleyi con mayor pureza y se obtuvo un mayor
porcentaje de rendimiento, por lo que esta técnica puede ser utilizada a

nivel de docencia universitaria para la extraccion de aceites esenciales.

Realizar la extraccion de aceites esenciales utilizando el aparato
Clevenger, ya que permite realizar la cuantificacion de extracciones por

ser un método oficial.

Retomar los resultados de esta investigacion como referencia, pero en
caso sea posible, someter los extractos nuevamente a la determinacion

de actividad antioxidante.
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ANEXOS



ANEXO N° 1

DESCRIPCION DE REACTIVOS, CRISTALERIA, MATERIAL Y EQUIPO
UTILIZADOS EN LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.



Reactivos:
Reactivo Trolox
Reactivo DPPH
Agua Bidestilada
Metanol

Etanol

Cristaleria:

Beaker capacidad de 250 mL

Beaker capacidad de 50 mL

Beaker capacidad de 10 mL

Pipeta pasteur

Material:
Papel aluminio
Papel Parafilm
Micro espatula
Puntas descartables para micropipetas
Cubetas descartables para UV-Vis
Papel toalla

Guantes descartables

Equipo:
Ultra congelador
Balanza analitica 5 digitos

Micropipeta capacidad 30-300 pL

Micropipeta capacidad 100-1000 L
Espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis



ANEXO N°2 METODOS DE EXTRACCION.

(b) Arrastre de vapor
vertical con doble trampa

\a) Arrastre de vapor tradicional (c) Arrastre de vapor vertical/

Figura N°5. Métodos de arrastre de vapor empleados para la obtencion de

aceites esenciales.



ANEXO N°3

CALCULOS PARA PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR PARA LA
REALIZACION DE LA CURVA DE CALIBRACION.



Calculo para determinar volumen de solucion madre a utilizar para preparar

soluciones estandar.

Para preparar las soluciones estandar, se parte de una solucion madre cuya

concentracion de Trolox es 500 puM.

Las soluciones por preparar seran con las siguientes concentraciones de Trolox:
500.0 uM, 250.0 pM, 100.0 uM, 50.0 uM, 25.0 uM, 12.50.0 uM, 6.25.0uM.

Disolver 5 mg de Trolox en 39 mL de DMSO 10% (500.0 uM)

Para calcular la cantidad de solucibn madre a utilizar para cada solucion

estandar, se hace uso de la siguiente féormula:

GV,
V, =
1 C,

Donde:

V1= Volumen de solucién de Trolox 500.0 uM a utilizar

C2= Concentracion de solucion estandar a preparar

V2= Volumen de solucion estandar a preparar

Ci= Concentracion de la solucion madre Trolox (500.0 pM)

Ejemplo de célculo para la preparacion de solucion estandar de 250.0 uM

_ (250.04M)(1000.0pL)
e (500.0pM)

V, = 500.0 pL



Obteniendo como resultado los siguientes datos:

Tabla N°12. Datos para la preparacion de la curva de calibracion.

Concentracion de Trolox Alicuota de sIn. Alicuota de DMSO
(M) madre (L) 10% (L) Volumen total (L)
500 500 500 1000
250 500 800 1000
100 500 500 1000
50 500 500 1000
25 500 500 1000
125 500 500 1000
6.25 500 500 1000




