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RESUMEN

El Salvador posee una gran variedad de plantas que aun no se investigan y que
no se han determinado las propiedades terapéuticas que pueden aportar a la
poblacion, sin embargo, algunas ya son conocidas y utilizadas para curar
diversos padecimientos, tal es el caso del “Eucalipto”, del cual se utilizan las hojas
para aliviar enfermedades de las vias respiratorias, pero se ha limitado el uso a

tan solo uno de sus 6rganos, sin aprovechamiento total de la planta.

En este estudio se investigo el kino del Eucalyptus citriodora, un tipo de exudado
vegetal caracterizado por la abundante presencia de compuestos polifendlicos.
La muestra del exudado se recolectod directamente del arbol, ubicado dentro del
campus de la Universidad de El Salvador, en la sede central. La especie vegetal

se identificd botanicamente y se proporcioné su respectivo nimero de voucher.

La disolucion asistida por ultrasonido del kino resulto en una solucion homogénea
gue fue sometida a una particion liquido/liquido con diclorometano; la fraccion
diclorometanica fue concentrada a sequedad y luego sometida a una
cromatografia en columna, utilizando mezclas de los solventes n-hexano:acetato

de etilo, en orden creciente de polaridad para finalmente eluir con metanol.

A las fracciones obtenidas se les cuantificaron los fenoles totales y la actividad
antioxidante, con la prueba de Folin-Ciocalteu y la del DPPH, respectivamente.
La fracciébn mas polar fue la de mejores resultados, al aumentar la polaridad se
mejora la obtencion de polifenoles y en el kino, dichos compuestos son
responsables de la actividad antioxidante. En conclusion, el kino de Eucalyptus
citriodora posee gran cantidad de polifenoles que proporcionan actividad
antioxidante, y se sugiere incluir en la formulaciéon de un fitomedicamento o
fitocosmético. El tratamiento y analisis de muestras se realizé en el Laboratorio
de Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia

de la Universidad de El Salvador en el periodo de mayo a septiembre del 2019.
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I. INTRODUCCION

Eucalyptus citriodora, comunmente llamado en El Salvador como “Eucalipto”, ha
sido muy estudiado por el aceite esencial presente en sus hojas, sin embargo, se
han pasado desapercibido otros érganos y los metabolitos secundarios presentes
en ellos. El “Eucalipto” produce y libera un exudado ante la necesidad de
proteccion a todo aquel factor que genere rupturas en la corteza como lo son los
dafos fisicos, infecciones o el crecimiento mismo del arbol, dicho exudado

actualmente ha sido poco estudiado.

La tintura elaborada con oleorresina de “Eucalipto” posee actividad antimicética
ante Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes que suelen producir
dermatomicosis, asi también, ha demostrado actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Streptococcus pyogenes,
que producen neumonia, otitis externa y faringitis entre muchas otras
enfermedades, dichas actividades se deben a la presencia de flavonoides,
antraquinonas, sesquiterpenlactonas, glicésidos cardiotonicos y taninos, por lo

gue las expectativas son muy grandes respecto a la oleorresina. s,

El oxigeno es esencial para la vida, pero dada su alta reactividad, también es un
elemento téxico, por lo que la naturaleza desarrollé sistemas de control para
mantener un equilibrio entre las sustancias pro-oxidantes y las antioxidantes. Al
romperse el equilibrio, favoreciendo a las sustancias pro-oxidantes, se genera el
estrés oxidativo, relacionado a la aparicion de enfermedades cardiovasculares e
infecciosas, cancer, diabetes mellitus y trastornos neurodegenerativosss), dando
asi, gran importancia a la busqueda e investigacion de sustancias con
propiedades antioxidantes, especialmente de origen natural, que ofrezcan

optimos resultados y minimos o nulos efectos adversos.

El propésito del estudio fue cuantificar el contenido de fenoles totales y

determinar la actividad antioxidante de cada una de las fracciones obtenidas de
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la cromatografia en columna a partir de la fraccion diclorometanica procedente
de la particion liquido/liquido del extracto etandlico del kino de Eucalyptus
citriodora, utilizando el método de Folin-Ciocalteu para fenoles totales y el método
del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) para la actividad antioxidante.

La principal dificultad que existe para llevar a cabo estos métodos es la necesidad
de realizar todo el proceso en la mayor ausencia de luz posible para evitar la
degradacion de los reactivos como de los polifenoles que también son
fotosensibles.

La fraccion metandlica superé a las demas fracciones en ambos métodos, obtuvo
la mayor cantidad de fenoles totales y la mayor actividad antioxidante; por la
concordancia entre los resultados de ambos métodos, la actividad antioxidante
puede ser atribuida a los compuestos polifendlicos, corroborando investigaciones
realizadas por otros investigadores donde revelaron, segun los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de las mismas fracciones utilizadas en
esta investigacion, que los compuestos mayoritarios presentes en el kino de

Eucalyptus citriodora eran polifenoles.

Esta investigacion ha ayudado a la caracterizacion de la especie vegetal
Eucalyptus citriodora de El Salvador, proporcionandole un nimero de voucher
que daré trazabilidad para futuras investigaciones y debido a la afinidad mostrada
de los polifenoles por solventes polares, este estudio deja una gran perspectiva
sobre la inclusién del kino de E. citriodora en un fitofarmaco o fitocosmético,
pudiendo utilizar agua como solvente para tal fin, convirtiéndose en una fuente
exdgena de antioxidantes que ayuden a prevenir o disminuir la probabilidad de

aparicion de enfermedades o dafios causados por radicales libres.

El tratamiento y analisis de las muestras se llevé a cabo en el Laboratorio de
Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia de

la Universidad de El Salvador en el periodo de mayo a septiembre del 2019.
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antioxidante y fenoles totales en el kino de Eucalyptus
citriodora (Myrtaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Identificar la especie vegetal y recolectar el kino proveniente del

Eucalyptus citriodora.

2.2.2 Preparar el extracto etandlico a partir del kino de Eucalyptus citriodora.

2.2.3 Obtener las fracciones de la columna cromatografica a partir de la
fraccidn diclorometénica seca del kino del Eucalyptus citriodora.

2.2.4 Cuantificar los fenoles totales y la capacidad antioxidante de cada una

de las fracciones obtenidas en la cromatografia en columna.

2.2.5 Evaluar si existe diferencia estadistica entre los resultados de las
diferentes fracciones en la cuantificacion de fenoles totales y la

actividad antioxidante.
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lIl. MARCO TEORICO
3.1 GENERALIDADES DEL EUCALIPTOss)

Nombre comun en El Salvador: “Eucalipto”

Nombre cientifico: Eucalyptus citriodora Hook

Sinonimia: Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson
Género: Eucalyptus

Especie: citriodora

Familia: Myrtaceae
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Figura N°1. Eucalyptus citriodora, Universidad de El Salvador. Propiedad del
LIPN.

3.1.1 Descripcién boténica

Este arbol crece hasta 30 metros de altura, 0.6 a 1.3 m de diametro, con copa
regular poco densa (Figura N° 1). El tronco es de base recta o ligeramente
ensanchada, fuste cilindrico recto y limpio, corteza gris, lisa y desprendible en
escamas 0 parches delgados e irregulares que dejan pequefias hendiduras
redondeadas. Al desprenderse estas porciones de epidermis dejan expuesta la
corteza interior de color blanquecino. Su follaje es abundante y de color verde, al
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estrujar las hojas despide un fuerte olor, parecido al del alcanfor. Tiene ramas
pequefias, delgadas, ligeramente aplanadas, de color verde claro, tefiidas de
marrén. El tamafio y la forma de las hojas varia con la edad, cuando jovenes son
opuestas, estrechas a lanceoladas-anchas, con margenes ondulados, vellosas,
muchas veces peltadas. Las hojas adultas son alternas, ligeramente acuminadas
en el apice, de forma lanceolada con base decurrente y borde entero, glabras,
verde claro por el haz y el envés; con numerosas nervaduras poco visibles y dos

nervaduras paralelas a los bordes. az; 1

Presenta cabezuelas florales ramificadas en corimbos terminales que nacen en
la base de las hojas. Flores numerosas, de color blanco, en umbelas de 3 a 5
flores juntas sobre peciolos cortos. Los frutos son cdpsulas de forma ovalada, de
color marrén, con pequefios puntos redondeados emergentes y una pequefa
tapa redondeada, con tres lineas delgadas. Cada capsula contiene pocas
semillas irregularmente elipticas, relativamente grandes comparadas con las

semillas de otros “Eucaliptos” de color negro brillante, de 4 a 5 mm de longitud.

Normalmente cada capsula contiene también algunas semillas estériles de
tamafio pequefio. El nimero de semillas por kilogramo oscila entre 60,000 y
110,000. La madera es de color marron claro a gris-marrén, de grano recto a
ondulado, fuerte y resistente, moderadamente durable a durable vy

moderadamente resistente a las termitas. s

3.1.2 Usos etnobotanicos en El Salvador

El Eucalyptus spp ha sido utilizado para diversos tratamientos (Ver Cuadro N° 1),
especialmente para enfermedades que implican la obstruccion de las vias

respiratorias, debido a su actividad mucolitica y expectorante.

La via de administracion mas comun es la oral y las inhalaciones en
aromaterapia, las actividades se atribuyen a la relativamente gran cantidad de

aceite esencial presente en sus hojas.
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Cuadro N°1. Usos etnobotanicos del “Eucalipto” en El Salvador.q»

Enfermedad | Organo vegetal | Preparacion Via de administracion Dosis
Decoccion Bafios locales tibios
Hojas secas Maceracion 3 al dia
o Fomentos
Artritis con etanol
] Maceracion .
Hojas frescas Cataplasmas Varios
con etanol
) Infusion o Oral 3-4 tazas/dia
Asma Hojas secas y _ _
decoccion Inhalaciones 3-4 veces/dia
Bronquitis Hojas secas Infusion Oral 3-4 tazas/dia
Fiebres Hojas secas Infusion Oral 1-2 tazadas
Tras_tornos_ fje Hojas secas Infusion Oral 3 tazas/dia
la circulacion
) -~ Oral caliente 3 tazas/dia
Catarros Hojas secas Decoccion i :
Inhalaciones Varias
Dolor de Corteza seca o »
i ) Infusion Oral Y2 - 1 taza
estbmago fresca, hojas
Dolor ) . Barfios locales y .
Hojas secas Decoccién . 1-2 al dia
muscular generales tibios
Afecciones Oral 1-2 tazas
de la Hojas secas Infusion _ .
Inhalaciones Varias
garganta
Corteza y hojas Maceracion Cataplasmas Varios
Golpes . — - . — .
Hojas secas Decoccion Bafios y lienzos tibios Varios
) ] N Oral 3 tazas/dia
Gripe Hojas secas Infusion i :
Inhalaciones Varias
Hojas secas o . .
] N Barios locales y lienzos .
Heridas frescas 'y Decoccién ) Varios
calientes
corteza fresca
Malestar del ) . . o .
Hojas secas Decoccién Bafios generales tibios 1-2 al dia
cuerpo
Afecciones ) . .
Hojas secas Infusion Oral 3 tazas/dia
del pecho
Sinusitis Hojas secas Infusion Inhalaciones Varias
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Cuadro N°1. Continuacion.

_ _ Baros locales y
Hojas secas Decoccion . ) 3 al dia
) lienzos calientes
Reumatismo i :
] Maceracion Frotamientos, )
Hojas frescas Varios
con etanol cataplasmas
) ) Oral 1-2 tazas
Tos Hojas secas Decoccion i i
Inhalaciones Varias
Oral 1-2 tazas
Tuberculosis Hojas secas Infusion
Inhalaciones Varias
) Hojas y corteza Infusion Oral 3 tazas/dia
Varices
frescas o secas Decoccion Pediluvios tibios 3/dia/10 min.

3.2 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL EXUDADO DE Eucalyptus citriodora

La determinacion de la actividad antimicética in vitro de una tintura de oleorresina
procedente de Eucalyptus citriodora colectada en El Salvador revel6 que la tintura
al 30% inhibe el crecimiento de Candida albicans, mientras que Trichophyton
mentagrophytes es sensible a la tintura en todas las concentraciones ensayadas
(5%, 15%, 30%), en especial a la concentracion intermedia. Los resultados
propusieron alternativas al tratamiento de dermatomicosis causadas por las
cepas ensayadas y su efectividad estd ampliamente relacionada con la presencia
de taninos con gran poder astringente, entre otros metabolitos secundarios
(Cuadro N° 3).(s)

En el 2005 se realiz6 la determinacion de la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de la oleorresina del E. citriodora frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa y Streptococcus pyogenes. Todas las bacterias
ensayadas fueron susceptibles al extracto etanolico y sus diluciones, y en el caso
de P. aeruginosa la inhibiciéon fue mayor que el disco de Gentamicina 10 ug
(patrén); de los metabolitos secundarios presentes (Cuadro N° 3), se presumio

que las sesquiterpenlactonas, taninos y flavonoides actuaron sinérgicamente.
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Méndez y Ramirez, en el 2006 llevaron un estudio similar al anterior,
determinando la actividad antimicrobiana del extracto diclorometanico de la
goma-resina de Eucalyptus citriodora frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa y Streptococcus pyogenes, utilizando como patrén los
antibioticos Penicilina, Gentamicina y Ampicilina. Las tres bacterias resultaron
sensibles al extracto diclorometanico, siendo S. aureus el mas susceptible,

seguido de P. aeruginosa y S. pyogenes, respectivamente.

El resultado de la inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa fue mayor que la
obtenida por el patron Gentamicina 10 pg. El exudado fue clasificado como goma-
resina y no como una oleorresina, ya que los compuestos presentados fueron

terpenos y carbohidratos (Cuadro N° 2).cs

Cuadro N°2. Analisis fitoquimicos preliminares realizados al exudado de
Eucalyptus citriodora. s; 34 39)

Tintura al 30% p/v Extracto etandlico Extracto diclorometéanico
Flavonoides Flavonoides Acidos hidroxicinamicos
Glicésidos antraquinénicos Glicésidos antraquinénicos Compuestos fendlicos
o o Esteroles
Glicosidos cardiotonicos Glicosidos cardiotonicos i
Flavonoides
Sesquiterpenlactonas Sesquiterpenlactonas Glicésidos antraquinénicos
Taninos Taninos Terpenos

En el 2007 Alas y Pinto, por medio de cromatografia en columna, obtuvieron
fracciones de n-hexano:AcOEt 10%, 30% y 50% procedentes del extracto
diclorometanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora colectada en el
campus de la Universidad de El Salvador, a las cuales determinaron la actividad
antimicrobiana. Las fracciones fueron sometidas a un analisis de metabolitos
secundarios por RMN-H (Cuadro N° 3) y se comprobé por ensayos in vitro la
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosay Streptococcus pneumoniae. Los resultados obtenidos revelaron que

S. aureus fue susceptible a las fracciones del 30% y 50% pero no a la fraccion
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del 10%. La cepa de P. aeruginosa fue susceptible a las diluciones de las
fracciones de 10%, 30% y 50%, mientras que la cepa de S. pneumoniae fue

altamente resistente a todas las fracciones en todas sus diluciones.

La mayor inhibicion se logré con la concentracion del 0.75% de las fracciones de
10%, 30% y 50% para P. aeruginosa y la concentracion del 3.0% de las
fracciones del 30% y 50% para S. aureus. En ese mismo afio, se determiné la
actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas de la cromatografia en
columna (n-hexano:acetato de etilo 70%, acetato de etilo puro y metanol puro)

procedentes del extracto diclorometanico de la goma-resina de E. citriodora.

Los resultados evidenciaron que las fracciones de n-hexano:AcOEt 70%, acetato
de etilo puro y metanol puro, poseian actividad contra Staphylococcus aureus y
Pseudomona aeruginosa, pero no contra Streptococcus pneumoniae. Realizaron
también un andlisis de Resonancia Magnética Nuclear de Protén (RMN-'H) en la
gue determinaron la presencia de metabolitos secundarios que se detallan en el
Cuadro N° 3.y

Cuadro N°3. Metabolitos secundarios en las fracciones del extracto
diclorometéanico de la goma-resina de Eucalyptus citriodora por
RMN-1H. ¢ 21

Fracciones n-hexano:AcOEt Fraccién Fraccién
10% 30% 50% 70% AcOEt puro MeOH puro
Acidos Acidos Acidos Acidos Acidos
fendlicos fenodlicos fenodlicos fendlicos fendlicos
Acidos Acidos
Cafeato Chalconas Chalconas Chalconas . .
cinamicos cinamicos
n-alquilico . : - - -
Flavonoides Flavonoides Isoflavonoides | Isoflavonoides | Isoflavonoides
Flavononas Flavononas Triterpenos Triterpenos
i i Flavonoles . )
Triterpenos Triterpenos glicosados glicosados

Duh et al.,, 2012, investigaron la actividad antiproliferativa e induccion de

apoptosis de la resina de Eucalipto citriodora de Taiwan. El extracto etandlico de
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la resina de Eucalyptus citriodora contenia fenoles totales altos y la apoptosis
generada se relaciond con la disminucion de potenciales transmembrana

mitocondrial, el aumento de la relacion Bax/Bcl2 y la activacion de la caspasa 3.

La fraccion de acetato de etilo poseia un compuesto bioactivo principal
denominado HEMA (6-[1-(p-hidroxifenil)-etil]-7-O-metil aromadendrina), el cual
se aislo e identificO mediante espectrofotometria de masas (MS) y Resonancia

Magnética Nuclear (RMN), siendo el principal flavonoide detectado (Figura N°2).

La fraccion de acetato de etilo y HEMA, lograron inhibir la proliferacion de células
B16F10 por apoptosis, la fraccion a 500 pg/mL logré reducir la viabilidad del
60.3% en comparacion con las células no tratadas, mostraron un potencial
reducido de la membrana mitocondrial, su rendimiento y efecto antiproliferativo
fue mayor que las demas fracciones. Ademas, la fraccién a 200 y 500 pg/ml y
HEMA a 40 pg/ml, aumentaron la generaciéon de ERO/NO en 649.5%/362.4% y
217.0%/103.4% aumentando la apoptosis. o

Figura N°2. Estructura quimica de HEMA (6-[1-(p-hidroxifenil)-etil]-7-O-metil-
aromadendrina).

Shen, Chen y Duh, en 2012, investigaron el efecto citotoxico de la resina de

Eucalyptus citriodora colectada en Taiwan sobre las células hepatoma HepG2

humanas. Todos los extractos a 500 ug/mL disminuyeron la proliferacién celular,

siendo la fraccion acuosa la que obtuvo un mayor porcentaje de inhibicién con el

81.71%. El lactato deshidrogenasa se libera por dafio en la membrana y muerte

celular, indicando necrosis o apoptosis y todos los extractos mostraron una



33

liberacion significativa en 24 horas. La fraccion acuosa obtuvo la mayor

liberacion, accion citotoxica y sensibilidad de las células HepG2.

La caspasa-3 es una de las principales enzimas de ejecucion en la apoptosis y
su actividad en presencia de la fraccion acuosa del extracto de la resina resulto
en induccién de su activacion conllevando a la apoptosis de las células HepG2.
La fraccidn acuosa aumento significativamente la relacion Bax/Bcl-2, por lo que

puede considerarse anticancerigeno. o

En 2017, se realizé la extraccion de polifenoles de la corteza de Eucalyptus nitens
y Eucalyptus globulus recolectada en Chile, determinando la cinética
experimental, modelado y evaluacion de sus actividades antioxidantes y
antifangicas. Buscaron el aprovechamiento de la corteza que suele ser un residuo
con gran cantidad de resina, en cuya composicion figuran compuestos
polifendlicos, algunos demandados por la industria alimenticia, cosmética y
farmacéutica por sus propiedades antimicrobianas, hipoglucemiantes,

antiinflamatorias y antitumorales.

Los fenoles totales fueron determinados por el ensayo de Folin-Ciocalteu, con un
espectrofotometro UV a 765 nm reportando en mg equivalentes de acido galico,
y la capacidad antioxidante se determin6 con el método de DPPH. La
concentracion minima inhibitoria (CIM) para detener el crecimiento de los hongos
Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y Ganoderma australe, se determind
con los extractos de corteza de E. nitens y E. globulus, ambos mostraron
inhibicién del crecimiento de la especie fungica T. versicolor. El estudio demostro
una fuerte correlacion lineal entre los compuestos fendlicos totales y la capacidad

antioxidante.ug

Nobakht, et al., 2017, investigaron las propiedades antibacterianas de los
flavonoides del kino de Corymbia citriodora, Corymbia torelliana x Corymbia
citriodora y Corymbia torelliana, recolectados en Australia, frente a bacterias

Gram-negativas, Gram-positivas y Candida albicans.
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Figura N°3. Estructura de siete flavonoides aislados del kino de Corymbia
torelliana con actividad contra Pseudomona aeruginosa

Siete flavonoides aislados del kino de C. torelliana poseian actividad
antibacteriana contra Pseudomona aeruginosa superando los canales de porina
gue aumentan la tolerancia a antibioticos en Gram-negativas (Figura N°3). Solo
el compuesto (+)-(S)-4",5,7-trihidroxi-6-metilflavanona fue activo contra
Staphylococcus aureus. Los extractos etandlicos de los kinos de C. citriodora y
C. torelliana, mostraron fuerte actividad frente a P. aeruginosa, S. aureus,

Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus y C. albicans.
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Debido a que la actividad mas alta fue frente a P. aeruginosa, centraron su
atencion en la actividad frente a cuatro grupos clonales diferentes de esta
bacteria, aislados de casos clinicos, C1, C8, C11 y C19. Los extractos de kino
mostraron fuerte actividad frente a las cuatro cepas, excepto contra C11 que fue
resistente al extracto de C. torelliana, asi como también a Ticarcilina, Aztreonam
y Acido clavulanico-Ticarcilina (antibioticos). Se determiné que los grupos
hidroxilo aumentan la actividad de los flavonoides contra S. aureus resistente a
la meticilina, mientras los metoxilos reducen su actividad; sin embargo, esto no

es definitivo.us
3.3 GENERALIDADES DE LOS EXUDADOS VEGETALES

Los exudados son producidos principalmente por los arboles, generados en las
células y liberados en la superficie como resultado de una lesion, muchos pueden
ser recogidos o raspados de la superficie. La produccién se asocia a lesiones 0
infecciones de los tejidos de las plantas, incluidos accidentes como rayos o

incendios, condiciones ambientales extremas, suelo pobre y clima seco.

El aspecto y propiedades fisicas de los diferentes tipos de exudados pueden ser
muy similares, pero molecularmente muy diferentes; existe una carencia de
métodos simples para identificarlos, pero mediante estudios por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) se ha logrado clasificar cada uno de ellos por el tipo
de compuestos quimicos organicos que poseen, entre ellos terpenos y
polisacéaridos de alto peso molecular. Mientras que los géneros de gimnospermas
son principalmente productores de resinas, las angiospermas pueden producir

resinas, gomas, o latex.

Anatomicamente la produccién varia segun el tipo de exudado y el grupo
(gimnosperma y angiosperma). Las resinas son producidas por células derivadas
del epitelio adyacentes a las células parenquimatosas, el contenido se libera en

canales de resina alargados (para gimnospermas) o en ampollas de resina mas
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globulares (para angiospermas), las gomas por células parenquimatosas
derivadas del cambium, los latex por células (laticiferos), a partir de varios tejidos

vegetales, como el parénquima y el floema secundario.

Historicamente los diferentes tipos de exudados como las gomas, resinas,
resinas de goma (goma-resinas), que pueden ser indistinguibles a simple vista, y
el latex, han sido utilizados para diferentes fines que van desde cosméticos,
joyeria y adhesivos dentales hasta aditivo en materiales de construccion o ser
aplicados en cultivos. s La caracterizacion de los exudados puede realizarse por

RMN de manera inequivoca en los siguientes tipos:

3.3.1 Resinas

Las resinas son mezclas insolubles en agua, en gran parte de terpenos (bloques
de isopreno). La fosilizacion hace que sean resistentes a la disolucion,
generalmente se llaman resinas fésiles, resinitas o inadecuadamente, ambar. Las
mezclas complejas de terpenos proporcionan huellas digitales especificas para
la identificacion de las resinas y diferenciacion entre familias. Los carbonos
terpenoides saturados (C-C) unidos solo al hidrégeno u otros carbonos producen
resonancias en la region & 10-50, los carbonos insaturados (C=C) resuenan en
la region & 110-150 y los carbonos saturados unidos a oxigeno (C-O) aparecen
en la regién 6 60-80. En ocasiones, por oxidacion se producen grupos carbonilo

(C=0), que se muestran en la region & 170-210.

En las resinas especificamente estan ausentes las resonancias de carbonos
unidos a dos oxigenos por enlaces simples (OCO) en & 95-105, lo que permite
diferenciarlas de las gomas y las goma resinas, ya que dicho enlace esta en todos
los carbohidratos. s En la Figura N°4, de Pinus rudis, puede observarse la region
saturada con desacoplamiento normal se caracteriza por grandes picos en d 17,
24, 38 y 48. Hay un pico amplio de baja intensidad en la region C-O & ca. 70,

nada en la regién OCO (azucar), picos insaturados principalmente entre & 114 y
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138 con picos muy pequefios de carbono de exometileno (C=CH2)a d ca. 110y

146, y un pico carbonilo pequefo y agudo en & 187.

En el espectro con desfase dipolar, la region saturada contiene cuatro picos
afilados en 6 17, 24, 38 y 48 (el pico en & 38 a menudo se divide en dos, lo que
da un total de cinco picos). Un pequefio pico de C-O sobrevive a d ca. 70, y el

pico de carbonilo en & 187 esta realzado.
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Figura N°4. Espectro de RMN 13C de 75 MHz de la resina de Pinus rudis con des-
acoplamiento normal (inferior) y con desfase dipolar (superior). s

3.3.2 Gomas

El principal componente son los azucares (Figura N°5) y se presentan como
mezclas de oligosacaridos y polisacaridos de alto peso molecular, hidrosolubles
o dispersables en agua. Se han usado como adhesivos, acuarelas, productos

alimenticios y un ejemplo de ellas es la Goma Arébica.

OH
OH
OH

Hexosa

OCO

HO

Figura N° 5. Estructura de la hexosa, grupos funcionales caracteristicos de los
azucares. s
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Normalmente no hay terpenos, por lo que, la regiéon saturada del espectro de 13C
NMR esta vacia. Ocasionalmente, se pierde agua de un azucar para producir
moléculas insaturadas como el &cido ascorbico, y la oxidacion puede producir
acidos glicaricos con grupo carbonilo. Los azUcares contienen varios enlaces C-
O que resuenan en la region & 60-80, y un solo carbono OCO que resuena en la
region 6 95-105. Como los alcoholes simples, ésteres y éteres también resuenan
en la region C-0O, la region OCO es altamente diagnoéstica para los azucares. Los
espectros de Prunus armeniaca (albaricoque) no muestran resonancias por

debajo de & 60 (Figura N° 6), indicando la ausencia de resinas.
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Figura N°6. Espectro de RMN 13C de 75 MHz de la goma de Prunus armeniaca
con desacoplamiento normal (inferior) y con desfase dipolar
(superior). s

Las caracteristicas dominantes estan en la region C-O de 6 60 a 85, con un doble

maximo en & 71y 74 y dos hombros en & 62 y 82; lo mas critico es la presencia

del pico mediano en & 104 de los enlaces OCO. Pueden existir resonancias C-O

en ausencia de azucares, pero generalmente son mas pequefos y agudos que

en las gomas. Ademas, la ausencia del pico de OCO confirma que la fuente no

es un azucar. s
3.3.3 Goma resinas

Estas contienen terpenos y carbohidratos, entre ellos se encuentran la mirra y el

incienso. Los espectros deben exhibir caracteristicas de ambos grupos:
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- Goma, el espectro debe contener una resonancia C-O dominante, una
resonancia OCO clara y carecer de todas las resonancias saturadas

(terpenoides).

- Resina, el espectro debe contener una banda dominante de resonancias en la
region saturada y carecer de la resonancia OCO, aunque puede haber una

pequefia resonancia C-O.

T T T T T T T T T T T T T
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Figura N°7. Los espectros de RMN 3C de 75 MHz de la goma resina de Schinus
molle con desacoplamiento normal (inferior) y con desfase dipolar
(superior).es

El espectro de Schinus molle de las Anacardiaceas, posee caracteristicas

clasicas de gomas y resinas (Figura N°7). Tiene una serie de picos de

terpenoides en la regidén & 15-50, un gran pico de C-O centrado en & 72 y un pico
de OCO pronunciado en & 104. Tanto resinas como gomas pueden dar
resonancias insaturadas y carbonil. Por lo tanto, la goma resina debe contener
resonancias saturadas significativas, una resonancia C-O grande y una

resonancia OCO significativa. zs
3.3.4 Kino

Poseen coloracion rojiza profunda, alto contenido de taninos y la propiedad de
precipitar proteinas, ademas carecen de polisacaridos caracteristicos de una

goma. o)



40

Los kinos se asemejan en apariencia a las resinas y las gomas, pero sus
espectros de resonancia magnética nuclear son drasticamente diferentes, posee
las resonancias saturadas de terpenos pequefias en comparacion con las de las
resinas, pero exhiben fuertes resonancias insaturadas que dominan los
espectros, las cuales son débiles para las resinas y ausentes para las gomas, por
lo que se denomina kino a aquellos exudados conformados mayoritariamente por

fenoles y compuestos aromaticos.

A manera de ejemplo, el espectro de RMN *3C de kino de Corymbia citriodora
(Figura N°8), posee en la region insaturada un pico grande en & 138 y ninguno
en 0 155, otro pico grande y ancho de & 110 a 120 y un nuevo pico en & 94,
mientras que en la region carbonilo tiene un pico sustancial en & 168. Finalmente,
la regidn saturada (terpenoides) esta completamente vacia.q, En el espectro de
RMN !H del kino Corymbia citriodora (Figura N°9), las resonancias son
extremadamente agudas. Las regiones de alcano saturado y EWG (Electron-
Withdrawing Group, Grupo de Extraccion de Electrones: O, N, C=0) de baja

frecuencia (0-4) estan casi vacias.
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Figura N°8. Espectros de RMN 3C a 100 MHz del kino de Corymbia citriodora,

con desacoplamiento normal (inferior) y desfase dipolar (superior). e
Las regiones de EWG y alquénicas de alta frecuencia (d 4-6.5) estan ocupadas
de manera uniforme por numerosos picos pequefios y agudos. Hay picos de CH

aromatico en 6 6.8-7.0 (fendlico) y 7.3-7.6 (areno). El Gnico pico amplio en los
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espectros es el de 6 8.5-9.5 a partir de protones OH fendlicos. Hay picos de acido

carboxilico y aldehidicos significativos en la regién 6> 9.5.¢
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Figura N°9. Espectro de RMN *H a 500 MHz del kino de Corymbia citriodora.

3.3.5 Latex

Con frecuencia son liquidos lechosos blanquecinos que consisten en goticulas
de compuestos organicos suspendidos o dispersos en un medio acuoso. Pueden

distinguirse facilmente por su espectro de RMN distintivo de poliisopreno lineal. zs
3.4 GENERALIDADES DEL PROCESO OXIDATIVO

3.4.1 Proceso oxidativo

El equilibrio entre oxidantes y antioxidantes determina la salud. Los radicales
libres se producen inevitablemente en los organismos causando trastornos
degenerativos, como mutagénesis, carcinogénesis, trastornos cardiovasculares
y envejecimiento.es El proceso de 6xido reduccion tiene dos fases, la oxidacion,
que implica la pérdida de electrones de hidrogeno con la ganancia de oxigeno en
la molécula y la reduccion, que implica la ganancia de electrones de hidrégeno

con la pérdida de oxigeno.

3.4.2 Estrés oxidativo

Se refiere a la accion de un radical libre que afecta a las células, en condiciones

normales se logra un equilibrio entre la produccion de especies reactivas y



42

mecanismos antioxidantes enddgenos del cuerpo. Este equilibrio disminuye la
toxicidad y dafio celular por oxidacion, si hay una proliferacion descontrolada de

radicales o un déficit del sistema antioxidante el equilibrio se rompe.
3.4.3 Radicales libres

Son especies quimicas que tienen en su estructura uno o0 mas electrones no
apareados, altamente reactivos y clave para formar otros radicales libres en
cadena, con vida media de microsegundos, pero con rapida propagacion y dafio
potencial a tal punto que un radical libre puede dafar un millon de moléculas

durante la reaccion en cadena.

Se liberan durante el metabolismo, pero también se producen por contaminantes
ambientales, radiaciones, alcohol, tabaco, drogas, alimentacion no adecuada,
fertilizantes o pesticidas, incluso con el elevado estrés fisico o psiquico.e Las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y las especies reactivas de nitrogeno (ERN)
son compuestos que dafian las células e incluyen radicales libres y sustancias
gue son altamente reactivas y con capacidad oxidante. Las especies reactivas se

generan principalmente en peroxisomas, mitocondrias y el reticulo endoplasmico.
3.4.4 Especies reactivas de oxigeno (ERO)
3.4.4.1 Radicales libres

3.4.4.1.1 Anion superoxido (102)

Resulta de la reduccion incompleta del oxigeno, donde adquiere 1 electron ("O2),
siendo precursor de otros oxidantes reactivos y toxicos. No atraviesa membranas
por si solo, pero actlua lejos del sitio de produccion por los transportadores de
aniones. El principal efecto toéxico del anion superoéxido y el perdxido de hidrogeno
es dado por los radicales hidroxilos formados en la reaccion de Haber—\Weiss:

02_ + H202 —> 02 + OH™ + OH"-
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3.4.4.1.2 Hidroxilos ((OH)

Pueden formarse por exposicion a rayos gamma (y) o en la reaccién de Haber—

Weiss, y también en la reaccion de Fenton si hay metales de transicion:

Fe?* + H,0, — Fe" + OH™ + OH"

Atraviesan facilmente membranas, pero en general reaccionan cerca de su
origen, es la especie de oxigeno reactiva mas poderosa y dafiina, reacciona con
muchos compuestos organicos tomando un electrén, forma agua y el sustrato se
convierte en un radical, asi también, es el principal iniciador de la peroxidacion

lipidica.
3.4.4.2 Compuestos no radicales
3.4.4.2.1 Oxigeno singlete

La molécula de oxigeno (Oz) en estado basal, tiene dos electrones no apareados
con giro paralelo, uno en cada uno de los dos orbitales externos, siendo birradical
y se denomina oxigeno triplete (302). Este reacciona muy lento y para aceptar un
par de electrones, uno de los electrones no apareados debe revertir su giro, lo

gue impone una barrera termodinamica.
3.4.4.2.2 Peroxido de hidrégeno

Es una molécula reactiva que participa en reacciones que resultan en otros
productos reactivos. Puede atravesar las membranas, lo que le permite causar
dafios lejos de su lugar de origen. Comunmente las reacciones catalizadas por
oxidasas forman peroxido de hidrégeno, se forma abundantemente en

peroxisomas, al degradar acidos grasos de mas de 20 carbonos.

En las células fagociticas, la mieloperoxidasa activada durante la explosion
respiratoria u oxidativa produce peroxido de hidrégeno que puede reaccionar con

los iones de cloruro para producir oxidantes y bactericidas poderosos como el
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acido hipocloroso (hipoclorito, CIO") y los radicales hidroxilos, siendo la principal

linea de defensa contra patdgenos.

H,O, + CIF — HCIO + OH"

3.4.5 Especies reactivas de nitrogeno (ERN)
3.4.5.1 Radicales libres
3.4.5.1.1 Oxido nitrico (NO")

Altamente reactivo por lo que su vida es menor a 5 segundos, la liberaciéon
repentina del 6xido nitrico tiene efectos tdéxicos en bacterias, células tumorales y
otras particulas fagocitadas. Durante la explosion respiratoria en macréfagos
(répida liberacion de especies reactivas de oxigeno), el 6xido nitrico y el radical
superéxido pueden reaccionar y producir una molécula oxidante activa, el acido

peroxinitroso que a pH neutro es peroxinitrito.

3.4.5.1.2 Peroxinitrito (ONO~)

Reacciona con residuos de cisteina y metionina en las proteinas, también con los
residuos de tirosina, agregando NO: al anillo de benceno de este aminoacido.
Mediante la modificacién de proteinas, el estrés oxidativo puede afectar los

sistemas de transduccion de sefales.

3.4.5.1.3 Diéxido de nitrégeno (NO2)

3.4.5.1.4 Acido nitroso (HNO2)
3.4.6 Relacién con el envejecimiento

Se ha mencionado que la expectativa de vida humana podria aumentar al
disminuir los procesos oxidativos. Los radicales libres como las especies
reactivas de oxigeno (ERO) pueden alterar la membrana interna o el ADN
mitocondrial, llevando a una mayor produccién de ERO, mayor dafio y estrés

oxidativo y pérdida del equilibrio.
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El genoma mitocondrial es susceptible al ataque de los radicales que la misma
mitocondria genera, esto sumado al estrés oxidativo puede asociarse a
enfermedad conduciendo a destruccion celular propia del envejecimiento, cabe
destacar que al envejecer disminuye la proteccion antioxidante, sin embargo, la
longevidad parece aumentar al incluir antioxidantes en la dieta con una reduccion
calorica. Una situacion constante de estrés oxidativo puede alterar el sistema
inmunoldgico, estos cambios degenerativos pueden conllevar a formacién de

cataratas, inicios de Alzheimer, Parkinson o problemas cardiovasculares.

3.5 GENERALIDADES DE LOS ANTIOXIDANTES POLIFENOLICOS

Los antioxidantes son compuestos enddgenos o exégenos, que intervienen ya
sea en la iniciacion, propagacion o finalizacion del proceso oxidativo mediado por
radicales libres.q.sy Hay dos tipos principales de antioxidantes, el "primario”
(ruptura de la reaccidon en cadena, secuestradores de radicales libres) y el
"secundario" o "preventivo" que pueden incluir la desactivacion de metales, la
regeneracion de antioxidantes "primarios"”, eliminar el oxigeno singlete, entre
otros.ss Un antioxidante tiene la capacidad de neutralizar la accién oxidante de
los radicales libres, al poseer un electron desapareado son altamente reactivos,
el antioxidante aun a bajas concentraciones previene o retarda significativamente

la oxidacion.ss

Los polifenoles son de los principales metabolitos secundarios de las especies
vegetales. Estos intervienen en el crecimiento, reproduccion y procesos
defensivos contra agentes biolégicos o fisicos. En su estructura presentan mas
de un grupo fenol, son reactivas y regularmente estan unidas a azlcares, como
glucosa, galactosa, arabinosa, ramosa, xilosa o los &cidos glucorénicos,

galacturonicos, acidos carboxilicos, aminoacidos y lipidos.

La actividad biolégica de los polifenoles esta relacionada con su caracter
antioxidante debido a la capacidad de quelar metales, inhibir la actividad de la

lipooxigenasa y atrapar radicales libres. La cantidad y tipo de polifenoles
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presentes en un alimento varia en funcién de la especie, parte vegetal, exposicion
solar, grado de madurez, condiciones de cultivo, procesado y almacenamiento,

entre otros.as
3.5.1 Metabolitos secundarios polifendlicos con actividad antioxidante

El fenol es la estructura basica de los compuestos fenélicos (Figura N°10) y esta

constituido por un anillo aroméatico que se une a un grupo hidroxilo.

OH

Figura N°10. Estructura quimica del fenol.

Los polifenoles son en su mayoria potentes antioxidantes al donar electrones o
H*, ademas son parte del sistema de defensa contra microorganismos, insectos
y herbivoros, asi como también a radiaciones ultravioletas y relativas altas
temperaturas. Estan ampliamente distribuidos en frutas y vegetales,
encontrandose generalmente conjugados con uno o mas residuos de azucar por
medio de los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se producen uniones

directas entre el azlcar y un carbono aromatico. s

Los compuestos fendlicos se forman por la via del &cido shikimico, comenzando
con la produccién de fenilalanina y tirosina. La fenilalanina es el sustrato de la
fenilalanina amonio-liasa, enzima que conduce a la formacion de polifenoles.
Otros compuestos fendlicos como el acido galico se forman por la 3-

dehidroshikimato, via dehidroshikimato deshidrogenasa. us

En los ultimos afios ha aumentado el interés por los compuestos fendlicos debido
a su contribucion a la salud, la ingesta de ellos en la dieta habitual puede ayudar
a atenuar enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer que se

asocian con el estrés oxidativo. s
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3.5.1.1 Fenoles simples

Los fenoles vegetales se sintetizan a partir de hidratos de carbono a través de la
via del shikimato, ruta biosintética de los aminoacidos aromaticos exclusiva para

microorganismos y plantas.

Dichos fenoles estan en todas las frutas y hortalizas, en casi toda la planta, pero
difiere la cantidad entre cada parte, individuo y poblaciones de la misma
especie.qs Son compuestos que tienen dos (en las posiciones 1,2; 1,30 1,4) o
tres (en las posiciones 1, 3, 5 0 1, 2, 3) grupos hidroxilo en el anillo aromatico
(Figura N°11).us)

OH OH
OH OH OH
OH
OH
OH OH HO OH CHg,
Catecol Resorcinol  Hidroquinona Floroglucinol 4-metilresorcinol

Figura N°11. Estructura quimica de algunos compuestos fendlicos simples.us
3.5.1.2 Fenoles acidos

Se dividen en &cidos hidroxibenzdicos y en acidos hidroxicinAmicos, la presencia
de mas de un grupo hidroxilo y una mayor separacion del grupo carbonilo al anillo
aromatico (Figura N°12), aumentan la capacidad antioxidante, por lo tanto, los
acidos hidroxicinamicos tienen mayor capacidad antioxidante que los acidos

hidroxibenzoicos.us

OH OH OH
HO o)
OH OH OH -
HO HO OH /O
=z = =z
COOH COOH COOH COOH COOH COOH
Acido protocatéquico  Acido galico Acido vanilico  Acido cafeico  Acido p-cumarico Acido ferulico

Figura N°12. Estructura quimica de acidos fendlicos. s



48

3.5.1.2.1 Acidos hidroxibenzéicos

Son acidos fendlicos que tienen un esqueleto C6—C1 de acido hidroxibenzaico,
presentan un grupo carboxilico y grupos hidroxilo (uno o mas) en un anillo
aromatico (Figura N°13) e incluyen los acidos protocatéquico, galico, vanilico,
gentisico y siringico. Existen principalmente en los alimentos como glucésidos;
los tipos mas comunes de glucosidos incluyen los acidos p-hidroxibenzoico,
protocatéquico y vanilico. Estan presentes en frutas, verduras y cereales,
ademas de la capacidad antioxidante, presentan actividad hepatoprotectora

como es el caso del acido protocatéquico. us; so)

OH OH OH
HO HO OH /O
COOH COOH COOH
Acido protocatéquico  Acido galico Acido vanilico

Figura N°13. Estructura quimica de algunos acidos hidroxibenzdicos. us
3.5.1.2.2 Acidos hidroxicinamicos

Caracterizados por la presencia del grupo -CH=CH-COOH en reemplazo del
grupo COOH de los acidos hidroxibenzéicos (Figura N°14). El doble enlace entre
carbonos aumenta la resonancia, la deslocalizacion de electrones y de la misma
manera la actividad antioxidante, ademas de eso, poseen actividades
antigenotoxicas y antiproliferativas. Las uvas, manzanas, arandanos, espinacas,

brécoli, el café y los cereales son algunas de sus fuentes.as

Entre los &cidos fendlicos, el acido ferdlico, es el acido hidroxicinamico mas
abundante en el mundo vegetal, ha mostrado actividades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias, antitrombosis y anticancerigenas; también son
abundantes los acidos hidroxicinamicos p-cumarico, cafeico, feralico, sinapinico
(Figura N°14).as)



49

OH OH OH
HO 0
z z z
COOCH COOCH COOH

Acido cafeico  Acido p-cumarico Acido ferulico

Figura N°14. Acidos hidroxicinamicos de mayor recurrencia en la naturaleza. ue

Las propiedades antioxidantes se atribuyen a su estructura (Figura N°15),
especificamente al nucleo fendlico acoplado a una cadena lateral conjugada
extendida que facilita la formacién de un radical fenoxi estabilizado por
resonancia. Ademas, los grupos donadores de electrones en el anillo de benceno
(3-metoxilo y, mas importante, 4-hidroxilo) proporcionan la propiedad de terminar
las reacciones de la cadena de radicales libres; el doble enlace C-C adyacente
proporciona sitios de ataque adicionales para los radicales libres evitando asi que
ataquen las membranas; y el grupo acido carboxilico que actia como un grupo
de anclaje que lo une a la bicapa lipidica, brindando cierta proteccion contra la

peroxidacion lipidica.q

Grupo carboxilo — COOH
Enlace insaturado —_—

Grupo metoxilo OCHj,
Hidroxilo fendlico ——3» OH

Acido fertlico

Figura N°15. Estructura quimica del &cido ferdlico, grupos funcionales de
importancia en la actividad antioxidante.

3.5.1.3 Cumarinas

Contienen un anillo aromatico unido a un heterociclo con oxigeno, se consideran

fenoles cuando el grupo hidroxilo esta unido a un esqueleto de cumarina, como
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en la umbeliferona, el grupo hidroxilo se encuentra en la posicion 7 (Figura N°16)

y entre sus propiedades estan la actividad antioxidante y antibacteriana. as,

©\/1 /@\/1
0” "0 HO o” 70

Cumarina Umbeliferona

Figura N°16. Ejemplos de estructuras quimicas de cumarinas simples.

El ndcleo de cumarina consiste en un anillo pirona unido a un anillo de benceno.
Derivan de la isomerizacion trans-cis de la cadena lateral del 4cido o-cumarico

seguida de la lactonizacion.

Las cumarinas son 1,2-benzopironas (benzo-2-pironas, cromeno-2-onas) y se
clasifican como: cumarinas simples, furanocumarinas y piranocumarinas (Figura
N°17), ademas de cumarinas sustituidas con pirona (benzocumarinas y furano-
benzocumarinas con anillo de benceno o benzofurano respectivamente). Los

isdbmeros de las cumarinas (isocumarinas) también se encuentran en las plantas.

Furanocumarinas

T,
o) 0" Yo O 0~ ~o
OH
Psoraleno Xanthotoxol

Piranocumarinas

X
7 X
o 0”0
o 0”0 /

Xantiletina Seselina

Figura N°17. Ejemplos de furanocumarinas y piranocumarinas. s

3.5.1.4 Xantonas, estilbenos y benzofenonas
Sus estructuras se relacionan debido a que poseen dos anillos aroméaticos unidos

por cetona, cetonas heterociclicas o grupos vinilo (Figura N°18). El resveratrol es
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un estilbeno antiinflamatorio y con actividad contra artritis, enfermedades
cardiovasculares y retrasa el envejecimiento, mientras que las xantonas

muestran actividad antiprotozoaria y contra Leishmania. s

Q00 o

Benzofenona Xantona Resveratrol

Figura N°18. Estructuras basicas de benzofenonas, xantonas y estilbenos. us
3.5.1.5 Quinonas

Se caracterizan por un anillo diona completamente conjugado. Se clasifican como
(1) ubiquinonas, como la coenzima Q10, (2) antraquinonas, cuando tienen dos
anillos fendlicos en la estructura de quinona como la emodina y (3) naftoquinonas,
gue tienen un solo anillo aromatico ligado al anillo conjugado por un grupo cetona
doble (Figura N°19). Las quinonas poseen propiedades redox y la coenzima Q10

es un potente antioxidante. us,

OH O OH

Coenzima Q4 Emodina

Figura N°19. Quinonas, estructura de la coenzima Q10 (ubiquinona) y la emodina
(antraquinona). s

3.5.1.6 Benzoquinonas

Provienen de la ruta del acetato y se forman a partir de las quinonas (dicetonas

insaturadas), que al reducirse se convierten en polifenoles que pueden

regenerarse por oxidacion (Figura N° 20).
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o OH
-2e”
—
+2e”
OH

p-Benzoquinona (1,4)  Hidroquinona

Figura N°20. Oxidacién y reduccion de benzoquinonas.
3.5.1.7 Betacianinas

Son pigmentos presentes en alimentos como la remolacha, en este caso los
componentes responsables de la coloracion roja son la betanidina (Figura N°21)

y la isobetanidina, que han demostrado una alta capacidad antioxidante in vitro.as

HO
mcoorl
HO N®

\

\
\ COOH
S—NH
HOOC
Betanidina

Figura N°21. Estructura quimica de la betanidina.

3.5.1.8 Lighanos y ligninas

Los lignanos son compuestos fendlicos dimeros derivados de la fenilalanina y
alcoholes cinAmicos presentes en varios alimentos como granos, hortalizas y
uvas. Presentan capacidad antioxidante y se consideran fuente de
fitoestrégenos, particularmente el sesamol, un derivado de la sesamina (Figura
N°22).

Las ligninas son polimeros fendlicos complejos con estructuras muy
heterogéneas y se polimerizan con azucares. Su funcion biolégica proporcionar

apoyo estructural y de transporte de agua en las plantas. us
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(+) sesamina (+) pinoresinol

Figura N°22. Estructura quimica de sesamina y pinoresinol
3.5.1.9 Flavonoides

La estructura béasica de los flavonoides (Figura N°23) consta de tres anillos: un
anillo aromatico dihidroxilado en las posiciones 5y 7 (anillo A), un segundo anillo
fendlico generalmente mono-hidroxilado (anillo B) que también pueden contener

grupos metoxi y el anillo heterociclico (anillo C).as

Figura N°23. Estructura basica de un flavonoide. us

Los flavonoides son derivados benzo-gamma-pirona y ofrecen a las plantas
proteccion frente a patégenos, herbivoros y a la radiacion ultravioleta. Poseen
propiedades antioxidantes y quelantes de metales; son capaces de prevenir el
dafio producido por los radicales mediante los siguientes mecanismos: (1)
Neutralizacién directa de las ERO, (2) activacion de enzimas antioxidantes, (3)
actividad quelante de metales, (4) reduccion de radicales de a-tocoferol, (5)
inhibicion de oxidasas, (6) mitigacion del estrés oxidativo causado por 6xido

nitrico y (7) aumento de los niveles de &cido Urico. s
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La actividad antioxidante de los flavonoides depende de su estructura, por lo que
alquilaciones o la glicosilacion conduce a un aumento o disminucion de la
actividad. Fisicoquimicamente el almacenamiento, luz, oxigeno, pH, temperatura
y oscuridad son factores que provocan variaciones significativas en la actividad
antioxidante, especialmente el oxigeno y la luz, que generan degradacion severa
de los flavonoides, sin embargo, son estables ante la luz en alimentos crudos
debido a la proteccion que les proporciona la matriz vegetal, mientras que en
alimentos procesados sufren fotodegradacion.

Los flavonoides no son estables incluso en la oscuridad y con una cantidad baja
de oxigeno, los que no poseen una estructura enona exhiben la mayor
estabilidad, mientras que aquellos con un grupo hidroxilo en la posicién 3 son los

mas sensibles.

Estos son un grupo de compuestos relacionados estructuralmente divididos por
el grado de hidroxilacion, metoxilacion, prenilacion, glicosilacion y union del anillo
B en la posicion C-2 (mas frecuentemente) o C-3. Las caracteristicas

estructurales basicas de los flavonoides se presentan en la Figura N°24.,

La degradacion lleva a un aumento de la actividad antioxidante en el caso de la
rutina y el mesquitol, indicando que la actividad antioxidante de los productos de
degradacion es mayor en comparacion con las moléculas nativas, asi como, los
efectos sinérgicos entre las moléculas nativas y las neoformadas también pueden

ser el origen de este aumento.

Los flavonoides son sintetizados en plantas a través de la via metabdlica
fenilpropanoide o acetato-malonato y se han informado mas de diez mil variantes
estructurales. EI término "flavonoide" describe metabolitos secundarios
generalmente con estructuras C6-C3-C6 que forman un nucleo de 2-fenilbenzo-
gamma-pirano (cromano) que consiste en dos anillos de benceno (A y B) unidos

a través de un anillo pirano heterociclico (C). Los flavonoides se clasifican de
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acuerdo con el nivel de oxidacién del anillo C del pirano central. En las flavonas
y los flavonoles, los grupos hidroxilo estan presentes principalmente en el C-5y
C-7 (anillo A), C-4’ (anillo B), y algunas veces uno de esos grupos esta ausente.

Otra posible hidroxilacion ocurre en el C-3’ y C-5’ (anillo B) y C-3 0 C-2 (anillo C).

OH OH OH
oo LI oo LT ho o L
(L) 9 @ "
OH

O OH O OH O
Isoliquiritigenina Naringenina Taxifolina
(Chalcona) (Flavanona) (Flavanonol)

OH
HO O(Ja O
0
Z OH
OH
Genisteina Aureusidin Pelargonidin
(Isoflavona) (Aurona) (Antocianidina)

OH O OH O
Quercetina Apigenina
(Flavonol) (flavona)

Figura N°24. Caracteristicas estructurales basicas de los diferentes tipos de
flavonoides. s

La diferencia también depende de la presencia de un doble enlace entre el C-2 'y
C-3, que estd ausente en las flavanonas donde el C-2 asimétrico esta
generalmente en la configuracién 2S. Las isoflavonas se caracterizan por la union
del anillo B de fenol en la posicién C-3. Las chalconas y dihidrochalconas tienen
la estructura C3 de cadena abierta con una funcionalidad cetona y una
insaturacion a, B que une los anillos Ay B (en lugar de un anillo C heterociclico),
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distinguiéndolos de  otros flavonoides. Las auronas son @ 2-
bencilidenocoumaranonas, y las antocianidinas tienen una estructura de 2-
fenilbenzopirilo. También las antocianidinas estan frecuentemente presentes

como estructuras oligoméricas y poliméricas. e
3.5.1.9.1 Chalconas

Son flavonoides que difieren de la estructura basica, ya que tienen una cadena
lineal para conectar los anillos A y B en lugar del anillo heterociclico C (Figura

N°25). Son pigmentos amarillos que suelen dar color a flores y frutas. as

OH O
Xanthohumol Buteina

Figura N°25. Estructura quimica de chalconas comunes.

La actividad de las chalconas esta relacionada a (1) la presencia de sustituyentes
que retiran electrones en el anillo A o un anillo de quinolina en esta ubicacion
favorece una buena actividad, (2) en general, la presencia de grupos donantes
de electrones en el anillo B se asocia con una mejor actividad y (3) un puente

cetona a-f insaturado es esencial para la actividad. s

Las chalconas estdn compuestas por dos nucleos aromaticos unidos por un
puente carbonilo a-B insaturado de tres carbonos. La interconversion isomérica
de chalconas y flavononas en presencia de acido o base las hace importantes

ligandos.

El oxigeno carbonilo y/u otro(s) heteroatomo(s) en la molécula acttan como

donadores de electrones para la formacion de complejos con iones metalicos. s
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3.5.1.9.2 Auronas

El nombre "aurona” proviene de la palabra latina aurum (oro) debido al color
amarillo dorado de los pigmentos en muchas plantas. Quimicamente son un anillo
heterociclico de benzofuranona que contiene un grupo fenilo unido a través de

un doble enlace exociclico carbono-carbono (Figura N°26).

HO OH

Aureusidin

Figura N°26. Estructura quimica de una aurona comun, aureusidina. as

La principal ventaja de las auronas es su alta estabilidad, en comparacion a las
chalconas, y su simplicidad, aunque tienen presencia limitada en la naturaleza,
son un grupo bioactivo muy prometedor con diversas actividades biologicas que
incluyen la antioxidante, anticancerigena, antiparasitaria, antiinflamatoria,
antimicrobiana, antimaléarica, antileishmanial y propiedades anti-Alzheimer,

también pueden ayudar en el tratamiento de la hiperuricemia y la gota. g 2,
3.5.1.9.3 Flavononas y flavanonoles

Se diferencian por el anillo C (Figura N°27), en flavononas es un anillo
heterociclico saturado de seis miembros, con un grupo cetona en la posicién 4
del anillo heterociclico de oxigeno, mientras que en flavanonoles existe un grupo
hidroxilo que se afiade al anillo en la posicidon 3, cerca del grupo cetona. La
naringenina usualmente esta presente en frutas citricas y se ha encontrado que
exhibe efectos antioxidantes, antimutagénicos y anticarcinogénicos, previene la
peroxidacion lipidica y el dafio celular hepéatico, ademas protege el sistema

antioxidante en la hepatocarcinogénesis inducida por N-nitrosditilamina. g 45
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OH OH
» so0a.
OH

OH O OH O
Naringenina Taxifolina
(Flavanona) (Flavanonol)

Figura N°27. Diferencias estructurales entre flavanonas y flavanonoles.as
3.5.1.9.4 Flavonas y flavonoles

Estos compuestos son similares a flavononas y flavanonoles, con la diferencia
que presentan en su anillo C un doble enlace entre las posiciones 2 y 3 (Figura
N°28). Suelen encontrarse en alimentos vegetales en forma de O-glicésidos y C-
glicésidos. Poseen actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antigenotéxicas y

antihiperglucemiantes. as

OH O

Apigenina
(flavona)

Figura N°28. Estructura quimica de la apigenina, una flavona. s

Los flavonoles poseen el esqueleto de 3-hidroxiflavona y existen como mono, di
o triglicosidos en las especies vegetales; estan involucrados en los procesos de
crecimiento, desarrollo y defensa de las plantas, como la proteccion contra los
dafios causados por radiacion ultravioleta y la invasion de patégenos o insectos,
ademas mejoran la tolerancia a la sequia y la oxidacion, atraen polinizadores,
intervienen en la interaccidn entre los pelos radiculares y las bacterias
simbidticas, y modulan la apertura de estomas para eliminacion de especies

reactivas de oxigeno (ERO), pueden regular el crecimiento de brotes y raices. s
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3.5.1.9.5 Isoflavonas y neoflavonoides

Se caracterizan por una diferencia en la posicion del anillo B en comparacion con
la estructura basica de los flavonoides (Figura N°29). En las isoflavonas (3-
fenilbenzopirano) el anillo B se encuentra en la posicion 3 en el heterociclo C,
mientras que en neoflavonoides (4-fenilbenzopirano) el anillo B esta en la

posicion 4 y el grupo de cetona en la posicion 2.
_0O 0.__0
O %
OH O

Genisteina Dalbergina
(Isoflavona) (neoflavonoide)

Figura N°29. Diferencia estructural entre isoflavonas y neoflavonoides. us

Su consumo en la dieta se asocia con proteccion contra el cancer de seno en las
mujeres y de préstata en hombres, enfermedades cardiovasculares, canceres
relacionados con procesos hormonales, asi como, actividad antioxidante con

efectos antiinflamatorios y vasodilatadores. 4

3.5.1.9.6 Flavanos (flavan-3-oles)

Son compuestos que poseen un hidroxilo en la posicion 3 del anillo heterociclo
C, que no muestra la instauracién entre la posicién 2 y 3. En este grupo se

encuentran las catequinas, taninos condensados y las leucoantocianinas. us
3.5.1.9.6.1 Catequinas

Las catequinas estan presentes en la naturaleza como agliconas, presentan en
el heterociclo un grupo hidroxilo o galato en la posicion 3 y en la posicion 2 el
grupo fenilo con uno o mas sustituyentes hidroxilo (Figura N°30). Estan presentes

en el cacao en grano, té, ardndanos y el vino.
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OH OH
OH OH
HO O HO O oH
OH OH
OH OH
Catequina Galocatequina
OH OH
OH OH
HO (0] ‘\\\\\ HO O ‘\\\\\ OH
o K
OH OH OH OH
o) o)
OH OH
OH OH
Catequina galato Galato de epigalocatequina

Figura N°30. Ejemplos de estructuras quimicas presentadas por catequinas.

Entre las actividades estan la antioxidante, antiinflamatoria, la inhibiciéon de la
trombosis arterial, reduccién del colesterol total y lipoproteina de baja densidad. s
La catequina, uno de los principales compuestos fendlicos en el té verde, posee
actividades antioxidantes, antidiabéticas, antiinflamatorias, anticancerigenas y
antimicrobianas, ademas, puede injertarse en polisacaridos como el quitosano,
el dextrano y la inulina para mejorar las actividades antioxidantes, antidiabéticas

y antitumorales de los polisacaridos originales. s

3.5.1.9.6.2 Leucoantocianinas

Pueden ser referidos como flavan-3,4-cis-dioles debido a la presencia de un
grupo hidroxilo extra en la posicién 4 del heterociclo C, en comparacion con las
catequinas (Figura N°31). Estan presentes en las plantas y son precursores de
las antocianinas, catequinas y taninos. Por ejemplo, el compuesto leucocianidina

resultd ser precursor en la biosintesis de flavonoides en las fresas. us
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OH OH OH
OH OH OH
HO O N HO 0] N OH HO (6] o
OH OH OH
OH OH OH OH OH
Leucocianidina Leucodelfinidina Catequina

Figura N°31. Diferencia estructural entre leucoantocianinas y la catequina. as
3.5.1.9.6.3 Antocianidinas

Su principal caracteristica es la presencia de un cation pirulina como anillo C y
un grupo hidroxilo en la posicion 3 del mismo anillo. Son agliconas de las
antocianinas y se encuentran ampliamente distribuidas. Las antocianidinas
principales son la cianidina, pelargonidina, delfinidina, peonidina, petunidina y la
malvidina (Figura N°32).

OH

OH OH

OH OH

@ ® ®
HO 0 HO 0] HO 0]
(J e OO
7 OH 7 OH 7 OH
OH OH OH
Pelargonidina Cianidina Delfinidina

Figura N°32. Estructura quimica de algunas antocianidinas. s

Son responsables del color rojo, naranja, azul, violeta y morado en frutas, flores
y demas partes de plantas. Su color depende del pH, los iones metalicos y la
combinacion de las diferentes antocianidinas. Estan ampliamente distribuidas en

los alimentos y la mas comun es la cianidina. s
3.5.1.9.6.4 Deoxiantocianidinas

Sus estructuras son similares a las antocianidinas, excepto que no tienen el grupo

OH en la posicion 3 en el anillo C, razon por la cual se les llama
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deoxiantocianidinas (Figura N°33) y se han encontrado en los alimentos, en

particular cereales como el sorgo.as

OH
C)
HO o)
A
(0
OH OH

Apigeninidina Luteolinidina

Figura N°33. Ejemplos de estructuras quimicas de deoxiantocianidinas. s

En el caso de los compuestos bioactivos presentes en el sorgo, las 3-
deoxiantocianidinas, que comprenden las luteolinidinas y las apigeninidinas y sus
derivados metoxilados, 5-metoxiluteolinidina y 7-metoxiapigeninidina, se
destacan por su capacidad antioxidante y colorante en la industria de alimentos.
Al no presentar el grupo hidroxilo en la posicién C-3, son mas estables en pH
elevado comparadas con las encontradas en hortalizas y frutas. us

3.5.1.9.6.5 Antocianinas

Son glicésidos de antocianidinas. La glicona es casi siempre glucosa en la
posicion 3-hidroxilo del anillo C, y cuando la antocianina tiene méas de un glicésido
la segunda posicion del enlace es la posicion 5 (Figura N°34). Debido a su
capacidad antioxidante, las antocianinas y antocianidinas se han asociado con la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, como la

enfermedad cardiaca coronaria y el cancer.qas

Las antocianinas y las antocianidinas son compuestos organicos no toxicos,
solubles en agua, que se caracterizan estructuralmente por un esqueleto de tres
anillos C15 heteroaromatico polifendlico. Las antocianinas son analogos
glicosilados (principalmente en la posicion C3) de las antocianidinas, ambas se

basan en la estructura basica del cromoforo 2-fenil-benzopirilo (ion flavilio). Las



63

antocianinas y las antocianidinas aumentan la respuesta antioxidante de las
plantas, ayudando a la correcta fisiologia de los tejidos.
OH

OH
o ]
HO 0o
(1
Z >0
OH

OH OH
Cianidina 3-O-glucésido

Figura N°34. Ejemplo de estructura quimica de una antocianina 3-glucésido.

Numerosos estudios han sugerido que las antocianinas poseen numerosas
propiedades que promueven la salud humana, mostrando efectos antidiabéticos
y antiobesidad y actian como agentes neuroprotectores. Ademas, parecen ser
capaces de reducir las inflamaciones e influir en la recuperacion de las
complicaciones de la visidon, asi como de inhibir el crecimiento del cancer y, como
se observa en las plantas, pueden prevenir o retrasar algunos tipos de dafio

celular.ey

3.5.1.9.7 Taninos

Son metabolitos secundarios polifendlicos complejos y heterogéneos,
biosintetizados por plantas superiores, con altos pesos moleculares, entre 500 y
mas de 20,000 Da.us Se clasifican segun su estructura en taninos condensados,

hidrolizables y complejos. us)

Forman complejos reversibles e irreversibles con proteinas (principalmente),
polisacaridos (celulosa, hemicelulosa, pectina, entre otros), alcaloides, acidos
nucleicos y minerales. Los factores que promueven la formacion de complejos
incluyen su peso molecular relativamente alto y su gran flexibilidad estructural.

La alta afinidad por las proteinas es debida al gran numero de grupos fendlicos
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que proporcionan muchos puntos de unién con los grupos carbonilo de los
péptidos. Las proteinas con mayor afinidad por los taninos son relativamente
grandes e hidrofobas, tienen una estructura abierta y flexible y son ricas en
prolina. Los complejos formados entre taninos y proteinas u otros compuestos
son generalmente inestables, los enlaces que los unen continuamente se rompen

y se vuelven a formar.

Presentan cuatro posibles tipos de enlaces: (1) enlaces de hidrégeno (reversibles
y dependientes del pH) entre los radicales hidroxilo de los grupos fendlicos y el
oxigeno de los grupos amida en los enlaces peptidicos de las proteinas, (2) por
interacciones hidréfobas (reversible y dependiente del pH) entre el anillo
aromatico de los compuestos fendlicos y las regiones hidr6fobas de la proteina,
(3) por enlaces ionicos (reversibles) entre el ion fenolato y el sitio catiénico de la
proteina (exclusivo de taninos hidrolizables), y (4) por enlace covalente
(irreversible) a través de la oxidacion de polifenoles a quinonas y su posterior

condensacion con grupos nucledfilos de la proteina.

Durante mucho tiempo se crey6é que la formacion de complejos de taninos y
proteinas se debia principalmente a los enlaces de hidrogeno. Sin embargo,

ahora se sabe que las interacciones hidréfobas son importantes. s

3.5.1.9.7.1 Taninos condensados

Los taninos condensados (o proantocianidinas) comprenden un grupo de
oligbmeros de polihidroxiflavan-3-ol y polimeros unidos por enlaces C-C entre
subunidades de flavanol (Figura N°35, 37).4s Su reactividad con moléculas de
importancia biolégica se debe a sus multiples grupos hidroxilo fendlicos que
conducen a la formacion de complejos con proteinas, iones metalicos y otras

macromoléculas como los polisacaridos. «s

Los taninos condensados son polimeros de unidades de flavanol. Los grupos

sustituyentes R1, R2, R3 en la Figura N°35 pueden influir en la reactividad del
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tanino, R2 es un grupo OH, a veces esterificado a acido galico, por ejemplo, el
galato de epigalocatequina (R1 = R3 = OH, R2 = O-galato), un ingrediente

polifendlico importante del té verde.

Figura N°35. La unidad basica de repeticién en taninos condensados.

La presencia de ésteres de galato en los taninos puede cambiar
significativamente sus propiedades biolégicas. R1 y R3 pueden ser diferentes
combinaciones de grupos OH e H, que conducen a diferentes clases de

polimeros de flavanol (Figura N°35).

Asi, las procianidinas se pueden distinguir de las prodelfinidinas (Figura N°36)
porque las prodelfinidinas tienen un grupo hidroxilo en la posicién 5 del anillo B.
El acoplamiento oxidativo entre los monomeros de flavanol ocurre mas
comunmente entre las posiciones 4 y 8, pero también puede implicar las

posiciones 4 y 6 del mondémero (Figura N°37) y otras posiciones también. s

Figura N°36. Prodelfinidina.
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HO

HO

Figura N°37. Modelo de estructura para un tanino condensado. Si R = H u OH,
entonces la estructura representa una procianidina o prodelfinidina.
El enlace 4-6 (linea de puntos) es un enlace interflavan
alternativo. us

3.5.1.9.7.2 Taninos hidrolizables

La estructura de los taninos hidrolizables se construye a partir de la molécula
basica, 1,2,3-trihidroxibenceno (pirogalol). EI hombre de tanino hidrolizable se
debe a que experimentan escision hidrolitica de la glicona (generalmente D-
glucosa) después del tratamiento con &cido diluido o por accién enzimatica,
dando una molécula de azucar o un alcohol polihidrico relacionado y un acido
carboxilico fendlico. Muchas veces, la fructosa, la xilosa y la sacarosa estan
presentes como un resto de azucar basico. Esta escision hidrolitica esta asociada
con la esterificacion completa o parcial con acidos fendlicos. Cuando la
esterificacion se debe al acido gélico, se denominan galotaninos y, cuando esta

con &cido elagico, se denominan elagitaninos. zs; s
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3.5.1.9.7.3 Galotaninos

Son compuestos complejos que consisten basicamente en un nucleo de glucosa
u otro azucar, esterificados con acido galico y sus derivados (Figura N° 38), por
lo que son hidrosolubles. Han demostrado tener actividad antioxidante vy
antibacteriana, ademas de ser considerados como prometedores aditivos

naturales para su uso en alimentos. Encontrados en uvas, fresas y frambuesas. s,

OH
HO OH
OH
OH
(0]
O (@] O OH
H O pd //I/,, \\\\O

0 OH
HO Y 0
OH 0. _0O

OH

Figura N°38. Estructura quimica del pentagaloil-glucosa, un galotanino. s

3.5.1.9.7.4 Elagitaninos

Estan compuestos por un nucleo poliol (glucosa o el &cido quinico) y ésteres del
acido hexahidroxidifenico. En la presencia de bases o &cidos, el &cido
hexahidroxidifenico espontdneamente se reordena para formar la unidad de
acido elagico, razon por la cual se les llama elagitaninos. Estan principalmente

en frutas como el mango y las bayas.

Ademas de su actividad antioxidante in vitro, el 4cido elagico ha demostrado
actividad antibacteriana. Sin embargo, asi como los efectos beneficiosos, se ha

asociado hepatotoxicidad con el consumo de elagitaninos en roedores y



68

rumiantes.qs Los elagitaninos son sintetizados en las plantas a partir de los

galotaninos por la oxidacion de los grupos poliol. s
3.5.1.9.7.5 Taninos complejos

Contienen unidades de catequina vinculados a galotaninos o elagitaninos. Esta
comprobado que los productos del afiejamiento en el vino tinto se deben a la
reaccion entre catequinas de las uvas y galotaninos en los barriles de roble

formando estos taninos complejos.

La Acutissimina A es un tanino complejo en el vino tinto (Figura N°39), puede

inhibir el crecimiento de células cancerigenas.us

Figura N°39. Acutissimina A, ejemplo de tanino complejo en el vino tinto.as

3.5.1.9.8 Flobafenos

Su estructura quimica es poco conocida, son polimeros de flavan-4-oles. Como
ejemplo se pueden tomar las estructuras mondémero basicas que corresponden

a apiferol y luteoferol (Figura N°40).

Estos compuestos estan presentes en el maiz (Zea mays) y sorgo (Sorghum
bicolor) y pueden ser parcialmente responsables del color rojo de algunas

variedades de estos cultivos. us
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OH

apiferol

luteoferol

Figura N°40. Ejemplo de la estructura de un flobafeno. s
3.5.2 Fuentes exdgenas de antioxidantes

Entre los flavonoides destacados se encuentran las antocianidinas (rojo-azulado
de fresas), catequinas (té verde y negro), citroflavonoides (naringina, que da
sabor amargo a la naranja, limén y toronja), isoflavonoides (genisteina y
daidzaina presentes en soya y sus derivados). Protoantocianidinas en semillas

de uvay vino tinto.

La ingesta de flavonoides puede ser de 20-26 mg/dia contenidos en frutas y
verduras. El consumo excesivo da problemas de toxicidad. Los taninos estan

presentes por ejemplo en el vino y son astringentes.

Entre los productos con antioxidantes, mas consumidos, estan aquellos con
vitamina E: aguacate, aceite de oliva, arroz integral, frutas secas; con vitamina C:
acelgas, tomates (licopeno), todos los citricos (limén, naranja, mandarina),
ademas kiwi, fresa, guayaba; con [(-caroteno: zanahoria, espinacas, mango,
meldn; con flavonoides: té verde, vino, manzana, o peras. El tomate de arbol tiene

una cantidad moderada de antioxidantes y el noni una cantidad elevada.,
3.6 ENSAYO DE FOLIN-CIOCALTEU

Inicialmente se empled para cuantificar tirosina en proteinas, pero posteriormente

fue modificado para analizar compuestos polifendlicos en extractos vegetales. El



70

reactivo principal del ensayo, denominado “reactivo de FC”, esta formado por una
mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico de color amarillo, a partir de los
cuales, se producen iones de molibdato y tungsteno, existiendo una mayor
cantidad de iones molibdato, siendo estos mejores agentes reductores.

La reaccion se lleva a cabo a pH 10, con el fin de generar un ion fenolato que
reduce al “reactivo de FC” (Figura N°41) y genera un complejo de Mo(V) de color

azul, del cual se mide la absorbancia a 765 nm.

Es un método colorimétrico, en el cual se realiza una curva patrén con &cido
galico como estandar.ss Mediante la sustitucion de la absorbancia de la muestra
en la ecuacion de la recta de calibrado (valor de la ordenada “Y”), se despeja “X”,

correspondiendo a la concentracion de acido galico en la muestra.qs

Oy -OH 0. O 0.__0O
NaZCO3
HO OH HO OH HO OH
OH 0O o
MTH . H—O o
N AP N
Mo /MO\
o// \O_ O/ (0]

Figura N°41. Reaccion entre el acido galico y el reactivo de Folin-Ciocalteu.
3.7 ENSAYO DE DPPH

El DPPH se caracteriza por ser un radical libre estable en virtud de la
deslocalizacion del electron de reserva sobre la molécula, de modo que no se
dimeriza, ademas, dicha deslocalizacion es responsable del color violeta

profundo con absorcion en solucion de etanol a aproximadamente 520 nm. s

La eliminacién del radical cromégeno 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), es uno

de los ensayos mas utilizados para evaluar la actividad antioxidante, esta basado
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en la transferencia de un solo electréon, con un mecanismo de transferencia de
atomos de hidrogeno.e El electron no apareado del nitrogeno en el DPPH se

reduce al recibir el atomo de hidrégeno (Figura N°42).

El método consiste basicamente en mezclar el compuesto o extracto prospectivo
con una solucion del radical DPPH que representa los radicales libres formados
en un organismo, con el objetivo de medir la capacidad que posee el extracto de

eliminarlo en un periodo de tiempo definido. s

02N N—N 02N =N
o O o )
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidrazina
Radical libre estable No radical

Figura N°42. Forma radical y no radical del DPPH. s

La donacion de electrones del antioxidante para neutralizar el radical DPPH,
decolora la solucién indicando la eficacia antioxidante, que es medida a 517 nm
y puede reportarse como ECso (Concentracién de antioxidante necesaria para
disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50%), también puede
determinarse el TECso (tiempo necesario para alcanzar el estado estable con
ECso).

La eficiencia antirradical (EA) combina ambos pardmetros en la ecuacion: EA =
(1/ECs0) TECso0. EI método es aceptado bajo el supuesto de que la actividad

antioxidante es igual a su capacidad de donacion de electrones. e

Una de las ventajas del método es que permite la reaccion del DPPH con toda la
muestra y el tiempo suficiente permite que reaccione incluso con antioxidantes

débiles.
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La eficiencia antioxidante se mide a temperatura ambiente para eliminar el riesgo

de degradacion térmica.

Este radical estable es sensible a algunos tipos de bases y disolventes de Lewis,
la interferencia de la absorbancia de los compuestos de la muestra podria ser un
problema para el analisis cuantitativo y la absorbancia de DPPH en metanol y
acetona disminuye con la luz, el pH, el oxigeno y el tipo de solvente, ademas de

la sustancia antioxidante evaluada.

El método funciona igualmente con metanol o etanol y las cubetas desechables
no son atacadas por ellos, ademéas de disminuir los costos. El sistema debe
mantenerse en un rango de pH de 5.0 a 6.5.

En el caso de extractos de plantas, los resultados se expresan como equivalentes
de DPPH por gramo de material.

Las Amax registradas van desde 515 nm, 516 nm, 517 nm, 518 nm y 520 nm. Se
reportan tiempos de reaccion de 5, 10, 30 hasta 120 minutos, pero como la
velocidad de reaccién varia ampliamente entre los sustratos, lo mejor es seguir

la reaccion hasta su finalizacion.es

El Trolox® (Figura N°43) es un analogo hidrosoluble del alfa-tocoferol. Posee alta
solubilidad en agua y es empleado como estandar en las curvas de comparacion
de diversos ensayos de actividad antioxidante como CARO (Capacidad de
Absorcion de Radicales de Oxigeno), CAET (Capacidad Antioxidante Equivalente
de Trolox) y DPPH. 4

HO O

OH
0

Figura N°43. Estructura del Trolox®
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IV. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Retrospectivo, ya que se utiliz6 una muestra de kino del Eucalyptus citriodora
recolectada en el 2018, almacenada en Laboratorio de Investigacion en
Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador de la cual se habian reportado analisis fitoquimicos preliminares,

actividades antimicrobianas y resultados de Resonancias Magnética Nuclear.

Transversal, por analizar en el 2019 en el Laboratorio de Investigacion en
Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador, la muestra de kino del Eucalyptus citriodora recolectada en el 2018,
para determinar la actividad antioxidante y los fenoles totales de las fracciones
obtenidas a partir de la fraccion diclorometanica seca, por cromatografia en

columna.

Experimental, debido a que se trabajo con el kino del Eucalyptus citriodora en el
Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica
y Farmacia de la Universidad de El Salvador. Se realiz6 el extracto etandlico del
kino de E. citriodora, y fue sometido a una particion liquido/liquido con
diclorometano, luego la fraccion diclorometanica seca fue fraccionada
nuevamente mediante cromatografia en columna, para posteriormente
cuantificar el contenido de fenoles totales y determinar la actividad antioxidante

de las fracciones resultantes.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Se realizaron consultas en revistas cientificas, asi como en libros de las

siguientes bibliotecas:

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

Universidad de El Salvador.
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- Central de la Universidad de El Salvador.

- Universidad Alberto Masferrer (USAM).

- Universidad Evangélica de El Salvador (UEES).

- Internet (Journal of Natural Products, Industrial Crops & Products, Journal

of Agricultural and Food Chemistry, entre otras).

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

Universo: arboles de la flora salvadorefia que producen exudado.

Muestra: kino de Eucalyptus citriodora, recolectado en los alrededores de la
Facultad de Quimica y Farmacia en el campus de la Universidad de El Salvador,

sede central.

Recoleccién e identificacién de la especie vegetal: se recolecté un espécimen
completo y representativo de la especie vegetal que contenia hojas, ramas, flores
y frutos, el cual, se presentd en el Herbario del Museo de Historia Natural de El
Salvador para su identificacién por el curador del Herbario, siendo el profesional
apto para realizar la confirmacién de la especie, contribuyendo asi a la veracidad
de los datos obtenidos. El ejemplar fue debidamente identificado por el
profesional experto, quien ademas asigno un namero 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 lo recolectd, ubicacion por
GPS y nombre del botanico responsable de la identificacion.

Recoleccidén del kino: se colecté una cantidad aproximada de 250 g, del cual se
obtuvieron los siguientes datos: fecha de recolecta, lugar de recolecta, persona
que lo recolecto, color y aspecto. Posteriormente, la muestra se trasladé al
Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales, contenida en un recipiente
con cierre hermético de capacidad adecuada con proteccién contra la luz y se

almacené a temperatura ambiente.
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4.4 PARTE EXPERIMENTAL DE LABORATORIO

Todo el proceso experimental de laboratorio (Ver Anexo N° 1) se llevo a cabo a

una temperatura ambiente de 25°C y en oscuridad, debido a que el entorno

fisicoquimico como la luz, el oxigeno y la temperatura afecta los resultados de las

pruebas de fenoles totales y la actividad antioxidante.,

Materiales, reactivos y equipos utilizados (Ver Anexo N° 2 y N° 3) 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 Obtencion del extracto etandlico del kino de Eucalyptus citriodora.

4.4.2

Pulverizar la muestra de kino de Eucalyptus citriodora con mortero y pistilo.
Pesar 10 g del kino pulverizado y extraer con 100 mL de etanol al 70% en
un ultrasonicador a 25°C (potencia 100, frecuencia 37 Hz, durante 90
minutos).

Almacenar en refrigeracion el extracto etandlico dentro de un Erlenmeyer
a 10°C por 24h.

Filtrar el extracto etandlico en frio con papel Whatman® numero 91.

Obtencién de la fraccion diclorometanica del kino de Eucalyptus

citriodora por particién liquido/liquido.e

. Colocar el extracto etandlico en una ampolla de separacién limpia y seca,

y llevar a cabo un fraccionamiento con 40 mL de diclorometano.

Recibir la fraccion diclorometanica en un balén de 250 mL de capacidad,
previamente tarado.

Realizar al extracto etandlico dos fraccionamientos mas con 40 mL de
diclorometano.

Reunir las tres fracciones diclorometanicas en el balén tarado de 250 mL

de capacidad.
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5. Llevar a sequedad la fraccion diclorometanica en el evaporador rotatorio.
6. Reportar el peso seco y el porcentaje de rendimiento de la fraccion

diclorometanica.

4.4.3 Fraccionamiento mediante cromatografia en columna.e; 2,

4.4.3.1 Preparacion de la columna cromatografica a media presion
(Cromatografia Flash).

1. Seleccionar una columna cromatografica de vidrio de un diametro
adecuado para 2 g de fraccion diclorometanica seca.

2. Colocar verticalmente la columna cromatogréfica en un soporte metalico.

3. Colocar en el estrechamiento inferior de la columna (si no tiene placa
porosa o arena de mar) 1 cm de lana de vidrio en forma de disco, para
retener la fase estacionaria sin dificultar el paso del solvente.

4. Anadir aproximadamente 25 mL de solvente (n-hexano) a la columna.
Hacer una suspension sobresaturada de adsorbente (gel de silice) en el
solvente (n-hexano) en un vaso de precipitados de 400 mL de capacidad.

6. Verter la suspension dentro de la columna con ayuda de un embudo.
Golpear la columna ligeramente con la mano para compactar el gel de
silice sin formar burbujas.

8. Abrir la valvula para que salga el exceso de solvente.

Lavar las paredes de la columna con ayuda de una piseta que contenga
el mismo solvente (n-hexano).

10. Proteger el frente del adsorbente (gel de silice) afiadiendo 1-2 cm de lana
de vidrio (frente del solvente y lana de vidrio completamente horizontales).

11.Conectar la columna a un compresor de aire.

12. Asegurar la conexion con una pinza clip.

13.Pasar solvente a través del gel de silice para compactarlo.

4.4.3.2 Preparacion de la muestra para la cromatografia en columna.

1. Disolver 2 g de fraccién diclorometanica seca en 10 mL de diclorometano.
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Afadir 2 g de gel de silice (proporcional a la muestra).
Eliminar el solvente en el evaporador rotatorio.
Obtener la mezcla homogénea, pulverulenta y exenta de solvente.

Incorporar homogéneamente a la columna con un embudo.

4.4.3.3 Elucién de las fracciones en la cromatografia en columna.

Afnadir con cuidado 500 mL de n-hexano por la pared de la columna, para
no modificar la horizontalidad del frente del adsorbente.

Conectar la columna al compresor de aire.

3. Abrir la valvula dejando que el solvente pase a través de toda la columna.

7.
8.
9.

Recolectar la primera porcién de solvente que corresponde al volumen
muerto de la columna (no contiene ningun producto).

Adicionar alicuotas de 500 mL de cada una de las mezclas de solventes
(n-hexano:acetato de etilo), una después de otra, en el siguiente orden:
n-hexano:acetato de etilo (90:10) equivalente a 10% de acetato de etilo
n-hexano:acetato de etilo (70:30) equivalente a 30% de acetato de etilo
n-hexano:acetato de etilo (50:50) equivalente a 50% de acetato de etilo
n-hexano:acetato de etilo (30:70) equivalente a 70% de acetato de etilo
Acetato de etilo puro equivalente a 100% de acetato de etilo

Metanol puro (lavado de columna)

Colectar por separado las fracciones en Erlenmeyers de 250 mL de
capacidad.

Transferir las fracciones a balones de fondo redondo.

Concentrar cada fraccion en el evaporador rotatorio.

Transferir cada fraccién a su respectivo vial de vidrio tarado.

10.Cubrir los viales con papel aluminio, identificarlos y colocarlos en la

camara de extraccion de gases, hasta que no haya solvente y su peso sea

constante.

11.Registrar los pesos y el porcentaje de rendimiento.
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4.4.4 Cuantificacion de fenoles totales de las fracciones obtenidas por
cromatografia en columna a partir de la fraccion diclorometanica por

el método de Folin-Ciocalteu.a

4.4.4.1 Preparacion de solucion madre y linea de calibracion con el estandar

acido galico.

1. Pesar en balanza analitica en un vial de vidrio limpio, 2 mg de acido galico.

2. Agregar 10.0 mL de agua bidestilada con pipeta volumétrica de 10.0 mL
(Solucion madre, 0.2 mg/mL).

3. Preparar la linea de calibracién a partir de la solucion anterior, en orden
creciente de concentraciones de acido galico: 6.25 pg/mL, 12.50 pyg/mL,
25.00 pg/mL, 50.00 pug/mL, 75.00 pg/mL, 100.00 pg/mL (Ver Anexo N°4).

4.4.4.2 Preparacion de soluciones de trabajo.

Procedimiento para preparar una sola solucion de trabajo. Deben prepararse tres
soluciones de trabajo por cada fraccion obtenida en la cromatografia en columna
(Ver Anexo N° 1).

1. Pesar dentro de un vial de vidrio, en una balanza analitica, exactamente
2.00 mg de la fraccién seca que se desee analizar.

2. Adicionar con pipeta volumétrica 10.0 mL de agua bidestilada.

3. Sonicar la solucion a 25 °C (potencia 100, frecuencia 37 Hz), durante 30
minutos para acelerar la disolucién, esta solucién de trabajo tiene una

concentracion de 0.2 mg/mL.

4.4.4.3 Preparacion del blanco.

1. Agregar con micropipeta a una cubeta descartable para UV-Vis los
siguientes reactivos:
- 480 L de agua bidestilada
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- 40 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 2N

- 480 pL de solucién de carbonato de sodio al 10.75% m/v
4.4.4.4 Cuantificacién de fenoles totales

Procedimiento para preparar una sola cubeta UV-Vis con estandar (6.25ug/mL
de acido galico), repetir el procedimiento para cada estandar y preparar para cada

solucion de trabajo 3 cubetas UV-Vis (Ver Anexo N° 1).

1. Agregar con micropipeta 80 uL del estandar (6.25ug/mL de &cido galico)
a una cubeta UV-Vis. Si no se esté preparando una cubeta para algun
estandar, sustituir por 80 pL de soluciéon de trabajo que se desee analizar.

2. Agregar con micropipeta 400 uL de agua bidestilada a la cubeta UV-Vis.

3. Agregar con micropipeta 40 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu 2N a la
cubeta UV-Vis.

4. Agregar con micropipeta 480 uL de una solucion de carbonato de sodio al
10.75% m/v a la cubeta UV-Vis.

5. Preparar todos los estandares y las repeticiones de cada solucién de
trabajo (Ver Anexo N° 1).

6. Incubar todas las cubetas a temperatura ambiente y en oscuridad, durante
30 minutos.

7. Observar el color de las soluciones, a mayor coloracion azul mayor
cantidad de fenoles totales.

8. Leer la absorbancia de todas las cubetas en un espectrofotdmetro UV-Vis
a 720 nm.

Nota:
- Los datos de concentracion se obtienen como ug equivalentes de &acido

galico/mL de solucion de trabajo y deben reportarse como mg equivalentes a
acido galico/g fraccion seca. s
- Si los pesos no son exactamente los indicados, ajustar con micropipeta el

volumen de solvente necesario para lograr la concentracion que se indique.
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4.4.5 Cuantificacion de la actividad antioxidante de las fracciones obtenidas
por cromatografia en columna a partir de la fraccion diclorometanica

por el método del DPPH. @
4.4.5.1 Preparacion de la linea de calibracién con el estandar Trolox®

1. Pesar en balanza analitica 5.0 mg del estandar Trolox® (250.24 g/mol)
dentro de un vaso de precipitados de 50 mL de capacidad, limpio y seco.

2. Afadir 40.0 mL de agua bidestilada con pipeta volumétrica (500 uM de
Trolox®).

3. Preparar los estandares a partir de la solucion anterior a las
concentraciones de 250 uM, 100.00 pM, 50.00 uM, 25.00 uM, 12.50 uM y
6.25 pM de Trolox® (Ver Anexo N° 5).

4.4.5.2 Preparacion de soluciones de trabajo

Procedimiento para preparar una sola solucién de trabajo. Deben prepararse tres
soluciones de trabajo por cada fraccion obtenida en la cromatografia en columna
(Ver Anexo N° 1).

1. Pesar dentro de un vial de vidrio, en una balanza analitica, exactamente
2.00 mg de la fraccion seca que se desee analizar.

2. Adicionar con pipeta volumétrica 10.0 mL de agua bidestilada.

3. Sonicar la solucion a 25 °C (potencia 100, frecuencia 37 Hz), durante 30
minutos para acelerar la disolucién, esta solucién de trabajo tiene una

concentracion de 0.2 mg/mL.

4.4.5.3 Preparacion del blanco

1. Agregar con micropipeta a un tubo de microcentrifuga los siguientes
reactivos:
- 1,470.4 pL de etanol absoluto

- 29.6 pL de metanol
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2. Agregar con micropipeta 950 pL de la solucién anterior (mezcla de
alcoholes) a una cubeta descartable para espectrofotometro UV-Vis.
3. Agregar con micropipeta 50 pL de agua bidestilada a la cubeta que

contiene la mezcla de alcoholes.
4.4.5.4. Preparacion del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).

1. Pesar en balanza analitica 5.0 mg de DPPH en un vial de vidrio limpio y
seco.

2. Adicionar con pipeta volumétrica 5 mL de metanol.

3. Sonicar la solucion a 25 °C (potencia 100, frecuencia 37 Hz), durante 3
minutos para acelerar la disoluciéon del DPPH.

4. Tomar una alicuota adecuada para preparar una soluciéon que contenga

50 uM de DPPH, diluyendo con etanol absoluto.

Nota:
- La solucion al 50 uM de DPPH se prepara segun la cantidad de muestras a

analizar, tomando en cuenta los 7 estandares y el blanco.
4.4.5.5. Determinacion de la actividad antioxidante.

Procedimiento para preparar una sola cubeta UV-Vis con estandar (6.25 pM de
Trolox®), repetir el procedimiento para cada estandar y preparar para cada

solucion de trabajo 3 cubetas UV-Vis (Ver Anexo N° 1).

1. Agregar con micropipeta 50 pL de estandar al 6.25 UM de Trolox® en una
cubeta UV-Vis. Si no se esta preparando una cubeta para algun estandar,
sustituir por 50 pL de la solucion de trabajo que se desee analizar.

2. Agregar con micropipeta 950 uL de la solucion al 50 uM de DPPH en la
cubeta UV-Vis.

3. Preparar todos los estandares y las repeticiones de cada solucién de
trabajo (Anexo N° 1).
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Incubar todas las cubetas a temperatura ambiente y en oscuridad, durante
30 minutos.

Observar el color de las soluciones, a mayor decoloracién del violeta del
DPPH a un color amarillo, mayor actividad antioxidante.

Leer las absorbancias de todas las cubetas en un espectrofotometro UV-
Vis a 515 nm.

- La actividad antioxidante se expresa en UM equivalentes de TroloX. s

- Si los pesos no son exactamente los indicados, ajustar con micropipeta el

volumen de solvente necesario para lograr la concentracion que se indique.

4.4.6. Lectura en Espectrofotémetro UV-Vis

1.

o bk~ 0N

10.

11.

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
guede en posicidn 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.

Ingresar al equipo las cubetas de las muestras y asignarles su respectivo
cédigo en el programa.

Medir las absorbancias de las muestras (Folin-Ciocalteu: 720nm, DPPH:
515 nm).
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4.5 PROCESAMIENTO DE DATOS. ¢z

La cuantificacion de fenoles totales y la actividad antioxidante en las soluciones
de trabajo, se tabula en una hoja de célculo, que se conforma por promedio,
desviacion estandar y coeficiente de variacién (limite méximo de 10%) con ayuda
de Microsoft Excel 2016, esto permite extrapolar los datos a 1.00 g de la fracciéon
diclorometanica seca correspondiente, ademas de generar las graficas

adecuadas para representar de manera mas resumida y concisa los resultados.

4.5.1 Andlisis estadistico

Una vez cuantificado el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
en cada una de las fracciones, se procede a evaluar si existe diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de fenoles totales y también si el

poder antioxidante varia de una a otra fraccion.

De acuerdo a los resultados estadisticos se establece la relacion entre los

polifenoles y el poder antioxidante presentes en el kino.

Para dicho analisis se utiliza el programa Statgraphics, con el cual se realizan
dos pruebas: (1) el analisis de varianza (ANOVA) que proporciona los valores F
y P, y (2) la prueba de mdltiples rangos, que identifica medias aritméticas

estadisticamente distintas.

En el analisis de varianza (ANOVA), para poder evaluar la dispersién entre los
resultados, la diferencia entre datos se determina por la prueba F, en la que, si el
valor P es menor que 0.05, significa que hay deferencia estadisticamente
significativa entre cada una de las fracciones obtenidas a partir de la

cromatografia en columna.

Si existe esta diferencia, se utiliza el método de multiples rangos, que permite
evaluar cuales medias aritméticas son las que proporcionan la diferencia entre

dichos resultados y cuales grupos son estadisticamente homogéneos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1ldentificar la especie vegetal y recolectar el kino proveniente de

Eucalyptus citriodora.

Se recolecté una muestra completa y representativa de la especie vegetal, dicha
muestra contenia suficientes hojas para permitir observar la disposicion y
ramificacion, ademas de tener flores y frutos. El lugar de recoleccion fue en los
alrededores de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador en la sede central.

El ejemplar de la especie vegetal fue llevado al Herbario del Museo de Historia
Natural de El Salvador para su identificacion por el profesional experto, Licda.
Jenny Menjivar, quien proporcioné una constancia de identificacion (Ver Anexo
N° 6). Ademas, se obtuvieron los siguientes datos:

- Nombre comun: “Eucalipto”

- Nombre cientifico: Eucalyptus citriodora

- Sindnimo: Corymbia citriodora

- Fecha de recolecta: 20 de enero de 2019

- Lugar de recolecta: Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador (sede central)

- Personas que recolectaron: Licda. Jenny Menjivar, Dr. Marvin J. Ndfez, Lic.

Ulises Castillo.
- Coordenadas de ubicacion: Latitud 13°43’4.71” N; Longitud 89°12’2.41” E
- Nombre del botanico responsable de la identificacion: Licda. Jenny Menjivar

- Numero de voucher: J. Menjivar et. al. 5022

El kino perteneciente al arbol de “Eucalipto” identificado botanicamente, se
colecté de la corteza (Ver Figura N° 44), este habia sido exudado de manera
natural, formado por un proceso que utiliza el arbol para su sanacion por el

crecimiento secundario del mismo. Se registraron los siguientes datos del kino:



87

- Fecha de recolecta: agosto 2018

- Lugar de recolecta: Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El
Salvador (sede central).

- Persona que recolectd: Dr. Marvin J. Nufiez

- Color: café

- Olor: sui generis

- Aspecto: sélido de apariencia cristalina, de superficie lisa y brillante.

Luego fue introducido en un recipiente de plastico no transparente y con tapa,
para ser trasladado al Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales,

donde se mantuvo en la oscuridad y a temperatura ambiente.

Figura N°44. Kino de Eucalyptus éitriodora antes de ser recolectado, secretado
debido al crecimiento secundario del arbol. Propiedad del LIPN.

La recoleccion de cualquier especie vegetal debe ir acompafada del registro de
los datos que le corresponden, esto ayuda a respaldar la investigacién y a
mantener ubicada e identificada la especie, permitiendo la trazabilidad en
estudios posteriores gracias al nimero de voucher asignado por el botanico
profesional, dicho profesional debe estar involucrado en la recoleccion para
asegurar que el estudio y los resultados sean veridicos al atribuir alguna

propiedad a una especie vegetal en especifico. Es importante preparar
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adecuadamente los 6rganos de la especie vegetal, verificar su conservacion y
colocacién en el herbario para disponer de un material de referencia que sirva

para futuras investigaciones.

Las precauciones como la proteccion de la luz, disminuir el contacto con el aire y
mantener a temperatura ambiente durante la recoleccion, traslado vy
almacenamiento del kino, son de suma importancia para que continde en buen
estado y se evite la degradacion de los compuestos polifendlicos por estos

factores.s

5.2Preparar el extracto etandlico a partir del kino de Eucalyptus citriodora.

Se seleccionaron partes del kino cristalizado, que no contuvieran restos de
corteza u otro material diferente (Ver Figura N° 45); luego la muestra fue colocada
en un micromolino, para disminuir y homogenizar el tamafio de particula,

convirtiendo el kino en un polvo fino de color café.

-
Figura N°45. Apariencia del kino de Eucalyptus citriodora cristalizado. Propiedad
del LIPN.

Se pesaron 10 g del polvo fino del kino, disolviéndolos con etanol al 70% en una
proporcion de solido/solvente de 1:10, ultrasonicando durante 90 minutos a 25°C,
con lo cual se logré la disolucién completa, obteniendo una solucién homogénea
de color &mbar que fue colocada durante 24 horas en el refrigerador a 10°C y

posteriormente, fue filtrada y transferida a una ampolla de separacion de 250 mL
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de capacidad para realizar la particion liquido/liquido con diclorometano; se le
realizaron 3 separaciones, cada una con 40 mL de diclorometano, siendo
recibidas en un balon de fondo redondo de 250 mL de capacidad, previamente
tarado (Ver Figura N°46).

Figura N°46. (a) montaje del equipo para la obtenciéon de la fraccion
diclorometéanica, (b) apariencia de la fraccion diclorometanica
(inferior) y del extracto etanolico (superior) durante el
fraccionamiento. Propiedad del LIPN.

La fraccidn diclorometanica seca se obtuvo por medio del evaporador rotatorio,

gue elimind el solvente en su mayoria, la fraccion se mantuvo en una camara de

extraccion de gases durante 48 horas hasta lograr peso constante y poder

calcular el porcentaje de rendimiento. El peso seco de la fraccion diclorometanica

fue de 3.1111 g, siendo el porcentaje de rendimiento de 31.11% respecto a los

10.0 gramos de kino pesados inicialmente.

Se seleccionaron solo cristales formados por el kino, evitando que el andlisis
fuese afectado por metabolitos secundarios provenientes de otra matriz vegetal,
como la corteza, que podrian influir en las cuantificaciones en Folin-Ciocalteu o
en la prueba del DPPH. El etanol es un solvente adecuado para disolver el kino
y obtener los compuestos polifendlicos que fueron de interés para la

investigacion, ya que su polaridad es alta y posee baja viscosidad. La disminucion
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del tamafio de particula permite al solvente tener mayor area de contacto con el
sélido y aumentar la cantidad de masa transferida, el ultrasonicador aumenta la
energia cinética de las particulas logrando un incremento de las vibraciones y de
la separacion entre ellas, todo lo anterior conlleva a un aumento de la rapidez de

disolucioén.

La temperatura también aumenta la rapidez de disolucién y la cantidad disuelta,
pero en este caso, la disolucién de metabolitos polifendlicos debe mantenerse a
25°C para evitar la degradacion térmica.ss La proporcion 1:10 fue seleccionada
para lograr una buena disolucion sin saturar el solventeus, ya que de suceder
esto, habria sélido que no se disolveria y por ende metabolitos que no serian
disueltos; dicha proporcion permitié que toda la muestra de kino se disolviera por
completo. Se realizaron 3 separaciones con diclorometano para garantizar la
extraccion de los compuestos polifendlicos afines y lograr el mayor rendimiento

posible.

El porcentaje de rendimiento indica que a pesar de que no es despreciable la
cantidad de metabolitos obtenidos por la separaciébn con el solvente
diclorometano, queda la mayoria del peso del kino en el extracto etandlico, esto
debido a las estructuras con grupos hidroxilos que les dan a los polifenoles
afinidad por solventes polares, formando facilmente enlaces por puentes de

hidrégeno.

5.30btener las fracciones de la columna cromatogréfica a partir de la

fraccidn diclorometanica seca del kino del Eucalyptus citriodora.

A partir de la fraccién diclorometanica, se tomaron 2.0 g para la elaboracién de
la cabeza de la cromatografia en columna, se adicionaron 10 mL de
diclorometano y 2.0 g de gel de silice para generar una mezcla homogénea que
fue sometida a la evaporacion del solvente mediante el evaporador rotatorio. Al

obtener la mezcla pulverulenta se incorporé en la parte superior de la columna
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cromatografica dejando una capa de grosor homogéneo, que poseia un color
café (Ver Figura N°47).

Figura N°47. Preparacién de la columna cromatogréfica. Propiedad del LIPN.

Las fracciones fueron colectadas en Erlenmeyers de 250 mL de capacidad y
luego transferidas a balones de vidrio tarados de 250 mL de capacidad (Ver
Figura N° 48), para eliminar la mayoria del solvente en el evaporador rotatorio,
luego que la cantidad de solvente fuera minima, se transfirié cada fraccién a su
vial de vidrio tarado correspondiente (Ver Figura N° 49), se protegieron de la luz
con papel aluminio y se dejaron en una camara de extraccion de gases hasta

lograr el peso constante en 9 dias de monitoreo.

Figura N°48. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna en orden
creciente de polaridad de izquierda a derecha. Propiedad del LIPN.
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Figura N°49. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna. Propiedad
del LIPN.

La elucion con n-hexano:AcOEt dio como resultado 6 fracciones
correspondientes a las fracciones del 10%, 30%, 50%, 70%, 100% respecto al
acetato de etilo y una fraccibn méas correspondiente a la fraccion metandlica, los

resultados se muestran en el Cuadro N°4 y la Figura N°50.

Cuadro N°4. Resultados del fraccionamiento por cromatografia en columna de la
fraccion diclorometénica.

Fraccion Polaridad Peso seco (g9) %Rendimiento
10% AcOEt baja 0.0289 1.45%
30% AcOEt baja 0.0353 1.76%
50% AcOEt intermedia 0.1220 6.10%
70% AcOEt alta 0.3066 15.33%
100% AcOEt alta 0.4138 20.69%

Metanol alta 0.6033 30.17%

La fraccion diclorometanica fue fraccionada una vez mas, pero por cromatografia
de columna, por ser adecuada para la separacion de los metabolitos secundarios

aprovechando su polaridad.

El gel de silice es una fase estacionaria muy polar, por lo que los metabolitos
secundarios no polares eluyen facilmente con una fase movil no polar, mientras
gue los polares necesitan una fase moévil de alta polaridad para eluir. Es decir,

comenzar la elucion con la mezcla compuesta por n-hexano:AcOEt 10%
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(90%:10% respectivamente) hizo posible la separacion y obtencion de los
metabolitos secundarios menos polares y a medida que la proporcion de acetato
de etilo fue aumentando hasta llegar a metanol, se incremento la polaridad de la

fase movil permitiendo obtener metabolitos cada vez mas polares.

Porcentajes de rendimiento de las fracciones provenientes de la
fraccion diclorometanica del kino de Eucalyptus citriodora
obtenidas por cromatografia en columna

15.00% -

10.00% -

5.00% - .
0.00% 1 — o

10% 30% 50% 70% 100% MeOH

w
o
Q
2
S
)

)] 8] W

© a o

o o o

S 2 8

X R =
.

% Porcentaje de Rendimiento

Fracciones n-hexano:acetato de etilo

Figura N°50. Porcentajes de rendimiento de las fracciones provenientes de la
fraccion diclorometénica del kino de Eucalyptus citriodora obtenidas
por cromatografia en columna.

El resultado fueron 6 fracciones con metabolitos secundarios de polaridad baja,

intermedia y alta, al existir esta diferencia de polaridad, pudo identificase que en

la fraccién diclorometanica existen mayor cantidad de compuestos polares,
debido a que la fraccibn metandlica (mas polar) obtuvo un porcentaje de

rendimiento de 30.17% m/m en comparacion a la fraccion n-hexano:AcOEt 10%

(menos polar) que obtuvo un rendimiento de 1.45% m/m.

Los resultados de rendimiento obtenidos concuerdan con la polaridad de los
compuestos polifendlicos, ya que, al ser metabolitos polares, estos fueron mas

retenidos por el gel de silice y necesitaron el solvente mas polar para poder eluir.
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5.4Cuantificar los fenoles totales y la capacidad antioxidante de cada

una de las fracciones obtenidas en la cromatografia en columna.
5.4.1 Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

La curva de calibracion se prepar6 con &cido galico (AG) como estandar,
partiendo de una solucion madre de 0.20 mg AG/mL. Se prepararon las
soluciones estandar a una concentracion de 100.00 pg/mL, 75.00 pg/mL, 50.00
pg/mL, 25.00 pg/mL, 12.50 ug/mL y 6.25 ug/mL (Ver Anexo N°4). Para la lectura
en el Espectrofotometro UV-Vis se preparé para cada estandar 1 cubeta UV-Vis.

Cada muestra fue codificada con las iniciales del nombre cientifico del
“Eucalipto”, seguido del porcentaje correspondiente a la fraccion analizada (10%,
30%, 50%, 70%, 100%, MeOH), luego la solucion de trabajo (A, B o C) y, por
altimo, el nUmero de repeticion (1, 2 o 3), por ejemplo, EC50%AL1 corresponderia

a la fraccion n-hexano:AcOEt 50%, solucién de trabajo Ay repeticion 1.

Por cada fraccion obtenida en la cromatografia en columna, se prepararon 3
soluciones de trabajo y a cada una de estas le correspondieron 3 cubetas UV-Vis
gue contaron como repeticiones (Ver Figura N° 51 y Anexo N° 1).

| Repeticion 1 |
Solucion de trabajo A <

[ Repeticion 3 |

| Repeticion 1 |
Solucion de trabajo B <

[ Repeticion 3 |

| Repeticion 1 |
Solucion de trabajo C <

[ Repeticion 3 |

Figura N°51. Esquema de soluciones de trabajo y cubetas correspondientes a
una fraccion “X” obtenida en la cromatografia de columna.

Las cubetas UV-Vis al momento de hacer la lectura en el espectrofotémetro UV-

Vis contenian: 400 uL de agua bidestilada, 80 uL de estandar, solucién de trabajo
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0 agua en el caso del blanco, 40 uL del reactivo Folin-Ciocalteu 2 N y 480 uL de
solucion de carbonato de sodio al 10.75% m/v. El tiempo de reaccion fue 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.

Cada dia que se realizo la cuantificacion de fenoles totales se elabord una curva
de calibraciobn con el mismo numero de estandares a las concentraciones

establecidas.

Al terminar la cuantificacion de todas las fracciones, se promediaron las
absorbancias de cada estandar en las diferentes curvas (Ver Tabla N°1) y se
omitieron las lecturas que no respetaban la tendencia para un mismo estandar,
para ello se utilizd el coeficiente de variacion como parametro, debiendo ser
menor al 10% para aceptar el valor de absorbancia. El resultado fue una curva
de calibracion promedio de la cual se obtuvo la ecuacion de la linea recta (Ver
Figura N°52).

Tabla N°l1. Lecturas de absorbancia, promedios, desviacién estandar y
coeficiente de variacion de los estandares en la prueba de Folin-
Ciocalteu.

Estandar Curvas de calibracion

(Hg/mL) 1 2 3 4 5 6
6.25 0.054 | 0.046 | 0.056 | 0.047 |0.053|0.052| 0.054 | 0.00 | 3.18%
12.50 0.106 | 0.115 | 0.100 | 0.093 |0.161|0.102| 0.106 0.01 | 6.29%
25.00 0.200 | 0.206 | 0.236 | 0.197 |0.200|0.206| 0.203 0.00 | 1.71%
50.00 0.399 | 0.410 | 0.475 | 0.394 |0.416|0.409 0.406 0.01 | 2.20%
75.00 0.607 | 0.786 | 0.713 | 0.600 |0.622(0.630| 0.610 0.01 | 1.84%
100.00 0.798 | 0.785 | 0.933 | 0.782 |0.793|0.819| 0.795 0.01 | 1.84%

Promedio| S CcVv

Los valores omitidos se muestran en color gris en la Tabla N° 1, estos se
descartaron por no mantener la tendencia de las lecturas para su estandar

correspondiente y consecuentemente aumentar el coeficiente de variacion.
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Figura N°52. Curva de calibracién promedio para la cuantificacién de fenoles
totales por el método de Folin-Ciocalteu.

Para las repeticiones de cada solucion de trabajo (Ver Figura N°51 y Anexo N°1)

se realizd un proceso similar, para aceptar los resultados de absorbancia se

calculo el coeficiente de variacion, debiendo ser menor al 10% (Ver Anexo N° 7),

a manera de ejemplo se muestran en la Tabla N° 2 los datos correspondientes a

la fraccion n-hexano:AcOEt 50%. Para realizar los célculos de promedios,

desviaciones estandar y coeficientes de variacion, se utilizé el programa
Microsoft Excel 2016.

Tabla N°2. Resultado del coeficiente de variacion de las absorbancias de cada
solucion de trabajo correspondiente a la fraccion n-hexano:AcOEt
50% en la prueba de Folin-Ciocalteu.

Fraccién

ST

Repeticion

A

Promedio A

%CV

50%

1

0.253

0.244

0.267

0.255

0.012

4.55%

0.249

0.245

0.240

0.245

0.005

1.84%

0.249

0.258

W| N| P WO N P WO N

0.248

0.252

0.006

2.24%

ST: solucién de trabajo, A: absorbancia, S: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion.
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Cada absorbancia de las soluciones de trabajo fue ingresada en la ecuacion de
la curva promedio, despejando “x” para encontrar la concentracion en ug
equivalentes a 4cido galico (EAG) por mL, para luego encontrar los mg EAG en
el peso seco de la fraccion y por ultimo calcular la cantidad de mg EAG en un

gramo de fraccion seca.

El resultado por cada fraccion obtenida en la cromatografia en columna es el
promedio de la concentracion de las 3 soluciones de trabajo (Ver Anexo N° 8).
Los resultados finales se expresan como mg EAG/g de fraccién seca + desviacion
estandar (Ver Tabla N°3).

Tabla N°3. Resultados de la cuantificacién de fenoles totales de cada una de las
fracciones obtenidas por cromatografia de columna a partir de la
fraccion diclorometanica.

Fraccion Promedio mg EAG/gfs £ S
10% 1.08+£0.84
30% 61.01 +5.45
50% 153.57 £ 3.97
70% 227.92 +10.58
100% 768.03 + 6.20
MeOH 856.03 +11.19

EAG: equivalentes a acido gélico, fs: fraccion seca, S: desviacion estandar.

A continuacién, un ejemplo de los calculos con la fraccién n-hexano:AcOEt 50%,
solucién de trabajo A (ST A), repeticion 1, cuyos detalles se muestran en color
gris en la Tabla N° 7.

El calculo de los ug EAG/mL se realiza despejando “x” de la féormula de la curva
promedio y = 0.008x + 0.006, la variable “y” es sustituida por la absorbancia de

la cubeta correspondiente.

_y—0.006 0.253 —0.006

= - AT — _
X="o08  — M8 EAG/mLECS0%A1 0008 31.06 ug EAG/mL

Posteriormente, se calculan los mg EAG en el peso de la fraccion seca (fs), en

este caso la fraccién n-hexano:AcOEt 50% pes6 122.00 mg.
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31.061;&@;—]210:6>< 1 mg EAG ><10.70¥1C1J=§-11‘—A
mb-ST-A 1000 pgEAG 2.14 mgfs

ECMet11 = 18.95 mg EAG/fs

EC50%A1 =

X 122.00 mgfs

Los resultados deben presentarse por gramo de fraccion seca, por lo que se

realiz6 el siguiente célculo:
18.95 mg EAG
0.122 gfs

Los resultados de la cuantificacion de cada una de las 3 repeticiones se

EC50%A1 = 1gfs X = 155.31 mg EAG/g fs

promedian, obteniendo el valor por solucion de trabajo. Los resultados de las 3
soluciones de trabajo son promediados para obtener el valor por fraccion

correspondiente (Ver Anexo N°8 y Figura N°53).

Resultados de la cuantificacion de fenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu de las fracciones obtenidas por
cromatografia de columna

900.00
@ 800.00
©700.00
2 600.00
L

& 500.00
£ 400.00
S 300.00
§ 200.00

T 100.00 .
000 —— L

10% 30% 50% 70% 100% MeOH
Fracciones n-hexano:AcOEt

Bajo contenido de fenoles totales
Il Alto contenido de fenoles totales

Figura N°53. Resultados de la cuantificacion de fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu de las fracciones obtenidas por cromatografia de
columna a partir de la fraccion diclorometénica. El color azul se
intensifica a medida aumenta la cantidad de fenoles totales.

5.4.2 Cuantificacion de la actividad antioxidante por el método del

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).

La curva de calibracion se preparo con Trolox® como estandar, partiendo de una
solucion madre de 500.00 uM se prepararon las soluciones estandar al 250.00
MMy 100.00 uM de Trolox®. A partir de la solucion al 100.00 uM se hicieron por
cascada de dilucion las soluciones estandar al 50.00 M, 25.00 yM, 12.50 uM y
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6.25 uM de Trolox®, la solucion estandar al 0.00 uM contiene agua en lugar de
estandar (Ver Anexo N°5). Para la lectura en el Espectrofotometro UV-Vis se
prepard para cada estandar 1 cubeta UV-Vis. Por cada fraccion obtenida en la
cromatografia en columna, se prepararon 3 soluciones de trabajo y a cada una
de estas le correspondieron 3 cubetas UV-Vis que contaron como repeticiones
(Ver Figura N°51 y Anexo N°1).

Las cubetas UV-Vis al momento de hacer la lectura en el espectrofotémetro UV-
Vis contenian: 50 pL de estandar, solucién de trabajo o agua bidestilada en el
caso del estandar 0.00 uM de Trolox® y 950 uL de la solucion de DPPH. El blanco
contenia 50 pL de agua bidestilada y 950 pL de mezcla de alcoholes. La mezcla
de alcoholes contenia 1,470.4 uL de etanol absoluto y 29.6 pL de metanol.

La codificacién de muestras fue igual que en Folin-Ciocalteu, asi como el tiempo
de reaccion de 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente (25°C). Luego
se midieron las absorbancias de cada cubeta en el espectrofotometro UV-Vis,
comenzando con los estandares. Cada dia que se realizé la cuantificacion de la
actividad antioxidante se elabor6 una curva de calibracion con el mismo numero

de estandares a las concentraciones establecidas.

Tabla N°4. Lecturas de absorbancia, promedios, desviacion estandar y
coeficiente de variacion de los estandares en la prueba del DPPH.

Estandar Curvas de calibracion _

MM Trolox® 1 2 3 4 5 6 Promedio| S v
0.00 0.570 | 0.566 | 0.533 | 0.512 {0.561|0.525| 0.551 | 0.02 | 3.73%
6.25 0.566 | 0.563 | 0.528 | 0.514 {0.543|0.519| 0.544 | 0.02 | 3.82%
12.50 0.561 | 0.552 | 0.522 | 0.511 |0.542|0.517| 0.539 0.02 | 3.52%
25.00 0.550 | 0.543 | 0.511 | 0.500 {0.523|0.504| 0.522 | 0.02 | 3.98%
50.00 0.523 | 0.518 | 0.486 | 0.463 |0.522|0.482| 0.494 0.03 | 5.09%
100.00 0.465 | 0.460 | 0.431 | 0.415 |0.432|0.436| 0.440 0.02 | 4.33%
250.00 0.299 | 0.282 | 0.254 | 0.239 |0.253|0.278| 0.273 0.02 | 7.19%

Al terminar la cuantificacion de todas las fracciones, se promediaron las

absorbancias de cada estandar en las diferentes curvas (Ver Tabla N° 4) y se



100

omitieron las lecturas que no respetaban la tendencia para un mismo estandar,
para ello se utilizo el coeficiente de variacion como parametro, debiendo ser

menor al 10% para aceptar el valor de absorbancia.

El resultado fue una curva de calibracion promedio de la cual se obtuvo la
ecuacion de la linea recta (Ver Figura N° 54). Los valores omitidos se muestran
en color gris en la Tabla N° 4, estos se descartaron por no mantener la tendencia
de las lecturas para su estandar correspondiente y consecuentemente aumentar
el coeficiente de variacion.

Curva de calibracion con estandar Trolox para cuantificacion de la

actividad antioxidante por el método del DPPH

0.600 M Baja actividad antioxidante

2o - _—
0.500 s Alta actividad antioxidante

]

y =-0.0011x + 0.5508

Absorbancia
o o o
%] W iy
o o o
o o o

R?=0.9999
0.100
0.000
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00

Concentracion (UM ET)

Figura N°54. Curva de calibracion promedio para la cuantificacién de la actividad
antioxidante por el método del DPPH. Conforme la actividad
antioxidante aumenta, el DPPH que inicialmente es violeta intenso,
se decolora a amarillo.

Para las repeticiones de cada solucion de trabajo (Ver Figura N°51 y Anexo N°1)
se realiz6 un proceso similar, para aceptar los resultados de absorbancia se
calculo el coeficiente de variacién, debiendo ser menor al 10% (Ver Anexo N°9),
a manera de ejemplo se muestran en la Tabla N° 5 los datos correspondientes a
la fraccion n-hexano:AcOEt 50%. Para realizar los calculos de promedios,
desviaciones estandar y coeficientes de variacion, se utilizO el programa
Microsoft Excel 2016.
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Resultado del coeficiente de variacion de las absorbancias de cada
solucién de trabajo correspondiente a la fraccion n-hexano:AcOEt
50% en la prueba del DPPH.

Fraccién

ST Cubeta A Promedio A S %CV

50%

1 0.465
0.469 0.466 0.002 0.50%
0.465

A

0.466
0.464 0.465 0.001 0.25%
0.466

0.467
0.466 0.466 0.001 0.22%
0.465

WIN|FP|WINFP|IW|DN

Cada absorbancia de las soluciones de trabajo fue ingresada en la ecuacién de

la curva promedio, despejando “x” para encontrar la concentracion en uM

equivalentes a Trolox (ET); para luego encontrar los mmoles ET en el peso seco

de la fraccion y por ultimo calcular la cantidad de mmoles ET en un gramo de

fraccion seca.

El resultado por cada fraccion obtenida en la cromatografia de columna es el

promedio de la concentracion de las 3 soluciones de trabajo (Ver Anexo N°10).

Los resultados finales se expresan como mmoles ET/g de fraccion seca +

desviacion estandar (Ver Tabla N°6).

Tabla N°6. Resultados de cuantificacion de la actividad antioxidante de cada una

de las fracciones obtenidas por cromatografia en columna a partir de
la fraccion diclorometanica.

Fraccion Promedio mmoles ET/gfs £ S
10% 0.00 = 0.00
30% 0.00 + 0.00
50% 0.38 + 0.00
70% 1.23+0.04
100% 1.90+£0.15
MeOH 248 £0.12

ET: equivalentes a Trolox, fs: fraccion seca, S: desviacion estandar.
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A continuacion, un ejemplo de los calculos con la fraccion n-hexano:AcOEt 50%,
solucion de trabajo A (ST A), repeticion 1, cuyos detalles se muestran en color

gris en la Tabla N°8.

El célculo de los yM ET se realiza despejando “x” de la férmula de la curva

promedio y = -0.0011x + 0.5508, la variable “y” es sustituida por la absorbancia
de la cubeta correspondiente.
_ y—0.5508 0.465 — 0.5508

= = 0, —
X=Tooorr _MMET EOOMAL =500

=77.23 M ET

Posteriormente, se calculan los mmoles ET en el peso de la fraccion seca (fs), en

este caso la fraccion n-hexano:AcOEt 50% pes6 122.00 mg.

77.23 pmelesET 1 mmol ET

EC50%A1 = X = 0.07723 les ET/LST A
o LSTA 1000 pmoles ET mmoles ET/
__0.07723 mmoles ET +ESTA -6
EC50%A1 = 00 mLSTA = 77.23x10"°mmoles ET/mL ST A
77.23x107° mmoles ET  10.60 mL-ST-A
EC50%A1 = X X 122.00 mgfs

Ah-STA 2.12 mgfs
ECMet11l = 0.05 mmoles ET/fs

Los resultados deben presentarse por gramo de fraccién seca, por lo que se

realiz6 el siguiente célculo:

0.05 mmoles ET

EC50%A1 = 1
€50% B X ek

= 0.39 mmoles ET/g fraccién

Los resultados de la cuantificacion de cada una de las 3 repeticiones se
promedian, obteniendo el valor por solucion de trabajo. Los resultados de las 3
soluciones de trabajo son promediados para obtener el valor por fraccion

correspondiente (Ver Figura N°55).
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Para ambos métodos, Folin-Ciocalteu y DPPH, se elabor6 una curva de
calibracion por analisis realizado, debido a que, a pesar de ser los mismos
estandares a las mismas concentraciones establecidas, presentaron variaciones

en cuanto a absorbancia de un analisis a otro.

La mayoria de estas lecturas se encontraban cercanas pero fue necesario
eliminar valores que eran extremadamente diferentes, al realizar la media para
cada uno de los estandares se obtuvo la curva promedio que dio el valor

aproximado de la lectura correspondiente a cada estandar.

Las variaciones pueden deberse a diferentes factores, entre los cuales estan el
porcentaje de error de la cristaleria, equipos, reactivos, analista y las condiciones

ambientales, pero en especial, la solubilizacion del estandar.

Los compuestos polifenélicos son polares por lo que se esperaba que estuvieran
en mayor cantidad a medida aumentaba la polaridad de las fracciones, esto fue
comprobado en su cuantificacion por medio del método de Folin-Ciocalteu,
siendo la fraccion metandélica la que contenia la mayor cantidad de fenoles totales
con un resultado de 856.03 mg EAG/g de fraccion seca, seguida de la fraccion al
100% de acetato de etilo con 768.03 mg EAG/g de fraccion seca; en comparacion
con la fraccién del 10% de acetato de etilo (fraccidbn menos polar), que apenas
contenia una cantidad perceptible de fenoles totales, con 1.08 mg EAG/g de

fraccion seca.

La actividad antioxidante mayor fue la presentada por la fraccién metandlica con
un resultado de 2.48 mmoles ET/g de fraccion seca, en comparacion a las
fracciones del 10% y 30% de acetato de etilo que no presentaron actividad
antioxidante. Con estos resultados se puede afirmar que los polifenoles son, en
su mayoria, los responsables de la actividad antioxidante, ya que las fracciones
con mayor cantidad de fenoles totales también son las de mayor actividad

antioxidante.



Tabla N°7. Resultados de la fraccion n-hexano:AcOEt 50% en la cuantificacion de fenoles totales.

. Peso Mx. | V ST. C EAGenfs EAG Promedio/ST. Promedio
Fraceion (mg) (mL) A (ug EAG/mL) (mg) (mg EAG/g fs) (mg EAG/g fs) (mg EAG/g fs)
0.253 31.06 18.95 155.31
2.14 10.70 0.244 29.93 18.26 149.65 156.36
0.267 32.82 20.02 164.11
0.249 30.56 18.64 152.80
50% 2.13 10.65 0.245 29.99 18.30 149.97 149.97 153.57
0.240 29.43 17.95 147.14
0.249 30.50 18.60 152.48
2.14 10.68 0.258 31.69 19.33 158.45 154.37
0.248 30.43 18.56 152.17
Tabla N°8. Resultados de la fraccion n-hexano:AcOEt 50% en la cuantificacion de la actividad antioxidante.
Eraccion Peso Mx. | V ST. A C ETenfs ET Promedio/ST. Promedio
(mg) (mL) (uM ET) | (mmoles ET) (mmoles ET/g fs) (mmoles ET/g fs) (mmoles ET/g fs)
0.465 77.23 0.05 0.39
212 10.60 | 0.469 73.63 0.04 0.37 0.38
0.465 77.23 0.05 0.39
0.466 76.33 0.05 0.38
50% 2.40 12.00 | 0.464 78.13 0.05 0.39 0.38 0.38
0.466 76.33 0.05 0.38
0.467 75.43 0.05 0.38
2.26 11.30 | 0.466 76.78 0.05 0.38 0.38
0.465 77.23 0.05 0.39

0T
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Resultados de la cuantificacion de la actividad antioxidante por
el metodo del DPPH de las fracciones obtenidas por
cromatografia de columna

Baja actividad antioxidante

Alta actividad antioxidante

Promedio mmolesET/g fs
g

10% 30% 50% 70% 100% MeOH
Fracciones n-hexano:AcOEt

Figura N°55. Resultados de la cuantificacion de la actividad antioxidante por el
meétodo del DPPH de las fracciones obtenidas por cromatografia de
columna a partir de la fraccion diclorometanica. El color violeta se
decolora a amarillo a medida aumenta la actividad antioxidante.

Sin embargo, las fracciones del 10% y el 30% presentaron una muy pequefia
cantidad de fenoles totales (en comparacion a la fraccion metandlica) mas no
tuvo actividad antioxidante, esto puede deberse a que el medio generado en la
reaccion de Folin-Ciocalteu es basico, aproximadamente pH 10, lo cual favorece
la formacion del fenolato y la transferencia del protén para formar el complejo de
Mo(V) de color azul mientras que en la prueba del DPPH esta condicion drastica
no se posee, afladido a lo anterior, el reactivo de Folin-Ciocalteu no solo
reacciona con compuestos fendlicos sino también con cualquier sustancia
reductora, tal como azUcares reductores; por lo que en la prueba de Folin-
Ciocalteu se mide la capacidad reductora total de la muestraes s, siendo esta la

razén principal de la diferencia entre los resultados de Folin-Ciocalteu y DPPH.

5.5Determinar si existe diferencia estadistica entre los resultados de las
diferentes fracciones en la cuantificacion de fenoles totales y la

actividad antioxidante.

Se realiz6 la comparacion entre las 6 fracciones obtenidas por cromatografia en
columna a partir de la fraccion diclorometanica, para poder establecer un criterio

sobre cual fraccion es mas conveniente que otra en cuanto a la cantidad de
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fenoles totales y la actividad antioxidante, se realizO6 ANOVA de un solo factor
con un nivel de confianza del 95.0%, los resultados se muestran en la Tabla N°9
y Tabla N°10.

Tabla N°9. ANOVA simple para fenoles totales en las 6 fracciones obtenidas por
cromatografia en columna.

Fuente de las Sumade Grados de | Promedio de los ,

L . Razén-F Valor-P
variaciones Cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 2.06818E6 5 413637 7835.96 0.0000
Intra grupos 633.444 12 52.787

Total 2.06882E6 17

Tabla N°10. ANOVA simple para la actividad antioxidante en las 6 fracciones
obtenidas por cromatografia en columna.

Fuente de las Suma de Grados de | Promedio de los
Razon-F Valor-P
variaciones Cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 16.2881 5 3.25762 517.54 0.0000
Intra grupos 0.0755333 12 0.00629444
Total 16.3636 17

Al aplicar la prueba de mudltiples rangos se observé que existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que no comparten una

misma columna de X's (Ver Tabla N°11 y N°12).

Tabla N°11. Prueba de multiples rangos para fenoles totales en las 6 fracciones
obtenidas por cromatografia en columna.

Fraccién Soluciones de Promedio Grupos Homogéneos
trabajo analizadas | (mg EAG/g fs) P 9
n-hexano:AcOEt 10% 3 1.08 X
n-hexano:AcOEt 30% 3 61.01 X
n-hexano:AcOEt 50% 3 153.57 X
n-hexano:AcOEt 70% 3 227.92 X
n-hexano:AcOEt 100% 3 768.03 X
Metanol 3 856.03 X
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Tabla N°12. Prueba de multiples rangos para la actividad antioxidante en las 6
fracciones obtenidas por cromatografia en columna.

Fraccién Soluciones de Promedio Grupos Homogéneos
trabajo analizadas | (mmoles ET/g fs) P g
n-hexano:AcOEt 10% 3 0.00 X
n-hexano:AcOEt 30% 3 0.00 X
n-hexano:AcOEt 50% 3 0.38 X
n-hexano:AcOEt 70% 3 1.23 X
n-hexano:AcOEt 100% 3 1.90 X
Metanol 3 2.48 X

El andlisis de varianza de un factor compara los valores medios de las 6
fracciones obtenidas y mediante la prueba F en la tabla de ANOVA, determina la
existencia de diferencias significativas entre ellas y posteriormente la prueba de

multiples rangos identifica cuales medias son las significativamente diferentes.

La tabla ANOVA descompone la varianza de los resultados de las fracciones en
dos componentes: entre grupos (diferentes fracciones) y dentro de grupos (datos

de una sola fraccién).

Un grupo homogéneo se refiere a aquella fraccion en la que sus 3 soluciones de
trabajo obtuvieron resultados homogéneos entre si. En la prueba de Folin-
Ciocalteu 6 grupos resultaron ser homogéneos; en el caso de la prueba del
DPPH, las fracciones n-hexano:AcOEt 10% y 30% conforman un solo grupo
homogéneo debido a que sus resultados en cada una de sus 3 soluciones de
trabajo, fueron 0.00 mmoles ET/g de fraccidén seca, siendo asi, que solamente
existen 5 grupos homogéneos.

Ya que el valor P de la prueba F es menor a 0.05, existe diferencia
estadisticamente significativa entre la media de las fracciones en ambas pruebas,
con un nivel de confianza del 95.0% exceptuando las fracciones n-hexano:AcOEt
10% y 30% en la prueba del DPPH, que no poseen diferencia significativa entre

ellas por compartir una misma columna de X’'s.
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VI. CONCLUSIONES

La proteccion de la muestra de kino desde su recoleccion hasta su
almacenamiento y uso, es importante debido a que la cantidad de
componentes antioxidantes se ve afectada por el contacto con el aire, la

luz y la temperatura.

La proporcién 1:10 utilizando etanol como solvente, es adecuada para la
disolucion del kino de Eucalyptus citriodora. El etanol disuelve por
completo el kino, los polifenoles quedan distribuidos y disponibles para la
interaccién con el diclorometano, para que este pueda separar los

metabolitos secundarios afines a él.

El uso del evaporador rotatorio es el método mas adecuado para llevar a
sequedad la fraccion diclorometanica. Al disminuir la presién permite que
el diclorometano se evapore rapido a una temperatura menor a 40°C
impidiendo la degradacion térmica de metabolitos secundarios y

consecuente disminucién de fenoles totales y la actividad antioxidante.

La fraccién diclorometanica obtenida por particion liquido/liquido tiene un
porcentaje de rendimiento 31.11% m/m respecto a los 10 gramos iniciales,

un porcentaje muy bueno y nada despreciable.

La fraccion de mayor porcentaje de rendimiento es la metandlica con un
30.17% m/m y la de menor rendimiento es la fraccion n-hexano:AcOEt
10% con 1.45% m/m, en consecuencia a la afinidad por solventes polares

de los polifenoles.

La fraccion metandlica fue la de mayor cantidad de fenoles totales y mayor
actividad antioxidante, mientras que, la fraccion n-hexano:AcOEt 10%
contiene la menor cantidad de fenoles totales y la menor actividad

antioxidante.
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7. Los fenoles totales y la actividad antioxidante estan directamente
relacionados en el kino de Eucalyptus citriodora, ya que a medida

aumentan los polifenoles, asi también, la actividad antioxidante.

8. El alto contenido de fenoles totales y la elevada actividad antioxidante del
kino de Eucalyptus citriodora, indican que es una materia prima
prometedora para ser incorporada a un fitofarmaco o fitocosmético, que
busque la prevencion o reduccidn del estrés oxidativo y todas sus
consecuencias, como el envejecimiento acelerado, enfermedades

cardiovasculares, renales, diabetes, entre otras.

9. Todas las fracciones poseen diferencia estadisticamente significativa
entre ellas, exceptuando las fracciones n-hexano:AcOEt 10% y 30% en la
prueba del DPPH, ya que no poseen actividad antioxidante perceptible por

este método.

10.EIl exudado del Eucalyptus citriodora corresponde al tipo kino, en base a
la gran cantidad de fenoles totales en Folin-Ciocalteu, que corrobora los
espectros de Resonancia Magnética Nuclear, donde la mayoria de
compuestos presentes eran polifenoles, volviéndolos los responsables de

la elevada actividad antioxidante demostrada en el método del DPPH.

11.No se encontraron datos de cuantificacibn de fenoles totales o de la
actividad antioxidante en las fracciones estudiadas, por lo que, la

investigacion es la primera en determinarlos.

12.La prueba de Folin-Ciocalteu reacciona principalmente con polifenoles,
pero también con otras sustancias reductoras, razén probable de que las
fracciones correspondientes a las mezclas n-hexano:acetato de etilo 10%
y 30% presenten resultados en Folin-Ciocalteu pero no presenten

actividad antioxidante en la prueba del DPPH.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES



112

VIl. RECOMENDACIONES

Mantener las condiciones de oscuridad y temperatura ambiente, debido a la
inestabilidad de los reactivos utilizados y de los polifenoles, que en soluciéon

se vuelven mas vulnerables al ataque del oxigeno, la temperatura y la luz.

Utilizar papel aluminio para cubrir por completo la cristaleria a utilizar, desde
gue se toma el polvo del kino hasta la finalizacion en la determinacién de los

fenoles totales y la capacidad antioxidante.

Verificar que el reactivo de Folin-Ciocalteu tenga un color amarillo, si es color
verdoso o azul, descartar. En el caso del DPPH, debe ser un polvo morado,
la solucion de este debe ser preparada al momento de realizar el experimento

ya que es el reactivo mas sensible a la degradacion.

Usar equipo de bioseguridad para la parte experimental de este trabajo, los

solventes son téxicos y volatiles, trabajar en camara de extraccion de gases.

Retomar los resultados de esta investigacion como referencia, para en caso

sea posible, someter a elucidacién estructural la fraccion metandlica.

Realizar la determinacién de fenoles totales y la actividad antioxidante del
extracto acuoso y etandlico del kino de Eucalyptus citriodora, por ser

solventes adecuados para la formulacion de fitofarmacos o fitocosméticos.

Realizar los ensayos toxicolégicos agudo o sub-agudo del extracto acuoso y
etandlico del kino de Eucalyptus citriodora, por ser los solventes mas

adecuados para la incorporacion en un fitofarmaco o fitocosmético.

Formular un fitomedicamento o fitocosmético, que incluya como materia prima
el kino del Eucalyptus citriodora, con via de administracion tépica, en primera
instancia, mientras no se tengan los ensayos toxicologicos agudo o sub-

agudo del extracto acuoso y del etanolico del kino.
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GLOSARIO

Antimicrobiano: Sustancia que destruye microorganismos, tales como las

bacterias o el moho, o les impide crecer y causar enfermedad. (0)

Antioxidante: Sustancia que protege las células de los dafios que causan los
radicales libres (moléculas inestables elaboradas por el proceso de oxidacion
durante el metabolismo normal). Los radicales libres pueden ser en parte
responsables del céncer, la cardiopatia, el derrame cerebral y otras
enfermedades del envejecimiento. Entre los antioxidantes estan el betacaroteno,

el licopeno, las vitaminas A, C y E, y otras sustancias naturales y fabricadas. 1)

Andlisis fitoquimico preliminar: obtencion de extractos de plantas con
solventes adecuados, a los cuales se les realizan reacciones de coloraciéon o
precipitacion, los resultados se reportan como (+) o (-) para el metabolito que se

trate de identificar la presencia.()

Fitoquimico: Sustancia que se encuentra en las plantas. Algunos fitoquimicos

puede reducir el riesgo de contraer cancer.a2)

Fitofarmacos: se extraen de las plantas (o de partes de estas) que se consideran
gue presentan caracteristicas curativas. También se denominan remedios o

farmacos herbales, asi como farmacos botanicos. 13

Fitocosmética: Es el uso de los principios activos de las plantas para cuidado y
estética de la piel y el cabello. El uso de unas u otras plantas viene determinado
por su actividad fisiolégica, que varia de unas plantas a otras, de modo que

encontramos plantas para casi todas las necesidades estéticas.(11)
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ANEXO N°1

ESQUEMA GENERAL PARA LA CUANTIFICACION DE FENOLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.
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Figura N°56. Esquema general para realizar la cuantificacion de fenoles totales y la actividad antioxidante. ST:
Solucion de trabajo, R: repeticiones.



ANEXO N°2

DESCRIPCION DE REACTIVOS, CRISTALERIA, MATERIAL Y EQUIPO
NECESARIO EN LA DETERMINACION DE FENOLES TOTALES Y
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.



- Reactivos:
- 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
- Acetato de etilo
- Acido gélico pureza 97.5-102.5%, Sigma-Aldrich.
- Agua bidestilada
- Carbonato de sodio grado ACS, 99.95-100.05%, Sigma-Aldrich.
- Diclorometano
- Etanol 70°
- Folin-Ciocalteu 2 N Sigma-Aldrich.
- Gel de silice
- Metanol
- n-hexano
- Trolox pureza 97%
- Cristaleria:
- Agitadores de vidrio
- Ampolla de separacion capacidad de 250 mL
- Balones capacidad de 250 mL
- Columna cromatografica
- Embudos
- Frascos Erlenmeyer capacidad 250 mL
- Mortero y pistilo
- Pipeta volumétrica capacidad 10.0 mL
- Vasos de precipitados capacidad de 10 mL
- Vasos de precipitados capacidad de 250 mL
- Viales
- Material:
- Cubetas descartables para UV-Vis
- Guantes descartables

- Lana de vidrio



Microespatulas

Micropinzas

Micropipeta capacidad 100-1000 pL
Micropipeta capacidad 30-300 pL
Papel absorbente

Papel aluminio

Papel filtro Whatman 91

Papel PARAFILM

Pinza clip

Pinza de extension

Pinza de sostén

Pisetas

Puntas descartables para micropipetas capacidad de 0.5 mLy 1 mL

Soporte metalico

Tubos de microcentrifuga

- Equipo:

Balanza analitica OHAUS EXPLORER (5 digitos)
Bafio ultrasonido VWR (Modelo 97043-988)

Compresor de aire
Congelador

Espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis

Evaporador rotatorio

Micromolino Scienceware Bel-Art



ANEXO N°3

EQUIPOS UTILIZADOS EN EL PROCESO EXPERIMENTAL



(€)

Figura N°57. (a) Micromolino Scienceware Bel-Art, (b) Balanza analitica OHAUS
EXPLORER, (c) Espectrofotdmetro Genesys 10S UV-Vis.



ANEXO N°4

CALCULOS PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR
DE ACIDO GALICO PARA LA CURVA DE CALIBRACION EN FOLIN-
CIOCALTEU.



Se parte de una solucién madre de concentracion de acido galico de 200 pg/mL.
Las soluciones se preparan a las concentraciones de acido galico de 100.00
pg/mL, 75.00 pg/mL, 50.00 pg/mL, 25.00 pg/mL, 12.50 ug/mL, 6.25 pyg/mL.

El volumen a preparar de cada estandar sera de 1.0 mL, a excepcion de los
estandares al 12.5 ug/mL y 6.25 ug/mL, que por conveniencia de uso de
micropipetas se preparan 0.8 mL. Para calcular el volumen de solucién madre a

utilizar para preparar cada solucién estandar, se utiliza la siguiente férmula:

Donde:
V,= Volumen de solucién madre de &cido gélico a utilizar.
C,= Concentracion de la solucién madre de acido galico.
V,= Volumen de solucion estandar a preparar.
C,= Concentracion de solucion estandar a preparar.

Ejemplo: célculo para preparar la solucion estandar de 100.00 ug/mL.

_ (100pg/mL)(1 mL)
L™ 200 pg/mL

V; = 0.5 mL V; = 500 pL de solucion madre

Dando como resultado los siguientes datos:

Tabla N°13. Datos para la preparacion de la curva de calibracién con acido galico.

Alicuota de solucion Alicuota de agua Concentracion de acido

madre (uL) bidestilada (uL) Volumen total (L) gélico (ug/mL)
500 500 1,000 100.00
375 625 1,000 75.00
250 750 1,000 50.00
125 875 1,000 25.00
50 750 800 12.50
25 775 800 6.25




ANEXO N°5

CALCULOS PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR
DE TROLOX® PARA LA CURVA DE CALIBRACION EN LA
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.



Se parte de una solucién madre 500 uM de Trolox®. Los estandares se preparan
a las concentraciones de 250.00 uM, 100.00 uM, 50.00 pM, 25.00 uM, 12.50 uM,
6.25 pM. El volumen a preparar de cada estandar sera de 1,000 yL y solamente
los estandares al 250.00 uM y 100.00 pM provienen directamente de la solucion

madre. Para preparar los estandares se utiliza la siguiente formula:

GV,

V, =
1 C]_

Donde:

V,= Volumen de solucién madre de Trolox® a utilizar
C,= Concentracion de la solucién madre de Trolox®
V,= Volumen de solucion estandar a preparar

C,= Concentracion de solucion estandar a preparar

Ejemplo: calculo para preparar la soluciéon estandar de 100.00 uM Trolox®.

B (100uM Trolox) (1000 puL)
1= 500 puM Trolox

V; = 200 pL de solucién madre

Dando como resultado los siguientes datos:

Tabla N°14. Datos para la preparacién de la curva de calibracién con Trolox®.

Alicuota de Alicuota de solucién Alicuota de )
) ) Volumen | Concentracion
solucion de concentracion agua
o . ) ) total (uL) MM Trolox®
madre (uL) préxima superior (uL)* | bidestilada (uL)
500 500 1,000 250.00
200 800 1,000 100.00
500 500 1,000 50.00
500 500 1,000 25.00
500 500 1,000 12.50
500 500 1,000 6.25

*A partir del estandar de 100 yM Trolox® se preparan los demas estandares por cascada de

dilucion.



ANEXO N°6

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL Eucalyptus
citriodora.



C D MINISTERIO
*.%+«" | DECULTURA

GOBIERNO DE

EL SALVADOR

Dr. Marvin José Nunez, PhD.

Coordinador del laboratorio de Investigacion en Productos Naturales
Facultad de Quimica y Farmacia

Presente

Por este medio hago constar que la muestra recolectada en la Facultad de Quimica y Farmacia,
Universidad de El Salvador, Municipio de San Salvador. Depto. San Salvador, en fecha 20 de
enero de 2019, por Jenny Menjivar (MHES) Marvin J. Nuanez, & Ulises Castillo (FQF-UES),
con caracteristicas Arbol de 15-20mt. Hojas Color verde y olor caracteristico. Con dicha
informacién y al examinar la muestra se determina que pertenece a la especie Corymbia
citriodora (Hook.) K. D. Hill & L. A. S. Johnson (Eucalyptus citriodora) de la familia
Myrtaceae, la cuil serd depositada en la coleccion nacional del herbario MHES del Museo de
Historia Natural de El Salvador, bajo el nimero de Voucher J. Menjivar et a/ 5022.

Para los usos que estime conveniente se extiende la presente constancia de identificacion de
muestra botinica a los 14 dias de octubre del afio 2019.

0 DEQS
WEER
(f

cda. Jenny Menjivar
Cyradora Herbario MHES
Coordinadora Colecciones de Historia Natural MUHNES.

Direccién General de Patrimonio Cultura y natural - Direccién de Museos — Museo de Historia
Natural de El Salvador
Teléfonos (503) 2270 9228, 2270 1387; muhnes@cultura.gob.sv
www.cultura.gob.sv



ANEXO N°7

RESULTADO DEL COEFICIENTE DE VARIACION DE LAS
ABSORBANCIAS EN LA PRUEBA DE FOLIN-CIOCALTEU.



Tabla N°15. Resultado del coeficiente de variacion de las absorbancias de cada
solucién de trabajo en la prueba de Folin-Ciocalteu.

Fraccion ST Cédigo Absorbancia Promedu? S %CV
Absorbancias
EC10A1 0.007
A EC10A2 0.006 0.006 0.001 9.12%
EC10A3 0.006
EC10B1 0.008
10% B EC10B2 0.007 0.008 0.001 7.53%
EC10B3 0.008
EC10C1 0.009
C EC10C2 0.009 0.009 0.000 0.00%
EC10C3 0.009
EC30A1 0.114
A EC30A2 0.107 0.112 0.004 3.62%
EC30A3 0.114
EC30B1 0.093
30% B EC30B2 0.092 0.094 0.003 3.41%
EC30B3 0.098
EC30C1 0.111
C EC30C2 0.104 0.103 0.008 7.54%
EC30C3 0.095
EC50A1 0.253
A EC50A2 0.244 0.255 0.012 4.55%
EC50A3 0.267
EC50B1 0.249
50% B EC50B2 0.245 0.245 0.005 1.84%
EC50B3 0.240
EC50C1 0.249
C EC50C2 0.258 0.252 0.006 2.24%
EC50C3 0.248
EC70A1 0.389
A EC70A2 0.381 0.385 0.004 1.05%
EC70A3 0.386
70%
EC70B1 0.350
B EC70B2 0.355 0.352 0.003 0.82%
EC70B3 0.350

ST: Solucién de Trabajo, A: Absorbancia, S: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de Variacion



Tabla N°15. Continuacion.

Fraccion ST Caddigo Absorbancia Promed|<? S %CV
Absorbancias
EC70C1 0.385
70% C EC70C2 0.368 0.369 0.016 4.41%
EC70C3 0.353
EC100A1 0.450
A EC100A2 0.449 0.450 0.002 0.34%
EC100A3 0.452
EC100B1 0.422
100% B EC100B2 0.423 0.423 0.001 0.14%
EC100B3 0.423
EC100C1 0.450
C EC100C2 0.437 0.437 0.013 3.04%
EC100C3 0.423
ECMEtAL 0.478
A ECMEtA2 0.477 0.476 0.002 0.44%
ECMEtA3 0.474
ECMEtB1 0.478
Metanol B ECMEtB2 0.475 0.475 0.003 0.63%
ECMEtB3 0.472
ECMEtC1 0.478
C ECMEtC2 0.476 0.476 0.002 0.42%
ECMEtLC3 0.474

ST: Solucién de Trabajo, A: Absorbancia, S: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de Variacién



ANEXO N°8

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES EN
LAS FRACCIONES OBTENIDAS POR CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA A PARTIR DE LA FRACCION DICLOROMETANICA DEL
KINO DE Eucalyptus citriodora.



Tabla N° 16. Resultados de la cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu en las fracciones
obtenidas por cromatografia en columna a partir de la fraccion diclorometanica del kino de E.

citriodora.
Fraccion | Peso (mg) | Vd. (mL) | A | pg EAG/mL enrlna?fzﬁgén mg EAG/g fraccion mg EP,;OGTS?:Z(S:cién mg E'Xgr/gef? ;)ccién
0.007 0.13 0.02 0.66
2.11 10.55 |0.006 0.01 0.00 0.03 0.24
0.006 0.01 0.00 0.03
0.008 0.26 0.04 1.29
10% 2.15 10.75 |0.007 0.13 0.02 0.66 1.08 1.08
0.008 0.26 0.04 1.29
0.009 0.38 0.06 1.92
2.13 10.65 |0.009 0.38 0.06 1.92 1.92
0.009 0.38 0.06 1.92
0.114 13.59 2.40 67.93
2.11 10.55 |0.107 12.71 2.24 63.53 66.46
0.114 13.59 2.40 67.93
0.093 10.94 1.93 54,72
30% 2.05 10.25 |0.092 10.82 1.91 54.10 55.56 61.01
0.098 11.57 2.04 57.87
0.111 13.15 2.32 65.73
2.08 10.40 |0.104 12.27 2.16 61.33 61.01
0.095 11.20 1.98 55.98

Vd.: Volumen de disolucion, A: Absorbancia, EAG; Equivalentes a Acido Galico



Tabla N°16. Continuacion.

mg EAG Promedios Promedio
Fraccién | Peso (mg) |vd. (mL)| A |ug EAG/mL mg EAG/g fraccion
en la fraccién mg EAG/g fraccion | mg EAG/g fraccion

0.253 31.06 18.95 155.31

2.14 10.70 |0.244 29.93 18.26 149.65 156.36
0.267 32.82 20.02 164.11
0.249 30.56 18.64 152.80

50% 2.13 10.65 |0.245 29.99 18.30 149.97 149.97 153.57

0.240 29.43 17.95 147.14
0.249 30.50 18.60 152.48

2.14 10.68 |0.258 31.69 19.33 158.45 154.37
0.248 30.43 18.56 152.17
0.389 48.16 73.83 240.81

2.38 11.90 |0.381 47.16 72.29 235.78 238.50
0.386 47.78 73.25 238.92
0.350 43.26 66.32 216.29

70% 2.07 10.35 |0.355 43.89 67.28 219.44 217.34 227.92

0.350 43.26 66.32 216.29
0.385 47.66 73.06 238.30

2.23 11.13 |0.368 45.52 69.78 227.61 227.92
0.353 43.57 66.80 217.86

Vd.: Volumen de disolucion, A: Absorbancia, EAG; Equivalentes a Acido Galico.




Tabla N°16. Continuacion.

mg EAG Promedios Promedio
Fraccion | Peso (mg) | Vd. (mL) | A | ug EAG/mL mg EAG/g fraccion
en la fraccién mg EAG/g fraccién | mg EAG/g fraccién
0.450 55.83 315.04 761.34
2.20 30.00 |0.449 55.71 314.33 759.63 761.91
0.452 56.08 316.46 764.77
0.422 52.31 319.90 773.07
100% 2.03 30.00 |0.423 52.44 320.67 774.93 774.31 768.03
0.423 52.44 320.67 774.93
0.450 55.77 327.34 791.05
2.12 30.00 |0.437 54.20 318.11 768.76 767.86
0.423 52.44 307.78 743.79
0.478 59.35 511.53 847.89
2.10 30.00 |0.477 59.23 510.45 846.09 844.90
0.474 58.85 507.20 840.71
0.478 59.35 526.58 872.83
Metanol 2.04 30.00 |0.475 58.98 523.23 867.28 867.28 856.03
0.472 58.60 519.88 861.73
0.478 59.29 518.40 859.27
2.07 30.00 |0.476 59.10 516.75 856.53 855.93
0.474 58.79 514.00 851.98

Vd.: Volumen de disolucion, A: Absorbancia, EAG; Equivalentes a Acido Galico.




ANEXO N°9

RESULTADOS DEL COEFICIENTE DE VARIACION DE LAS
ABSORBANCIAS EN LA PRUEBA DEL DPPH.



Tabla N°17. Resultados del coeficiente de variacion de las absorbancias de cada
solucién de trabajo en la prueba del DPPH.

Fraccion ST Cdédigo |Absorbancia Promedn? S %CV
Absorbancias
EC10A1 0.594
A EC10A2 0.595 0.593 0.002 0.35%
EC10A3 0.591
EC10B1 0.594
10% B EC10B2 0.595 0.593 0.002 0.35%
EC10B3 0.591
EC10C1 0.595
C EC10C2 0.593 0.593 0.001 0.18%
EC10C3 0.593
EC30A1 0.591
A EC30A2 0.589 0.589 0.002 0.26%
EC30A3 0.588
EC30B1 0.593
30% B EC30B2 0.591 0.594 0.004 0.61%
EC30B3 0.598
EC30C1 0.590
C EC30C2 0.591 0.592 0.002 0.42%
EC30C3 0.595
EC50A1 0.465
A EC50A2 0.469 0.466 0.002 0.50%
EC50A3 0.465
EC50B1 0.466
50% B EC50B2 0.464 0.465 0.001 0.25%
EC50B3 0.466
EC50C1 0.467
C EC50C2 0.466 0.466 0.001 0.22%
EC50C3 0.465
EC70A1 0.272
A EC70A2 0.267 0.267 0.005 1.87%
20% EC70A3 0.262
EC70B1 0.287
B EC70B2 0.285 0.287 0.002 0.70%
EC70B3 0.289

ST: Solucién de Trabajo, A: Absorbancia, S: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de Variacion



Tabla N°17. Continuacién

Promedio
Fraccién ST Cédigo |Absorbancia S %CV
Absorbancias
EC70C1 0.270
70% C EC70C2 0.275 0.277 0.009 3.25%
EC70C3 0.287
EC100A1 0.403
A EC100A2 0.408 0.404 0.003 0.80%
EC100A3 0.402
EC100B1 0.388
100% B EC100B2 0.391 0.388 0.004 0.91%
EC100B3 0.384
EC100C1 0.406
C EC100C2 0.395 0.403 0.007 1.71%
EC100C3 0.408
ECMEtA1 0.349
A ECMEtA2 0.333 0.339 0.009 2.65%
ECMEtA3 0.334
ECMEtB1 0.349
Metanol B ECMEtB2 0.361 0.356 0.006 1.71%
ECMEtB3 0.357
ECMEtC1 0.349
C ECMEtC2 0.348 0.350 0.002 0.60%
ECMEtIC3 0.352

ST: Solucién de Trabajo, A: Absorbancia, S: Desviacién estandar, CV: Coeficiente de Variacién



ANEXO N°10

RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS POR
CROMATOGRAFIA EN COLUMNA A PARTIR DE LA FRACCION
DICLOROMETANICA DEL KINO DE Eucalyptus citriodora.



Tabla N°18. Resultados de la cuantificacion de la actividad antioxidante por el método del DPPH en las fracciones
obtenidas por cromatografia en columna a partir de la fraccién diclorometénica del kino de E. citriodora.

Eraccion Peso | Vd. A M ET mmoles ET en mmoles ET/g Promedios mmoles ET/g Promedio mmoles

(mg) | (mL) la fraccién fraccion fraccion ET/g fraccién
0.594 0.00 0.00 0.00

1.99 | 9.95 | 0.595 0.00 0.00 0.00 0.00
0.591 | 0.00 0.00 0.00
0.594 | 0.00 0.00 0.00

10 2.02 | 10.10 | 0.595 | 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0.591 | 0.00 0.00 0.00
0.595 0.00 0.00 0.00

2.01 | 10.03 | 0.593 0.00 0.00 0.00 0.00
0.593 0.00 0.00 0.00
0.591 0.00 0.00 0.00

2.06 | 10.30 | 0.589 0.00 0.00 0.00 0.00
0.588 | 0.00 0.00 0.00
0.593 | 0.00 0.00 0.00

30 199 | 995 | 0591 | 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0.598 | 0.00 0.00 0.00
0.590 0.00 0.00 0.00

2.03 | 10.13 | 0.591 0.00 0.00 0.00 0.00
0.595 0.00 0.00 0.00

Vd.: Volumen de disolucion, A: Absorbancia, ET: Equivalentes a Trolox.



Tabla N°18. Continuacion.

0.465 77.23 0.05 0.39
2.12 10.60 0.469 73.63 0.04 0.37 0.38
0.465 77.23 0.05 0.39
0.466 76.33 0.05 0.38
50 2.40 12.00 0.464 78.13 0.05 0.39 0.38 0.38
0.466 76.33 0.05 0.38
0.467 75.43 0.05 0.38
2.26 11.30 0.466 76.78 0.05 0.38 0.38
0.465 77.23 0.05 0.39
0.272 250.91 0.38 1.25
2.45 12.25 0.267 255.41 0.39 1.28 1.28
0.262 259.91 0.40 1.30
0.287 237.41 0.36 1.19
70 2.23 11.15 0.285 239.21 0.37 1.20 1.19 1.23
0.289 235.61 0.36 1.18
0.270 253.16 0.39 1.27
2.34 11.70 0.275 248.66 0.38 1.24 1.23
0.287 237.41 0.36 1.19
0.403 133.03 0.75 181
100 221 30.00 0.408 128.53 0.72 1.74 1.79 1.90
0.402 133.93 0.75 1.82

Vd.: Volumen de disolucion, A: Absorbancia, ET: Equivalentes a Trolox.



Tabla N°18. Continuacion.

0.388 146.52 0.85 2.06

2.13 30.00 0.391 143.82 0.84 2.03 2.07
0.384 150.12 0.87 2.11

100%

0.406 130.78 0.75 1.81

2.17 30.00 0.395 140.22 0.80 1.94 1.84
0.408 128.53 0.74 1.78
0.349 181.62 1.49 2.48

2.20 30.00 0.333 196.02 1.61 2.67 2.60
0.334 195.12 1.61 2.66
0.349 181.32 1.48 2.45

Metanol 2.22 30.00 0.361 170.52 1.39 2.30 2.37 2.48

0.357 174.42 1.42 2.36
0.349 181.62 1.49 2.47

221 30.00 0.348 182.52 1.49 2.48 2.46
0.352 178.92 1.47 2.43

Vd.: Volumen de disolucién, A: Absorbancia, ET: Equivalentes a Trolox



