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RESUMEN

Para realizar la investigacion se hicieron viajes de bioprospeccion a fin de
seleccionar cuatro especies vegetales de la flora salvadorefia para verificar el
potencial antioxidante, eligiendo a Coffea arabica L. (para preparar una
extraccion acuosa sometiendo posteriormente a liofilizacién) y adicionalmente
Ocotea veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra martinicensis Mez y Persea
americana Mill, estas tres ultimas, elegidas como fuente de aceites esenciales,
los cuales fueron obtenidos por el método de Hidrodestilacion utilizando el
aparato Clevenger para posteriormente cuantificar la actividad antioxidante
utilizando el método DPPH. Las especies vegetales fueron recolectadas en los
departamentos de Ahuachapan y Sonsonate e identificadas por un profesional
experto botanico del Museo de Historia Natural de El Salvador. También se
realizaron pruebas de extraccion de aceite esencial y cuantificacion de actividad
antioxidante con hojas de Citrus x limon (L.) Osbeck con el fin de validar los
métodos a utilizar. La investigacion cientifica se realiz6 entre los meses de mayo
a noviembre de 2022 en el Laboratorio de Investigacién en Productos Naturales
de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador. El
procesamiento de los resultados finalizé en noviembre de 2022. De acuerdo a los
resultados obtenidos, en el caso de la especie Coffea arabica L. el contenido de
antioxidantes para la pulpa fresca fue de 44.98 umol Equivalente de Trolox/g de
FF (no se realiz6 ICso ya que se trabajé con una sola concentracion)
considerandose excelente si lo comparamos con los resultados de capacidad
antioxidante del “Arbol de pan”. Con los resultados obtenidos de los aceites
esenciales, la especie Persea americana Mill presentd la mayor capacidad
antioxidante con un 1Cs0=138.65 + 1.15mg/mL, por otro lado, Ocotea veraguensis
(Meisn.) Mez presento un 1Cs0=310.25£1.8mg/mL, en consecuencia, exhibiendo
una menor actividad antioxidante. En el caso de la especie Nectandra

martinicensis Mez no se obtuvo aceite esencial.
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1.0 INTRODUCCION

Los antioxidantes, por su estructura quimica, frenan la formacion de radicales
libres (RL), por lo que previenen o permiten tratar las enfermedades causadas
por el estrés oxidativo al contrarrestar de una manera directa o indirecta los
efectos nocivos que estos provocan, tales como, oxidacion a lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, alterando las funciones celulares. Por tanto, el consumo de
antioxidantes contenidos en frutas, verduras y subproductos puede tener un

efecto benéfico en la salud.

Las especies vegetales, producen metabolitos secundarios que son muy utiles
como estrategia de defensa contra condiciones de estrés, heridas por el dafio
mecénico de factores fisicos, depredacién de insectos o microorganismos
patbgenos, los cuales proveen compuestos que poseen actividades
antimicrobianas y antioxidantes que contribuyen al mantenimiento del estado
redox de la célula vegetal, entre ellos tenemos los terpenoides o isoprenoides,

los alcaloides, los fenilpropanoides, y los aceites esenciales.

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes
partes de las plantas y cumplen un papel muy significativo, pues ayudan en la
reproduccion y dispersion de las especies vegetales permitiendo atraer a los
insectos polinizadores. Asi mismo, tienen numerosas propiedades medicinales
gue les son comunes, y poseen efecto antioxidante debido a la presencia de
compuestos fenolicos, ademas de propiedades biolégicas entre las que se
destacan acciones anti-apoptoticas, anti-envejecimiento, anti-carcinogénico,
anti-inflamatorio, anti-aterosclerosis, proteccion cardiovascular y mejora de la
funcién endotelial, asi como, la inhibicion de la actividad de la angiogénesis y
proliferacion celular. En la actualidad, en el mundo se desarrolla intensamente la

investigacion con uso de aceites esenciales de plantas, asi mismo, la demanda
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de productos a base de especies vegetales arométicas en las industrias
farmacéutica, alimentaria y cosmética, esta creciendo y se espera que lo haga

en el futuro.

El propésito de la investigacion fue encontrar especies vegetales en las zonas
de Laguna Verde y Finca El Carajo en Apaneca, Finca San Jorge en San Julian,
localizadas en los departamentos de Ahuachapan y Sonsonate, donde se realizo
la bioprospeccion, en la busqueda de las especies vegetales, principalmente
aguellas especies fuente de aceite esencial pertenecientes a la familia
Lauraceae, para posteriormente cuantificar su actividad antioxidante, que puede
permitir el futuro desarrollo de fitofarmacos para atenuar las diferentes patologias
provocadas por el estrés oxidativo, asi como también fitocosméticos que ayuden
a disminuir visiblemente el envejecimiento. La bioprospeccion se llevd a cabo
acompafiados de un experto botanico del Museo de Historia Natural de El

Salvador (MUHNES), quién identifico las especies vegetales que se colectaron.

La recoleccion se realizé en las primeras horas de la mafiana y posteriormente
se procedio a trasladar aproximadamente 1 Kg del material vegetal para la
extraccion de los aceites esenciales haciendo uso del método Hidrodestilacion
por medio del aparato Clevenger, repitiendo el método hasta obtener el volumen
de aceite esencial requerido para el calculo de rendimiento del aceite esencial y
la determinacion de la actividad antioxidante de cada una de éstas, utilizando el
método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). La extraccion de aceites
esenciales y sus respectivas actividades antioxidantes se estandarizaron
utilizando hojas de Citrus x limon (L.) Osbeck “Limoén”, por ser una especie que
se ha estudiado previamente el porcentaje de extraccion de aceite esencial y

actividad antioxidante.

Adicionalmente, como parte del cumplimiento de un objetivo del proyecto
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Seguridad Alimentaria Sostenible en el Occidente de El Salvador: agroecologia,
empoderamiento, participacion e Innovacion administrado por la Asociacion
Agencia para el Desarrollo Econdmico Local del Departamento de Sonsonate
(ADEL Sonsonate), en colaboracion con la Universidad de El Salvador (UES) y
financiado por la Union Europea, el cual trata de la determinacion de la actividad
antioxidante de pulpa del fruto de café fresco (Coffea arabica L.) variedad
Pacamara, que se recolecté en la Finca El Carajo en Apaneca, que ademas
seran la base para la produccién de fitocosméticos a partir de un desecho de la
cadena de transformacion del grano de café, contribuyendo a la economia

circular de los pequefios cafetaleros de la zona.

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

Salvador, entre los meses de mayo a noviembre del afio 2022.
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2.0 OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la actividad antioxidante de especies de la flora salvadoreia: O.

veraguensis, N. martinicensis, P. americana y C. arabica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

221

2.2.2

2.2.3

224

Realizar la seleccion y bioprospeccion de especies vegetales de
las familias Lauraceae como potenciales fuentes de aceites

esenciales en el Departamento de Ahuachapan y Sonsonate.

Extraer los aceites esenciales de especies vegetales por el

método Clevenger.

Efectuar la bioprospecciéon de la especie Coffea arabica L.
variedad Pacamara en la Finca El Carajo en Apaneca en el

Departamento de Ahuachapan.

Determinar la capacidad antioxidante de la pulpa de café y
aceites esenciales extraidos de las especies vegetales
aromaticas recolectadas en la zona de Sonsonate vy
Ahuachapan, mediante el método de DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo)
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3.0 DISENO METODOLOGICO

Se investigd, selecciono, recolecté y analizaron tres especies vegetales de la
familia Lauraceae (Ocotea veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra martinicensis
Mez y Persea americana Mill) fuente de aceites esenciales con capacidad
antioxidante provenientes de las zonas de Laguna Verde y Finca El Carajo en
Apaneca y Finca San Jorge en San Julian, en los departamentos de Ahuachapan

y Sonsonate.

Adicionalmente, como parte del cumplimiento de un objetivo del proyecto
Seguridad Alimentaria Sostenible en el Occidente de El Salvador: agroecologia,
empoderamiento, participacién e Innovacion administrado por la Asociaciéon
Agencia para el Desarrollo Econdmico Local del Departamento de Sonsonate
(ADEL Sonsonate), Asociacion ElI Balsamo, Asociacion Nuevo Amanecer
(ANADES), Universidad de El Salvador (Facultad de Quimica y Farmacia:
Laboratorio de Investigacién en Productos Naturales y Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica), Movimiento Africa 70 y Universidad Bicocca de Milan ltalia, que
han sido seleccionados por la Delegacién de la Union Europea en EIl Salvador
para la ejecucion del trabajo, se realiz6 la recoleccion, extraccion y cuantificacion
de la actividad antioxidante de la pulpa de café fresco (Coffea arabica L.)
variedad Pacamara, que se recolecto en la Finca El Carajo en el municipio de
Apaneca, departamento de Ahuachapén, incorporando estos resultados al
trabajo que se realiza en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica para el
desarrollo y produccion de fitocosméticos a partir de un desecho de la cadena
de transformacion del grano de café, contribuyendo a la economia circular de los

pequeios cafetaleros de la zona.
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3.1 TIPO DE ESTUDIO

3.1.1 Estudio Experimental

En base a la investigacion bibliogréfica realizada y al analisis de estos datos, se
seleccionaron 4 especies vegetales con potencial antioxidante: Ocotea
veraguensis (Meisn.) Mez, Persea americana Mill, Nectandra martinicensis Mez

y Coffea arabica L. variedad Pacamara.

Adicionalmente, se validé el método de extraccidn para aceites esenciales por
medio del aparato Clevenger y el andlisis por el método DPPH para cuantificarla
capacidad antioxidante, empleando una especie vegetal muy abundante, con
buen porcentaje de rendimiento del aceite esencial y con datos reportados
previos de actividad antioxidante, eligiendo la especie Citrus x limon (L.) Osbeck

“Limoén”.

La determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH, se llevé a
cabo en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales de la Facultad
de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

3.1.2 Estudio Prospectivo

Con los resultados de la investigacion y andlisis realizados en este trabajo
puedan ser utilizados como antecedente para futuras investigaciones sobre
extraccion y pruebas de las propiedades antioxidantes en especies vegetales de

la flora salvadorefa.

3.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Se recopil6 informacion de especies vegetales fuente de aceites esenciales de

publicaciones cientificas, en ResearchGate, Google académico, ScienceDirect,
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Academia.edu, PubMed, y en las siguientes bibliotecas:

- Central de la Universidad de El Salvador
- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

- Internet

3.3 INVESTIGACION DE CAMPO

3.3.1 Universo:

Especies vegetales de la flora salvadoreiia de la familia Lauraceae (Ocotea
veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra martinicensis Mez y Persea americana
Mill.) fuente de aceites esenciales y la especie Coffea arabica L. variedad

Pacamara de los Departamentos de Ahuachapan y Sonsonate.

3.3.2 Muestra:

Tres especies aromaticas de la flora salvadorefia, fuentes de aceites esenciales
de la familia Lauraceae (Ocotea veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra
martinicensis Mez y Persea americana Mill) colectadas en la Laguna Verde y
Finca El Carajo, ambas en el municipio de Apaneca del departamento de
Ahuachapén y Finca San Jorge en San Julian en el municipio de San Julian del
departamento de Sonsonate, tomando en consideracion la disponibilidad, el
acceso al lugar, el estado de la planta y la delimitacion de las zonas
seleccionadas.

Ademas, la pulpa del fruto de Coffea arabica L. de la familia Rubiaceae,
colectada en la Finca “El Carajo”, municipio de Apaneca del Departamento de
Ahuachapén, debido a que estudios previos ha demostrado su capacidad
antioxidante, para el estudio se recolectaron aproximadamente 1 Kg de hojas de
las especies Ocotea veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra martinicensis Mez y

Persea americana Mill y extrayendo 40 mg de aceite esencial y en el caso del



25

Café variedad Pacamara se recolecté aproximadamente 500 g de fruto y se
utiliza 7.5 g de pulpa.

3.4 ESPECIES VEGETALES AROMATICAS FUENTES DE ACEITES
ESENCIALES.

Las especies vegetales aromaticas seleccionadas son pertenecientes a la familia
Lauraceae, también se estudido no como fuente de aceite esencial, sino por su
propiedad antioxidante la especie vegetal Coffea arabica L. de la familia

Rubiaceae.

Se llevaron a cabo 5 viajes de investigacion biologica llamados viajes de
bioprospeccion para reconocer la flora de los lugares, acompafado de un
botanico experto, en la busqueda de especies novedosas fuentes de aceites
esenciales, en los Departamentos de Ahuachapan y Sonsonate delimitando el
estudio a los lugares: Laguna Verde en Apaneca y Finca San Jorge en San
Julian; en el caso del “Limon”, fue recolectada en Finca Quinta Marisol, Cantén El
Jocotdn, Municipio de Coatepeque en el Departamento de Santa Ana y utilizada
para la extraccion del aceite esencial y la validacion del método DPPH para la

cuantificacion de la actividad antioxidante.

3.4.1 Bioprospeccion y recolectas

Los viajes de bioprospeccion, se realizaron con objetivo de busqueda de
especies vegetales fuente de aceites esenciales en fincas privadas y areas
naturales del Departamento de Sonsonate y Ahuachapan. Los viajes de
bioprospeccion se llevaron a cabo en compairiia del MSc. Gabriel Cerén, Curador
del herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador (MUHNES), quien

desarroll6 la identificacion del material vegetal.


https://docs.google.com/document/d/1fm4zaEPxbxhkzW-_Au3JMlNpp7mciwkV/edit#heading=h.5qpcrkaom86j
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Como resultados de dichos viajes, se crearon listados de especies vegetales a
las que posteriormente se les realizé una revision bibliogréafica, para seleccionar

las especies vegetales aromaticas.

3.4.1.1 Listado de especies vegetales identificadas

La Finca San Jorge, que es una finca agroecologica administrada por la
Asociacion Nuevo Amanecer (ANADES), que se encuentra a 6 Km de la Ciudad
de San Julian, en el Canton El Balsamar. Se produce principalmente café
organico, cultivos organicos y resina de Balsamo, ademas de poseer cabafas y

caminatas para llevar a cabo ecoturismo.

De los tres viajes de bioprospeccion realizados se identificaron 63 especies
vegetales pertenecientes a 36 familias botanicas.

A continuacion, se presentaran las especies vegetales identificadas en cada viaje
de bioprospeccion: Finca San Jorge, Canton El Balsamar, Municipio de San
Julian, Departamento de Sonsonate (Ver Tabla N°1).

Tabla N°1. Listado de especies vegetales observadas en la Finca San Jorge,
Canton El Balsamar, Municipio de San Julian, Departamento de
Sonsonate (28 junio, 26 de julio y 26 de octubre). Elaboracion

propia.

No Nombre cientifico Familia Nombre comun
1 Lonchocarpus phaseolifolius Fabaceae “Sangre de perro”
2 Machaerium kegelii Fabaceae “Ufia de gato”

3 Machaerium pittieri Fabaceae “Paternillo”

4 Bauhinia cf guianensis Fabaceae “Escalera de mono”

5 Indeterminada Fabaceae “Balsamito”
(Posible Myrospermum frutescens)
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6 Miroxylon pereirae Fabaceae “Balsamo”

7 Vigna sp. Fabaceae “Frijol mono”

8 Calycophyllum candidissimum Rubiaceae “Salamo”

9 Randia cf monantha Rubiaceae “Crucito”

10 Coffea arabica Rubiaceae “Café”

11 Exostema mexicanum Rubiaceae “Quina”

12 Pogonopus exsertus Rubiaceae “Chorcha de pava”
13 Geophyla repens Rubiaceae “Oreja de ratén”
14 Indeterminada* Rubiaceae *

15 Croton sp.

Euphorbiaceae

“Copalchi Montes”

16 Cnidoscolus tubulosus

Euphorbiaceae

“Chichicaston”

17 Omphalea oleifera

Euphorbiaceae

“Tambor”

18 Croton sp.

Euphorbiaceae

“Copalchi de monte

19 Cochlospermum vitifolium Bixaceae “Tecomasuche”
20 Peperomia sp. Piperaceae S

21 Piper tuberculatum Piperaceae S

22 Peperomia sp. Piperaceae “Galecita”

23 Cyperus hermaphroditus Cyperaceae S —
24 Gonolobus taylorianus Apocynaceae S
25 Matelea quirosii Apocynaceae e

26 Bomarea edulis

Alstroemeriaceae

“Duerme culebra”
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27 Solanum diphyllum Solanaceae “Hoja del golpe”

28 Rivina humilis Phytolaccaceae “Hierba del pobre”

29 Petiveria alliacea Phytolaccaceae “Epacina”

30 Eugenia sp. Myrtaceae “Cacho de novio”
“Incienso”

31 Xanthosoma sp. Araceae —ememee

32 Indeterminada Urticaceae e

33 Ficus sp. Moraceae “Amate”

34 Erythroxylum mexicanum Erythroxylaceae “Pergamino”

34 Erythroxylum mexicanum Erythroxylaceae “Pergamino”

35 Coccoloba sp. Polygonaceae “Papaturro”

36 Ocotea veraguensis Lauraceae “Canelo montes”

37 Dioscorea mexicana Dioscoreaceae “Barbasco”

38 Capraria biflora Scrophulariaceae e

39 Thelypteris sp. Thelypteridaceae e

40 Indeterminada Annonaceae e

41 Ipomoea wolcottiana subsp. wolcottiana | Convolvulaceae “Siete pellejos”

42 Bursera graveolens Burseraceae “Copalillo”

43 Costus sp. Costaceae “Cafia de cristo”

44 Drymonia serrulata Gesneriaceae “Planta Milagrosa”

45 Luehea speciosa Malvaceae “Cabo de hacha”

46 Sideroxylon capiri subsp. tempisque Sapotaceae “Tempisque”

47 Manilkara chicle Sapotaceae “Nispero”

48 Stenocereus eichlamii Cactaceae “Organo”
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49 Stigmaphyllon ellipticum Malphigiaceae “Flor amarilla”

50 Justicia carthaginensis Acanthaceae “Hierba del susto”

51 Hechtia guatemalensis Bromeliaceae “Vaca gorda”

52 Sapranthus microcarpus Annonaceae “Asta de bajio”

53 Bixa orellana Bixaceae “Achote”

54 Passiflora sp. Passifloraceae “Granadilla de hormiga”

55 Pogonupus exsertus Rubiaceae “Chorcha de pava”

56 Rauvolfia tetraphylla Apocynaceae “Amatillo”

57 Aristolochia salvadorensis Avristolochiacea “Guaco”

58 Pisonia macranthocarpa Nyctaginaceae “Espuela del diablo”
“Tinterillo negro”

59 Guazuma ulmifolia Malvaceae “Caulote”

60 Evolvulus sp. Convulvulaceae “Velazquina”

61 Leucaena shannoni Fabaceae “Contamal”

62 Lippia cardiostegia Verbenaceae “Oregano silvestre”

63 Ageratum salvanaturae Asteraceae e

*No se ha identificado a la fecha cual es el nombre cientifico y nombre comdn de la especie

vegetal.

Laguna Verde, Municipio de Apaneca, Departamento de Ahuachapan

La Laguna Verde, pertenece a la Cordillera de Apaneca-llamatepec y se

considera un humedal de altura, por encontrarse entre los 1605 msnm, en el

borde mas alto del crater. La vegetacion existente es la caracteristica de los

bosques nebulosos alterados con la ocurrencia de especies tipicas de la zona,

como el Roble (Quercus sp.).

En los viajes de bioprospeccion que llevamos a cabo, se identificaron 35 especies

vegetales pertenecientes a 27 familias botanicas (Ver tabla N°2).




Tabla N°2. Listado de especies vegetales observadas en la Laguna Verde,
Municipio de Apaneca, Departamento de Ahuachapéan (10 febrero y

19 julio). Elaboracién propia.

No Nombre cientifico Familia Nombre comin
1 Neobrittonia acerifolia Malvaceae S
2 Triumfetta lappula Malvaceae S
3 Solanum appendiculatum Solanaceae S
4 Solanum sp. Solanaceae S
5 Palicourea padifolia Rubiaceae “Flor de cera”
6 Arachnothryx laniflora Rubiaceae S
7 Rondeletia sp. Rubiaceae e
8 Fuchsia microphylla subsp. tetradactyla | Onagraceae “Sietio”
9 Citharexylum donnell-smithii Verbenaceae “Cordoncillo”
10 Peperomia sp. Piperaceae S
11 Piper amalago Piperaceae “Cordoncillo”
12 Piper standleyi Piperaceae “Lima de montafa”
13 Anthurium obtusum Araceae S
14 Scutellaria longifolia Lamiaceae S
15 Cyclopogon elatus Orchidaceae S
16 Castilleja arvensis Orobanchaceae “Flor de gato”
17 Phytolacca rugosa Phytolaccaceae S
18 Rubus niveus Rosaceae S
19 Gnaphallium attenuatum Asteraceae S
20 Saurauia kegeliana Actinidiaceae S
21 Desmodium uncinatum Fabaceae S
22 Passiflora adenopoda Passifloraceae S
23 Plumbago auriculata Plumbaginaceae | “Jasmin azul’
24 Dendropanax arboreus Araliaceae “Mano de Ledn”
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25 Casimiroa edulis Rutaceae "Matasano”

26 Zanthoxylum culantrilo Rutaceae “Cedro-espino”

27 Ensete cf ventricosum Musaceae -

28 Cupressus lusitanica Cupressaceae "Ciprés"

29 Pinus oocarpa Pinaceae "Pino"

30 Echeveria chiapensis Crassulaceae e

3l Ocotea effusa Lauraceae PC|:1?:::8

32 *Persea americana Lauraceae “Aguacate de olor”

33 Citharexylum donnell-smithii Lauraceae “Canelén”

34 Peperomia sp. Rhamnaceae “Duraznillo”

35 Piper amalago Convolvulaceae “Campanilla
morada”

*Colectada en Finca El Carajo, Apaneca.

3.4.1.2 Seleccion y recoleccion de especies vegetales aromaticas

En base al

namero de especimenes
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identificados en campo, posible

domesticacién de la especie, novedad de la especie vegetal en la busqueda de

aceites esenciales, duracion del proyecto de investigacion, se seleccionaron 3

especies aromaticas para desarrollar trabajo experimental, las cuales fueron:

Ocotea veraguensis “Canela de monte” Lauraceae (Finca San Jorge), Nectandra

martinicensis “Caneldén” Lauraceae (Laguna Verde) y Persea americana

“Aguacate de olor” (Finca El Carajo) para calcular el porcentaje de rendimiento

de aceites esenciales y determinar de la actividad antioxidante.
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3.4.2 Recoleccion de las especies vegetales aromaticas.

Se recolectaron las hojas de las especies vegetales ya que los metabolitos
secundarios (antioxidantes), se encuentran mayormente en este 6rgano vegetal
debido a que juegan un papel muy importante en las plantas encontrandose en
dicho o6rgano la defensa frente a posibles depredadores y patdgenos, se
realizaron 4 viajes de campo, las especies seleccionadas son: Ocotea
veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra martinicensis Mez y Persea americana Mill
(Ver Tabla N°3).

Cada una de las especies recolectadas se identifico por un profesional experto,
quien ademas les asigné un numero de Voucher para la especie vegetal, que
permitié establecer la trazabilidad si se desea continuar con el estudio. Y se
registraron los siguientes datos: nombre comun, nombre cientifico, fecha de
recolecta, lugar de recolecta, persona que recolectd, ubicacién por GPS y
nombre del botanico responsable de la identificacion.

Las especies vegetales fueron recolectadas e identificadas por el experto
botanico Msc. Gabriel Cerén curador del herbario del Museo de Historia Natural
de El Salvador (MUHNES) (Ver Tabla N°3).

Tabla N°3. Especies vegetales de la flora salvadorefia como fuente de aceite
esencial. Elaboracion propia.

. - L Numero de GPS Altitud
Especie vegetal Sitio de recoleccién
Voucher (msnm)
Ocotea veraguensis Finca San Jorge, San GC 5042 1340 665
. - . 57.3,-89 35
(Meinz.) Mez Julian, Ahuachapan 17.4
Nectandra martinicensis Laguna Verde, Apaneca, GC 3012 13 53 28;- 1619
Mez Ahuachapan 84 47 07
Finca El Carajo, Apaneca GC 5090 1351 46. 1447
Persea americana Mill 10, AP ' 79;- 89 47
Ahuachapan 51 42
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3.5 PARTE EXPERIMENTAL

3.5.1 Obtencién de los aceites esenciales de Citrus x limon (L.) Osbeck,
Ocotea veraguensis (Meinz.) Mez, Nectandra martinicensis Mez y Persea

americana Mill) por medio de Clevenger @2 (Ver Figura, N°1).

Para realizar las extracciones de aceites esenciales de las especies vegetales
seleccionadas, se realiza una prueba del método de extraccién, el que llamamos
"puesta a punto”, el cual ayuda a ver el comportamiento de las muestras (hojas),
el proceso de extraccidn con respecto a técnica y tiempo de extraccion y del

aceite esencial extraido.

La puesta a punto del método Clevenger se realiza con hojas del "Limon" (Citrus
x limon (L.) Osbeck, Rutaceae), que fueron recolectadas a tempranas horas de
la mafiana en la Finca Quinta Marisol, Canton El Jocoton, Municipio de
Coatepeque, Departamento de Santa Ana. Para la recolecciébn se toma en
cuenta que el material vegetal esté sano, libre de enfermedades, insectos, o
materias extrafias, luego las hojas se trasladaron en hieleras hacia el Laboratorio
de Investigacion de Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia
(LIPN).

En el LIPN, se procede a la extraccion y cuantificacion por medio del método de
hidrodestilaciéon por aparato Clevenger, donde se realizaron al menos 3

extracciones diarias, verificando el rendimiento de aceites esenciales obtenidos.

Procedimiento para extraccion de aceites esenciales de especies vegetales

aromaticas es el siguiente:
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Colocar el material vegetal en el area de trabajo previamente limpio.
Fraccionar el material vegetal con ayuda de tijeras.

Anotar el peso del material vegetal en un beaker previamente tarado.
Colocar el material vegetal fraccionado en el balon de fondo plano de
capacidad 1000 mL.

Agregar aproximadamente 300 mL de agua destilada en el balon que
contiene la muestra fraccionada.

Proceder a armar el equipo de destilacion de aceites esenciales (Aparato
de Clevenger)

Conectar las mangueras al refrigerante y conducto de paso de agua.

Abrir el conducto de paso de agua, de tal manera que circula el agua a
través del enfriamiento del refrigerante.

Encender la manta de calentamiento y destilar a temperatura constante
durante 90 minutos

Recolectar el aceite obtenido en tubos eppendorf previamente esterilizados
y rotulados.

Colocar el aceite obtenido en refrigeracion y en ausencia de luz.
Determinar el porcentaje de rendimiento a partir del volumen obtenido.
Lavar el equipo completamente para evitar cualquier contaminacion
cruzada en la siguiente corrida.

Repetir el proceso de extraccion hasta obtener el volumen deseado de

aceite esencial.
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Figura N°1. Extraccion de aceites esenciales utilizando el aparato Clevenger.
Elaboracion propia.

3.6 PREPARACION DE EXTRACTO DE LA PULPA DE CAFE FRESCO.

Se realiza la muestra de “Café Pacamara” la cual se despulpa de manera manual
y la extraccion se realiza de la pulpa, la cual fue llevada a cabo por medio de
agua, debido a la solubilidad de sustancias aromaticas que poseen actividad
antioxidante en ese medio polar. Para dicha extraccion se toma en cuenta la
recoleccion del fruto, el transporte, la extraccion ultrasénica en ausencia de la
luz, la congelacion del extracto acuoso y por ultimo la liofilizacion. Esto permite
obtener un extracto de calidad que contiene sustancias aromaticas que poseen

las propiedades antioxidantes, anti-edad, etc.



3.6.1 Preparacion del extracto acuoso de “Café Pacamara” @b,
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Colectar el café fresco, en las primeras
horas del dia en la Finca El Carajo en Apaneca,
se cortaron y se colocaron en una hielera para
luego ser trasladado al Laboratorio de
Investigacion en Productos Naturales de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador (LIPN-FQF-UES).

de café dicho proceso
realizé sin luz.

Lavar y remover la pulpa

se

La pulpa de café es extraida con agua en
un bafio ultrasonico por 30 minutos a
20°C en ausencia de luz, a una
concentracion de 10% m/v.
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Se filtr6 el extracto
obtenido con papel
Whatman No. 91.

Liofilizar (LABCONCO, Feezone Modelo
7740030) a una presion de 0.1 mm Hg a -
50°C, por un periodo de 52 horas.

Almacenar en viales y
se coloco en un desecador

Almacenar en un ultracongelador por
24 horas (Fischer Scientific, Isotemp) a
-20°C. Este proceso se llevara a cabo
por duplicado.

Todos los procesos son llevados a cabo en ausencia de luz, para preservar
los metabolitos secundarios antioxidantes. Luego se llevo a cabo la
cuantificacion de antioxidantes mediante el método DPPH en el extracto
seco de la pulpa de “Café Pacamara”

3.7 Estandarizacion de la actividad antioxidante por el método DPPH con el

aceite esencial de “Limon”

El ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) fue realizado mediante la técnica

modificada por Magoni y col. (Magoni et al., 2015)3°
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Todo el proceso experimental del cual se le realiza la actividad antioxidante en
el laboratorio se lleva 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 la prueba actividad antioxidante.

Reactivos a utilizar: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, CAS: 1898-66-4); Metanol;
Etanol; Aceite esencial de las especies vegetales seleccionadas; Estandar de
Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, CAS: 53188-07-
1).

3.7.1 Preparacion de la curva de calibracion con estandar
Trolox (Ver Figura N°2).

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

e Disolverlo con metanol hasta una concentracion de 500 uM.

e Preparar la linea de calibracion de Trolox entre 6.25 a 250 yM/mL, con al

menos 5 puntos.

Preparar la linea de
calibracion a partir
de la solucién
anterior en orden
decreciente de
concentracion

Figura N°2. Preparacion de la curva de calibracion con estandar de Trolox.
Elaboracion propia.
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3.7.2 Preparacion de la solucion de DPPH [50 puM] (Ver Figura N°3).

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

e Diluir con un volumen igual de metanol.

e Tomar una alicuota de esta solucion.

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

una concentracion final de 50 [uM] de DPPH.

Figura N°3. Preparacién de la solucion stock. Elaboracién propia.

El DPPH determina actividades de captura de material radicalario, en presencia
de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion de dicho
radical en medio acuoso. Y a mayor captacion del radical libre por parte del
antioxidante, habra una mayor disminucién de la absorbancia inicial del radical

DPPH.
3.7.3 Preparacion de las soluciones de trabajo.
3.7.3.1 Preparacion de las soluciones de trabajo para aceites esenciales
e Pesar en un vial de 10 mL aproximadamente 40 mg de aceite esencial.

e Diluir la muestra con metanol hasta una concentracion de 20 mg/mL
e Realizar diluciones hasta concentraciones finales de 15 mg/mL y 10
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mg/mL (Ver Figura N°4).

‘1 - ﬂj —a T ! !
- ’ E
f— AN AN A
4mg  20mg/mL 11111 1

Figura N°4. Preparacion de la solucidon de trabajo para aceites esenciales.
Elaboracién propia.

3.7.3.2 Preparacion de la solucién de trabajo para extracto liofilizado de “Café

Pacamara” (Coffea arabica L.)

e Pesar una cantidad adecuada de extracto liofilizado de café para preparar
una solucion de 0.2 mg/mL en etanol al 5%.

e Preparar 3 soluciones de cada extracto liofilizado (Ver Figura N°5).

Sln 5% etanol

Figura N°5. Preparacién de la solucion de trabajo para extracto liofilizado de
Café. Elaboracion propia.
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3.7.4 Preparacion de las celdas para la curva de calibracion con Trolox.

e Agregar con micropipeta a una celda para espectrofotometro UV-Vis los
siguientes reactivos:
950 pL de solucion de DPPH [50 pM].
50 pL de cada concentracion del estandar de Trolox.

e Realizar este procedimiento para cada concentracion de la curva de

calibracion.

3.7.5 Preparacion de las celdas con la solucién de trabajo.

e Agregar con micropipeta a una celda para espectrofotometro UV-Vis los
siguientes reactivos:
950 pL de solucion de DPPH [50 pM].
50 pL de las soluciones de trabajo.

3.7.6 Preparacion de blanco de reactivo.

e Agregar con micropipeta a una celda para espectrofotometro UV-Vis los
siguientes reactivos:
950 uL de solucién de DPPH [50 uM]

50 pL de solucion de metanol
3.7.7 Preparacion de blanco de solvente:
e Agregar con micropipeta a una celda para espectrofotometro UV-Vis los

siguientes reactivos:
68.73 uL de metanol
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931.27 pL de etanol

Nota: Todas las celdas se homogeneizaron evitando la formacién de burbujas y

se incubaron por 30 minutos en ausencia de fuentes de luz.

3.7.8 Lectura de celdas en equipo UV-Vis:

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

e Programar la longitud de onda segun la determinacion a realizar.

e Ingresar las unidades y las concentraciones de las soluciones estandar.

e Tomar las cubetas del lado que no esté en contacto con el haz de luz.

e 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 posicidon para que el haz de luz la atraviese.

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

e Leer las absorbancias de los estandares.

e Guardar los datos de las absorbancias del blanco y los estandares.

e Retirar las cubetas que contienen soluciones estandares, pero no la que
contiene el blanco.

e Ingresar al equipo las cubetas de las soluciones de trabajo y asignarles
su respectivo codigo en el programa.

e Medir las absorbancias de las muestras a una longitud de onda de 515

nm.
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3.8 Cuantificacion de la capacidad antioxidante en aceites esenciales y pulpa
de café por el método del DPPH. @

Sobre el ensayo de la capacidad antioxidante de la pulpa de café, es de hacer
notar que los principios y reacciones quimicas que se desarrollan son las mismas
que se llevaron a cabo con los aceites esenciales, la Unica diferencia se centra
en los solventes utilizados para disolver las muestras, en ambos métodos, esto
es debido a las polaridades contrapuestas que presenta tanto el extracto acuoso

de pulpa de café (polar) vs los aceites esenciales (no polares).

Asi, la determinacion de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales,

sigue las siguientes metodologias:

3.8.1 Preparacion de la curva de calibracion con Estandar de Trolox

- Proceder como indica el apartado 3.7.1.

3.8.2 Preparacion de la solucion DPPH [50 pM]
- Proceder como indica el apartado 3.7.2.

3.8.3 Preparacién de la solucion de trabajo

- se procedié como indica el apartado 3.7.3.

3.8.4 Preparacion de las celdas

- Proceder como indican los apartados del 3.7.4 al 3.7.7.

3.8.5 Lectura de celdas en equipo UV-Vis
- Realizar las lecturas a una longitud de onda de 515 nm, con un
espectrofotometro UV-Vis, modelo GENESYS 10S UV-Vis como indica el
apartado 3.7.8
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3.9 ANALISIS ESTADISTICO

3.9.1 Procesamiento de muestras

Los resultados de cuantificacion de actividad antioxidante se realizaron por
triplicado respecto a cada solucion de trabajo, se procede a tabular los datos
utilizando el programa Microsoft Excel 2019, con el cual se disefiara una hoja de
calculo para obtener los valores de CV, tomando en cuenta los valores que
presentaron un CV menor al 10%

3.9.2 Procesamiento de estandares

El espectrofotometro UV brinda una concentracion en puM Equivalentes de
Trolox, se realizaron un promedio de las curvas de calibracion que presenten un
CV menor al 10%, a partir de la ecuacion de linea recta obtenida, se calcula la
concentracion en pM Equivalentes de Trolox utilizando los valores de

absorbancia exhibidas para cada celda.

Haciendo uso de la nueva concentracion encontrada para cada celda, se realizon
los célculos para determinar la capacidad antioxidante expresada en 1Cso mg/mL,
en el caso del café variedad Pacamara los resultaron se expresaron en pmol

Equivalente de Trolox por gramo de Fruta fresca.

3.9.3 Comparacion de la actividad antioxidante por medio del Analisis de
varianza (ANOVA)

3.9.3.1 Andlisis de Varianza (ANOVA) de una sola via.

La determinacién de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales
extraidos de las especies vegetales Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez y Persea

americana Mill, se hizo por triplicado y en base al promedio se verifico si existe
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diferencia significativa entre las especies vegetales recolectadas mediante la
prueba de Analisis de Varianza (ANOVA)

Fundamento teorico de la prueba ANOVA: Con frecuencia se requiere evaluar
diferencias entre varias poblaciones, en este caso es la diferencia de la
capacidad antioxidante de las diferentes especies vegetales recolectadas, a las
que para este caso se asignara el nombre de “grupos”, estos grupos en ciertas
ocasiones pertenecen a un factor de interés (variable independiente), los grupos
se definen asignando diferentes niveles (variable dependiente) al factor, por
ejemplo: Un factor como “Temperatura de secado” tendra diferentes niveles
numeéricos (40°, 39°, 43°, 41° C), por lo tanto el andlisis de varianza en un sentido
sefalara si las medias entre dos 0 mas grupos son similares o diferentes, que en

nuestro caso es la capacidad antioxidante de cada especie.®

En ANOVA de un factor existen ciertas condiciones que deben cumplirse:

- Solo se relacionan dos variables: Una variable dependiente y una
independiente (factor).
- La variable dependiente es cuantitativa, mientras que la variable

independiente es categdrica (hominal u ordinal)

3.9.3.2 Prueba F para ver la variacion de la capacidad antioxidante entre las

especies vegetales.

La prueba F sirve para verificar cual es la variacion que existe de la capacidad
antioxidante entre las especies vegetales recolectadas, donde la diferencia se

considerara estadisticamente significativa al nivel de F < 0.05.

Al aplicar ANOVA de un factor, se calcula un estadistico o test denominado F y

su significacion. El calculo del estadistico F es algo complejo de entender, lo que
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hace es dividir la variacion entre los grupos por la variacion dentro de los grupos.
Si las medias entre los grupos varian mucho y la media dentro de un grupo varia
poco, es decir, los grupos son heterogéneos entre ellos y similares internamente,

el valor F sera mas alto y, por tanto, las variables estaran relacionadas.

La interpretacion de la prueba de F se realiza de la siguiente manera: Si es menor
de 0.05 es que las variables estan relacionadas y, por lo tanto, hay diferencias
significativas entre las especies vegetales. Cuanto mas alto sea F, mas estan
relacionadas la capacidad antioxidante de las especies, lo que significa que las
medidas de la variable dependiente difieren o varian mucho entre las especies

vegetales de la variable independiente.

Si en algun caso, existe un valor de F mayor a 0.05 es posible determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras, utilizando el Método de

Multiples Rangos o también conocido como Método de Tukey- Kramer.

3.9.3.3 Procedimiento Tukey-Kramer o de mudltiples rangos para ver la

diferencia de la capacidad antioxidante entre las especies vegetales.

Una vez se ha determinado que existe diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos, es posible determinar cuales medias son diferentes a otras,

utilizando la prueba de Multiples Rangos.

En base a este analisis, se determind si existe diferencia significativa entre los
aceites esenciales y su capacidad antioxidante, utilizando el software Statgraphic
Centurion (version 2014, USA). La diferencia se considerara estadisticamente

significativas al nivel de F < 0,05

El procedimiento permitio hacer comparaciones simultaneamente entre todos los
grupos, en este caso los aceites esenciales extraidos de las diferentes especies

vegetales. Primero se calculan las diferencias entre todas las medias. Después,
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se calcula un rango critico. Si los tamafios de muestra difieren, se calcula un
rango critico para cada pareja comparada de medias de muestra. Por ultimo, se

compara cada una de las medias contra sus correspondientes rangos criticos.



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Bioprospeccion

Se realizaron 5 viajes de bioprospeccion a los lugares seleccionados de los
departamentos de Ahuachapan y Sonsonate, acompafiado de un experto
botanico que identificaba las especies vegetales encontradas, de las cuales en
la Finca San Jorge, Municipio de San Julian en el Departamento de Sonsonate
encontramos 63 especies las cuales pertenecen a 36 familias botanicas (3 viajes
de bioprospeccion) y en la Laguna Verde, Municipio de Apaneca en el
Departamento de Ahuachapan se encontraron 35 especies vegetales

pertenecientes a 27 familias botanicas (2 viajes de bioprospeccion).

Al seleccionar las especies vegetales se realizaron 4 viajes de recoleccidn en
total, para la recoleccion de las especies vegetales Ocotea veraguensis (Meisn.)
Mez de la Finca San Jorge (2 viajes de recoleccion), Nectandra martinicensis
Mez de la Laguna Verde (1 viaje de recoleccion) y la especie Persea americana

Mill de la Finca El Carajo (1 viaje de recoleccion).

4.2 Extraccion de aceites esenciales

Para la estandarizacién o "puesta a punto” se realizaron 9 extracciones, donde
las primeras 4 se realizaron para verificar fugas en el aparato, tiempo de
extraccidn, capacidad de material vegetal fraccionado en el balén fondo redondo.
Al tener claro dichas observaciones, se siguieron las extracciones donde las 5
ultimas extracciones y cuantificaciones llevadas a cabo, se consiguido una
desviacion estandar aceptable (Ver Tabla N°4). Se utilizaron en total 1.04 Kg de

hojas frescas de hojas Citrus x limon (L.) Osbeck en donde la muestra rindi6 2.5
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mL de aceite esencial. Esto es interesante, desde el punto de vista de futuros
ensayos con otras variedades de “Limén” o especies de citricos, y en el caso de
nuestro proyecto, para llevar a cabo los calculos del costo de extraccion de
aceites esenciales.

El ejemplo para el calculo de cuantificacion de aceites esenciales en las hojas de

"Limén" se muestra a continuacion:

v volumen de aceite esencial extraido (mlL)

0 — = 100
% m cantidad de material vegetal (g) i
Ejemplo de célculo
v 0.35mL
%E ~ Tsog 100

%% =0.23% (m?L) Autoria propia

Este ejemplo se emplea para la cuantificacion de aceites esenciales de las
especies Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez y Persea americana Mill presentados

mas adelante.

Tabla N°4. Resultados de los ensayos de extraccion y rendimiento de las hojas
de “Limén” mediante el aparato Clevenger. Elaboracion propia.

Muestra vegetal (hojas de "Limén"; Rendimiento % v/m
gramos) (mL/g)
100.755 0.29
111.428 0.30
150.064 0.28
150.012 0.27
150.001 0.23
Total 662.26 Promedio 0.27 +/- 0.027

Los datos de rendimientos % v/m se relacionaron por 100 gramos de material
vegetal.
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4.2.1 Cuantificacion de aceites esenciales en especies aromaticas

seleccionadas

Se llevaron a cabo las extracciones de aceites esenciales de las 3 especies
vegetales seleccionadas. El érgano vegetal y dia de recoleccion, se detalla a
continuacion: hojas de Nectandra martinicensis Mez (25 de agosto de 2022-
Laguna Verde), hojas de Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez (1y 22 de septiembre
de 2022- Finca San Jorge) y hojas de Persea americana Mill (8 de noviembre-

Finca El Carajo-Apaneca), a través de 4 viajes de recoleccion.

El procedimiento general que se efectué con las muestras que ingresaron al
laboratorio, consistio en fraccionar las hojas para las extracciones de sus aceites
esenciales, luego colocar el peso adecuado en el balon de fondo redondo,
posteriormente armar el aparato Clevenger y desarrollar la extraccion durante
aproximadamente 1 hora, repitiendo (6 extracciones de aceite esencial de O.
veraguensis y 4 extracciones de P. americana) hasta obtener la cantidad
necesaria de aceites esenciales para la cuantificacion de la capacidad

antioxidante.

La especie Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez recolectada en la Golondrinera no
se toma en cuenta debido al bajo rendimiento, es por eso que se recolecto de la
Finca San Jorge, Municipio San Julian en el Departamento de Sonsonate, esta
presentd un buen rendimiento de aceite esencial y la cual se le realizo la

cuantificacion de la capacidad antioxidante.

Los rendimientos de la extraccion de los aceites esenciales de Ocotea
veraguensis (Meisn.) Mez esta fuera del promedio y Persea americana Mill dentro
del promedio que presentan los aceites esenciales en las especies vegetales

aromaticas (0.1 a 1%), destacandose P. americana, ya que posee un mayor
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rendimiento de obtencién, en comparacion de O. veraguensis. El caso de N.
martinicensis, es peculiar, ya que no se observd la presencia de aceites
esenciales (Ver Tabla N°5), pero si se percibié su olor, y este fenbmeno se

discute mas adelante.

Tabla N°5. Resultados de la cuantificacion de aceites esenciales de especies
vegetales por medio del Método Clevenger. Autoridad propia.
Elaboracion propia.

Nombre cientifico Nombre comun Familia Organo Rendimiento
%v/m (mL/g)

Nectandra martinicensis Mez "Canelén” Lauraceae Hojas No observado

Ocotea veraguensis (Meisn.) | "Canela de monte" | Lauraceae Hojas 0.02 +/- 0.0039
Mez

Persea americana Mill "Aguacate de olor" | Lauraceae Hojas 0.58 +/- 0.0372

Los datos de rendimientos obtenidos se relacionaron por 100 gramos de material
vegetal.

En cuanto al rendimiento de aceites esenciales en las hojas de Ocotea
veraguensis (Meisn.) Mez, este fue de 0.019 (% m/m), mucho menor que el
reportado para hojas (0.287% m/m) de esta especie vegetal recolectada en Costa
Rica “9. Hay que monitorear el rendimiento de aceites esenciales de esta especie

vegetal en época seca y verificar su comportamiento.

El rendimiento obtenido de aceites esenciales procedentes de las hojas de
Persea americana Mill “Aguacate de olor” (0.58%) colectadas en Apaneca fue
comparado frente al rendimiento de 7 variedades de P. americana Mill colectadas
en Marruecos en 2020, obteniéndose la siguiente relacion de rendimiento: similar
a la variedad Fuerte (0.5%), el doble que la variedad Ettinger (0.25%), 20 veces
mas que las variedades Reed (0.024%) y Maluma Hass (0.026%) y 40 veces mas
que las variedades Bacon (0.016%), Hass (0.015%) y Zutano (0.014%),

respectivamente “3. En un estudio llevado a cabo en Oaxaca, México, se obtuvo
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un rendimiento inferior (0.24%) al obtenido en la especie salvadorefia . Esta
discusion revela que estamos ante una especie aromatica con una gran
expectativa para darle continuidad al estudio de extraccion en otras épocas del
afo, la cuantificacion y la determinacién de la composicion quimica del aceite

esencial.

En el caso de Nectandra martinicensis, no se observo la presencia de aceite
esencial, aunque si unas notas fuertes de olor maderable en el alcoholato (agua
que genera el vapor para la extraccion) con una leve turbidez presentando
algunas goticulas aceitosas, esto se puede deber a que lo aceites esenciales
presentes en esta especie podrian ser solubles en agua, como ocurre con los
aceites esenciales de otras especies vegetales (por ejemplo en Nepeta cataria,
“Hierba del gato”, Lamiaceae, Gonzalez et al., 2007, Patente, Espafia) . Sin
embargo, en un estudio realizado en N. amazonum y N. hihua, se extrajeron
aceites esenciales, y se obtuvieron rendimientos de 0.04 y 0.12%,

respectivamente 49,

Por otra parte, el rendimiento de aceites esenciales obtenidos en las diferentes
especies vegetales aromaticas (mL/Kg de planta fresca) se muestra en la Tabla
N°6.

Debido a que es un rendimiento bajo, se llevaron a cabo una serie de
extracciones con material fresco de O. veraguensis y P. americana (1.9 y 1 Kg),
respectivamente, obteniéndose 0.6 y 6 mL de aceite esencial. Estos seran

utilizados para analisis de capacidad antioxidante.
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Tabla N°6. Cantidad de aceite esencial extraido en 1Kg muestra de especies
vegetales. Elaboracion propia.

Nombre cientifico Aceite esencial extraido (mL)
Nectandra martinicensis Mez No observado
Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez 0.3
Persea americana Mill 6

Los aceites esenciales extraidos de las especies seleccionadas se depositaron
en un eppendorf estéril y previamente etiquetado y tarado. Para luego realizar la
cuantificacion de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de las

especies seleccionadas.

4.3 Puesta a punto del método para determinar actividad antioxidante con el

aceite esencial de “Limoén”

La actividad antioxidante del aceite esencial de “Limon” (Citrus x limon (L.)
Osbeck) (Ver Tabla N°7), fue llevada a cabo con unas muestras de hojas
recolectadas en la Finca Quinta Marisol, Canton El Jocotén, Municipio de

Coatepeque, Departamento de Santa Ana.

Asi, se realizaron 4 ensayos para determinar la puesta a punto de la metodologia,
asi, en el primer ensayo se prepararon concentraciones de 0.7 mg/mL, 1.5 mg/mL
y 3.0 mg/mL, respectivamente. El segundo ensayo, las concentraciones se
aumentaron a 10 mg/mL, 15 mg/mL y 20 mg/mL, respectivamente y en el tercer
ensayo se aumentd mas las concentraciones trabajando con 20 mg/mL, 35 mg/ml

y 50 mg/mL, respectivamente.

Debido a la variacion en los resultados, se optd por concentraciones intermedias

(del segundo y tercer ensayo) trabajando el cuarto ensayo con concentraciones
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de 15 mg/mL, 20 mg/mL y 25 mg/mL, respectivamente.

La actividad antioxidante del aceite esencial de “Limén” se expresé en ICso, la
cual es una medida que identifica la cantidad minima necesaria de una especie
antioxidante (aceite esencial) para reducir al 50% la concentracion de una
sustancia oxidante dentro de la solucion de trabajo, por lo tanto, se espera que a
mejor capacidad antioxidante que tenga la solucién en estudio, su ICso, sea

menor, y se compara con el estandar de Trolox.

El resultado del ICso, del ensayo No. 1 fue de 283.94 + 5.93 mg/mL, del ensayo
No.2 fue ICso = 250.74 + 23.57 mg/mL, del tercero tuvo un ICso de 365.76 + 0.25
mg/mL y el cuarto, fue de 175.44 + 0.82 mg/mL (tomando los valores de este

ultimo ensayo por ser menos dispersos).

Por lo tanto, se determind que las concentraciones de 15 mg/mL, 20 mg/mL y 25
mg/mL, mantienen la mejor capacidad antioxidante del aceite esencial,

mostrando un menor ICso.

Tabla 7. Determinacion de la capacidad antioxidante en aceite esencial de
“Limoén”. Elaboracion propia.

N° ensayo 1 2 3 4
Concentracion 0.7 10 20 15
(mg/mL)
15 15 35 20
3.0 20 50 25
ICso 283.94 +593 | 250.74 + 23.57 365.76 £ 0.25 175.44 +0.82
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

La actividad antioxidante de los aceites esenciales se expresd en ICso, y se

comparo6 frente al estandar de Trolox, esto se debe a que es una molécula
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antioxidante utilizada ampliamente en ensayos antioxidantes o y en el caso del
acido ascorbico, es un potente agente reductor, lo que significa que dona
electrones facilmente a las moléculas receptoras el cual también y es también

muy utilizado en ensayos de actividad antioxidante “b,

4.4  Cuantificacion de la capacidad antioxidante por Espectrofotometria UV-Vis

empleando el método DPPH.

Se utilizé Estandar de Trolox para preparar la curva de calibracion comenzando
con una solucién madre de 500 uM y a partir de ella se prepararon soluciones
estandares de Trolox de 250 uM a 6.25 uM. Se prepard una curva de calibraciéon
de las muestras con el aceite esencial extraido y metanol, comenzando con una
solucion madre de 25 mg/mL y realizando diluciones en cascada para preparar

soluciones a 20 mg/mL y 15 mg/mL.

Para la lectura del espectrofotobmetro UV-Vis se prepararon 3 cubetas por cada
concentracion estandar que contenian: 50 uL de Trolox diluido en metanol y 950
ML de soluciéon DPPH para lectura del espectrofotbmetro UV-Vis. La cubeta de
muestra contiene: 50 pL de solucién de muestra y 950 uL de DPPH. El blanco
contenia 50 pL de agua destilada y 950 uL de una mezcla de alcoholes que
contenia 931,27 pL de etanol absoluto y 18,73 pL de metanol.

El tiempo de reaccion es de 30 minutos a temperatura ambiente (25°C) en la
oscuridad, antes de medir la absorbancia de cada cubeta, comenzando por el
estandar, en un espectrofotometro UV-Vis. En el momento de realizar la
cuantificacion de la actividad antioxidante se

elabord una curva de calibracion con el mismo numero de estandares a las

concentraciones establecidas.
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Tabla N°8. Lecturas de absorbancia, promedios, desviacion estandar y
coeficiente de variacion de los estandares en la prueba del DPPH.
Elaboracion propia.

Estandar Absorbancia Promedio S Ccv
WM Trolox | 444 Std 2 Std 3
500 0.183 0184 | 0185 0.1840 0.001 | 0543478
250 0.400 0410 | 0410 0.4107 0.000577 | 0.140589
100 0.548 0542 | 0546 0.5453 0.003055 | 0.560217
50 0.589 0586 | 0588 0.5877 0.001527 | 0.259931
25 0.606 0617 | 0598 0.6070 0.009539 | 1.571564
125 0.620 0627 | 0634 0.6270 0.007 | 1.116427
6.25 0.625 0625 | 0.624 0.6247 0.000577 | 0.092425

Al final de toda la cuantificacion de todos los estandares, se promediaron las
absorbancias de cada estandar en las diferentes curvas y se omitieron las
lecturas que no siguen la misma tendencia para un mismo estandar, para ello se
utilizé como parametro el coeficiente de variacion, debiendo ser menor al 10%

para aceptar el valor de la absorbancia.

El resultado es la curva de calibracion promedio, a partir de la cual se obtiene la
ecuacion de la recta (Ver Figura N°8)

Por cada aceite esencial se pesaron 2 muestras de trabajo, y se prepararon 3
soluciones (con concentraciones similares a las usadas en la puesta punto del
método con “Limoén”). Y por cada muestra se midié por triplicado la absorbancia
de las soluciones preparadas. Luego estos resultados se tabularon y graficaron
para obtener el ICso en mg/mL para cada aceite esencial de las especies

aromaticas seleccionadas.
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Para realizar los calculos de promedios, desviaciones estandar y coeficientes de
variacion, se utilizé el programa Microsoft Excel 2019. El resultado final se
expresé como el promedio de los IC50 obtenidos para cada uno de los aceites

esenciales.

Curva calibracion
y = -0.0009x + 0.6332
0-7000 RZ - 0.9997

0.6000
0.5000
0.4000

0.3000

Absorbancia

0.2000
0.1000

0.0000
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (uM)

Figura N°6. Curva de calibracion con Estandar de Trolox para la determinacion
de capacidad antioxidante. Elaboracion propia.

4.4.1 Ensayo antioxidante en extracto liofilizado de café (Coffea arabica L.

variedad “Pacamara”)

Por cada extracto liofilizado se prepararon 3 diluciones de trabajo las cuales se
leyeron por triplicado. La cuantificacién de capacidad antioxidante en el Fruto
fresco de café (Coffea arabica L. variedad “Pacamara”) se expresa en umol
equivalentes de Trolox contenido en 1 gramos de fruta fresca, y los resultados

se pueden observar en la Tabla N°9.
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Tabla N°9. Antioxidantes contenidos en fruto de café (Coffea arabica L.variedad
Pacamara) expresado en ug Equivalentes de Trolox contenido en 1

gramos de fruta fresca. Elaboracion propia.

Muestra Pulpa Peso neto | Humedad | Promedio DS Cv pmol

de café | decafé muestra pulpade | pumol Equiv. Equiv. de
(9) liofilizado cafe de Trolox/ g Trolox/g

de café (g) FF de FF
1 7.500 0.562 43.62% 38.47 3.83 9.94 | 38.47+£3.83
2 7.504 0.552 43.62% 44.98 4.08 9.165 | 44.98+4.08
3 7.508 0.542 43.62% 51.48 4.32 8.39 | 51.48+4.32
Promedio 7.504 0.552 43.62% 44.98 4.08 9.165 | 44.98+4.08

El contenido de antioxidantes para la pulpa fresca de café fue de 44.98 umol

equiv. de Trolox/g de FF pulpa de Coffea arabica L. (Ver Tabla N°10),

considerandose superior si lo comparamos con los resultados obtenidos de

capacidad antioxidante de 20 frutas de la flora salvadorefia “1)

Cabe mencionar, que el contenido de antioxidantes fue mayor que el reportado

para pulpa de café, reportados en Colombia “4 y Tailandia “%). Esto hace a el

extracto de pulpa de café salvadorefio, interesante para la formulacion de

fitocosmeéticos.

4.4.2

(Meisn.) Mez y Persea americana Mill,

Capacidad antioxidante en aceite esencial de Ocotea veraguensis

Por cada muestra de aceite esencial obtenido, se prepararon 2 soluciones de

trabajo y a cada una de estas le corresponden 3 concentraciones, en total por

muestra se utilizaron 3 cubetas UV-Vis por concentracion que contaron como

repeticiones.

En el momento de realizar la cuantificaciéon de la actividad antioxidante de las
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muestras se elaboraron curvas de calibracion con las absorbancias obtenidas
en el espectrofotometro UV-Vis de cada repeticion realizada por muestra (Ver
tabla), en cada una de las curvas de calibracion se genero la ecuacion de linea
recta, la cual se utilizo para obtener el ICso en mg/ mL de cada repeticion con la

siguiente formula:

ICSO =

(%)_b;mo * PM
m . Trolox
donde:
a: Lectura de blanco
b: Intercepto
m: Pendiente

PM: 250.29 mg/mmol

Ejemplo de célculo para determinar I1Cso:

(*5)-0.6332 . _
IC5y = | ~—2—~———+ 1000 ) * 250.29 Autoria propia
—0.0009

La actividad antioxidante de los aceites esenciales de las nuevas especies
vegetales aromaticas (Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez y Persea americana
Mill), se determind segun el procedimiento del apartado 3.8 por medio del método
DPPH el cual determina actividades de captura de material radicalario, en
presencia de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion de
dicho radical en medio acuoso, y a mayor captacion del radical libre por parte del
antioxidante, habrd una mayor disminucion de la absorbancia inicial del radical
DPPH.
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Dando a recordar que el andlisis de la actividad antioxidante no se realiz6 en la
especie Nectandra martinicensis Mez ya que no se observaron aceites

esenciales durante la extraccion.

Tabla N°10. Resultados de la Actividad antioxidante en aceite esencial de Ocotea
veraguensis (Meisn.) Mez y Persea americana Mill. Elaboracion

propia.
Aceite esencial ICs0 (Mg/mL)
Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez 310.25+1.8
Persea americana Mill 138.65 +1.15
Trolox 68.7 £ 0.7

Comparacion de IC50 de las especies
aromaticas seleccionadas frente al
estandar

Ocotea veraguensis (Meisn.) Persea americana Mill Trolox
Mez

* Aceite esencial

Figura N°7. Comparacion de los ICso de las especies vegetales analizadas.
Elaboracion propia.

La capacidad de captura de radicales libres de aceite esencial se determind

mediante los métodos espectrofotométricos de DPPH y se expresaron en ICsp el
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cual significa la concentracion de antioxidante necesaria para reducir la
concentracion inicial de DPPH en un 50%, es decir a la mitad, por lo que cuanto

menor sea la IC50, mayor sera la actividad antioxidante “2.

El andlisis de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales extraidos (Ver
Tabla N°10 y Figura N°7) se observa que el aceite esencial de Persea americana
Mill mostro la mayor actividad captadora de radicales libres con un ICso = 138.65
+ 1.15 mg/mL en comparacion con las otras especies vegetales analizadas, sin
embargo, no se puede reivindicar una actividad antirradical significativa 3. Y al
compararla con otro estudio en este caso del aceite esencial extraido de la
semilla de Persea amaericana Mill recalca su baja actividad antioxidante @),

Los resultados obtenidos revelaron que el aceite esencial de Ocotea veraguensis
(Meisn.) Mez presenta la menor capacidad captadora de radicales libres (ICso =
310.25 + 1.8 mg/mL) con respecto a las especies analizadas. Sin embargo, al
compararla con estudios previos de aceite esencial de Ocotea veraguensis (ICso
> 500 mg/mL) demuestran su inactividad 7, esto puede deberse a la
composicién, donde las hojas de la especie Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez
esta compuesto principalmente por Bulnesol (29.5%), p-cymene (19.8%) y
spathulenol (8.5%).

Cabe mencionar que, debido a los posibles efectos cancerigenos de algunos
antioxidantes sintéticos, la investigacion sobre la extraccion y evaluacion de
antioxidantes naturales esta recibiendo una atenciéon cada vez mayor. Debe
recordarse que los antioxidantes previenen la oxidacion de las cadenas de
radicales libres, que destruyen la integridad de la membrana, lo que con mayor

frecuencia conduce a la lisis celular.
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4.5 ANALISIS ESTADISTICO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ENTRE

Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez Y Persea amaericana Mill.

Se observa una diferencia notablemente significativa entre los resultados
obtenidos de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de Ocotea
veraguensis (Meisn.) Mez Y Persea amaericana Mill dando un ICso de 310.25 +

1.8 mg/mL y 138.65 = 1.15 mg/mL respectivamente (Ver figura N°7)



CAPITULO V

CONCLUSIONES
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5.0 CONCLUSIONES

En los lugares donde se realizo viajes de bioprospeccion; Laguna Verde,
Municipio de Apaneca del Departamento Ahuachapan identificando hasta el
momento 35 especies vegetales pertenecientes a 27 familias botanicas y
Finca San Jorge, Municipio de San Julian del Departamento de Sonsonate
63 especies vegetales pertenecientes a 36 familias botanicas de las cuales
pueden ser posibles especies vegetales potenciadoras de aceites
esenciales y con buena capacidad antioxidante que valdria la pena seguir
investigando.

El rendimiento de extraccién de aceite esencial de la especie Persea
americana Mill fue de 0.58% y Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez con un
rendimiento de 0.02%. En el caso de Nectandra martinicensis Mez, es
peculiar, debido a que no se observo presencia cuantificable (goticulas de
aceite) de aceites esenciales. Observando que Persea americana Mill
presentd el mayor rendimiento de aceites esenciales de las especies
vegetales aroméaticas estudiadas.

El contenido de antioxidantes para la pulpa fresca de café fue de 44.98 umol
equiv. de Trolox/g de FF pulpa de Coffea arabica L. considerandose
superior si lo comparamos con los resultados obtenidos en otros estudios
de capacidad antioxidante del “Arbol de pan” y “Jocote corona”.

De las especies vegetales estudiadas la Persea americana Mill mostro la
mayor capacidad antioxidante con un ICso = 138.65 + 1.15 mg/mL, seguida
por la especie y Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez con un ICso de 310.25 +
1.8 mg/mL presentando de esta forma que la Ocotea veraguensis (Meisn.)
Mez revelo la menor captacion de radicales libres.

La baja actividad antioxidante en la especie vegetal de Ocotea veraguensis
(Meisn.) Mez se podria relacionar a su contenido de metabolitos

secundarios, compuesto mayoritariamente por acidos grasos y esterol.
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6.0 RECOMENDACIONES

Las recomendaciones van dirigidas a guiar futuras investigaciones sobre el
analisis de la capacidad antioxidante centrada en las especies de plantas

examinadas en este trabajo

1. En futuras investigaciones se debe realizar extracciones de aceites
esenciales en diferentes épocas del afio, verificando altura y humedad en
el lugar de recoleccion y evaluar la actividad antioxidante de las especies
vegetales.

2. En el caso de la especie vegetal Ocotea veraguensis (Meisn.) Mez, hay
que monitorear el rendimiento de aceites esenciales de esta especie
vegetal en época seca y verificar su comportamiento.

3. Realizar la cuantificacion de fenoles totales de las especies vegetales
aromaticas que se investigaron en este trabajo.

4. Conservar condiciones de oscuridad y temperatura ambiente ya que los
reactivos y extractos son mas sensibles al oxigeno, la temperatura y la luz
en solucién debido a su inestabilidad.

5. Basados en los resultados obtenidos en esta investigacion elaborar una
propuesta de formulacion para la preparacion de un fitocosméticos rico en
antioxidantes, utilizando extracto liofilizado de Coffea arabica L. variedad
Pacamara.

6. Se recomienda para futuros proyectos a la obtencién de antioxidantes a
partir de la pulpa de “Café”, realizarlo a tres diferentes concentraciones
para poder realizar el calculo de ICso de dicho extracto.

7. Realizar analisis de cromatografia de gases-masa a los aceites en estudio
para determinar su composicion quimica y completar los estudios

preliminares de estas especies vegetales
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ANEXOS



Anexo 1: método de extraccion

Preparacion de la
muestra vegetal

Extraccion de aceite
esencial utilizando
aparato Clevenger

Obtencion del aceite
esencial

Figura N°8. Método de Hidrodestilacion utilizando el aparato Clevenger.
Elaboracién propia.




Anexo 2: Desarrollo del método de actividad antioxidante

Llenado de celdas Lectura en Equipo UV

Figura N°9. Desarrollo del método de cuantificacion de actividad antioxidante en
el aceite esencial de Citrus x limon (L.) Osbeck “Limén”. Elaboracion
propia .



Anexo 3: Antioxidantes contenidos en fruto de “Café” (Coffea arabica L.

variedad Pacamara)

Extraccion de metabolitos
secundarios
X ]

- /4

Preparacion de las celdas Lectura en equipo UV

Preparacion de la solucion
de trabajo
Figura N°10. Determinacion de la capacidad antioxidante en extracto liofilizado
de “Café” (Coffea arabica L. variedad Pacamara). Elaboracion

propia.




