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Resumen

Existen plantas medicinales de gran interés para el tratamiento de enfermedades. De acuerdo
con la Organizacion Mundial de Salud, una planta medicinal se define como cualquier
especie vegetal silvestre o cultivada que contiene sustancias capaces de ser empleadas para
propositos curativos y cuyos principios activos (compuestos bioactivos) puedan servir como
precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Las hojas de “cedron” (Aloysia citriodora)
son ricas en aceites esenciales y compuestos fendlicos, los cuales tienen propiedades
antioxidantes que pueden proteger a las células contra el dafio oxidativo y limitar el riesgo
de enfermedades asociadas al estrés oxidativo causado por los radicales libres. En este
estudio se realizd la extraccion de compuestos fenolicos de Aloysia citriodora por dos
métodos: por maceracion y con procesamiento ultrasénico utilizando como solventes etanol
al 80 % y agua. Se realizo la caracterizacion de los extractos en cuanto a su contenido de
compuestos fenodlicos totales (CF) y flavonoides totales (FT), asi como la capacidad
antioxidante, la cual se evalué mediante el ensayo de DPPH y ABTS y se calcul6 ademas la
ICs0. En ambos métodos de extraccion el etanol fue el que obtuvo mayor extraccion de
compuestos bioactivos a diferencia del extracto acuoso a una temperatura de 65 °C. Mientras
que el método con mayor extraccion fue el ultrasonido. EI maximo rendimiento para CF fue
obtenido por el método de ultrasonido siendo de 15.3 £ 0.18 mg EAG/mL, mientras que en
FT obtuvo un valor de 6.5 = 0.34 mg EQ/mL, la concentracion inhibitoria media 1Cso del
radical DPPH fue de 6.29 + 0.20 mg equivalentes del extracto y para el radical ABTS la
concentracion inhibitoria media 1Cso fue de 2.74 £ 0.10 mg equivalentes del extracto.
Asimismo, usando el solvente etanol en ambos métodos fue posible obtener una mayor
extraccion de los compuestos bioactivos de Aloysia citriodora, y el método por ultrasonido
a altas temperaturas acelero el tiempo de la ruptura mecénica de la pared celular y una mayor

liberacion de los compuestos bioactivos.

Palabras clave: Aloysia citrodora, compuestos fendlicos, actividad antioxidante DPPH vy

ABTS, concentracion inhibitoria media 1Cso.
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Abstract

There are medicinal plants of great interest for the treatment of diseases. According to the
World Health Organization, a medicinal plant is defined as any wild or cultivated plant
species that contain substances capable of being used for curative purposes and whose active
principles (bioactive compounds) can serve as precursors for the synthesis of new drugs. The
leaves of "lemon verbena" (Aloysia citriodora) are rich in essential oils and phenolic
compounds, which have antioxidant properties that can protect cells against oxidative
damage and limit the risk of diseases associated with oxidative stress caused by free radicals.
In this study, the extraction of phenolic compounds from Aloysia citriodora was carried out
by two methods: by maceration and with ultrasonic processing, using two solvents either
ethanol solution at 80 % or water.The characterization of the extracts in terms of total
phenolic compounds (CF) and total flavonoid compounds (FT) content and antioxidant
capacity, which was evaluated by the DPPH and ABTS test and 1C50 was calculated. In both
extraction methods, ethanol was the one that obtained the highest extraction of bioactive
compounds in contrast to the aqueous extract at a temperature of 65 °C. The method with the
greatest extraction was by ultrasound. Obtained as maximum yield for (CF) 15.3 + 0.18 mg
EAG/mL, while (FT) obtained a value 6.5 + 0.34 mg EQ / mL, medium inhibitory
concentration of the 1C50 of the radical DPPH was 6.29 + 0.20 mg extract equivalents and
for the radical ABTS the percentage of inhibition IC50 was 2.74 + 0.10 mg extract
equivalents. Using ethanol as solvent it was possible to obtain a greater extraction of the
bioactive compounds of Aloysia citriodora. The ultrasound method influenced at high
temperatures accelerates the time of the mechanical rupture of the cell wall and a greater

release of the bioactive compounds.

Keywords: Aloysia citrodora, phenolic compounds, DPPH and ABTS antioxidant activity,
medium inhibitory concentration 1C50.
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1. Introduccién

Existen plantas medicinales de gran interés para el tratamiento de patologias
humanas. De acuerdo con la Organizacién Mundial de Salud, una planta medicinal se define
como cualquier especie vegetal silvestre o cultivada que contiene sustancias capaces de ser
empleadas para propositos curativos y cuyos principios activos (compuestos bioactivos)

puedan servir como precursores para la sintesis de nuevos farmacos.

Los componentes bioactivos han cobrado relevancia en los ultimos afios, debido a los
beneficios que generan a la salud humana, algunos previniendo enfermedades crénico-
degenerativas, asi como aliviando los sintomas que estas producen. Se encuentra una gran
variedad de fitoquimicos bioactivos, entre los que destacan diversos compuestos de tipo:
fenolico, azufrados, fitoesteroles, terpenos y carotenoides, los cuales se encuentran en frutas,

verduras, cereales, leguminosas y plantas medicinales (Castillejo et al., 2018).

Dentro de las plantas medicinales, el “cedron” (Aloysia citriodora) ha sido estudiado
en diversos paises con el proposito de conocer el tipo y la cantidad de compuestos que
contiene y las diferentes propiedades que éstos puedan ejercer en los sistemas biologicos. El
cedron es originario de América del Sur y es ampliamente cultivado como especie
ornamental, por el agradable olor de sus flores y como especie medicinal (Flores, 2017). Al
cedron se le atribuyen propiedades antiespasmadicas, diuréticas, antipiréticas, sedantes,
carminativas, digestivas, expectorantes, analgésicas, cardiaca, antihistaminica y emenagoga.
En lo que respecta a su composicién quimica, las hojas de la planta son ricas en aceites
esenciales y su componente principal es el citral (38-40%), responsable de su aroma, y el
limoneno (7-11%) (Di Leo-Lira et al., 2016), los cuales han sido los compuestos mas
estudiados de esta especie; también abarcan otros tipos de compuestos como los polifenoles,
donde se destaca la presencia de flavonas derivadas de luteolina, en menor medida apigenina

y verbascésido que es considerado el compuesto mayoritario (Ricco et al., 2011).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue comparar los efectos de la

temperatura y el tipo de solventes utilizados en la aplicacion de los procesos de maceracion
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tradicional y por ultrasonido durante la extraccion de compuestos fendlicos a partir de hojas

de cedrdn (Aloysia citriodora), que permitan mantener la mayor capacidad antioxidante.
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2. Antecedentes

2.1 Aloysia citriodora

Aloysia citriodora es comunmente llamada ‘“cedron”. Es una planta de la familia
Verbenaceae, originaria de América del Sur y constituye una de las especies mas
sobreexplotadas debido a sus propiedades medicinales y arométicas (Di Leo-Lira et al.,
2016). La planta se distribuye por Mesoamérica y Centroamérica, es ampliamente cultivada
como especie ornamental, y es conocida en México con diversos nombres entre los que
destacan “Cedron” o “Yerba Luisa” (Estrada et al., 2013). El cedrdn es una planta lefiosa,
arbustiva, que puede alcanzar de 3 a4 m de altura, las hojas son simples, angostas y alargadas
con peciolos cortos y la forman 3 hojas por cada nodo de los tallos (Figura 1). La lamina es
de color verde palido, de 5 a 10 cm de largo y tienen un caracteristico aroma a limon. En la

Tabla 1 se presenta la taxonomia del cedrén.

Tabla 1. Taxonomia de “cedron” (Aloysia citriodora).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Lamuiales
Familia Verbenaceae
Género Aloysia
Especie Aloysia citriodora

La inflorescencia es una panicula terminal delgada, las flores consisten en un pequefio
caliz, tubular con cuatro dientes largos, estrechos y una corola palida, verde-malva divididos
en cuatro Iobulos acuminados. Las hojas secas son delgadas y fragiles, de color verde; poco
pecioladas, ovadas-lanceoladas, acuminadas, con pelos glandulares, poco pilosas en el enves.
La hoja presenta epidermis adaxial con tricomas cistoliticos, cénicos, unicelulares de paredes
gruesas verrucosas; cada uno se halla rodeado por una roseta de células basales conteniendo
cistolitos (Hashemi et al., 2018).
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Figura 1. Hojas de cedrén.

Las condiciones para el cultivo del cedréon son de un clima calido constante y
exposicion soleada, no resiste bien las heladas, a temperaturas por debajo de 0 °C pierde las
hojas, aunque la madera es lo suficientemente dura como para soportar hasta -10 °C (Botta,
1979). Requiere de un suelo bien drenado, preferiblemente margoso, bastante fértil y himedo
en verano. Se puede propagar por division de matas, acodos, o estacas, la multiplicacion por
semillas no se realiza debido a su escaso o nulo poder germinativo; en los cultivos

comerciales el método preferido es por estacas (Vargas-Corrales, 2012).

2.1.1 Principales usos

La hoja de cedron tiene un gran uso en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmeética. El aceite esencial se utiliza como corrector de sabor y olor en productos citricos

y como planta ornamental debido al gran aroma que expide (Céaceres et al., 1990).

La infusion de sus hojas, tallos, flor y frutos es usada ampliamente en México y

Sudamérica para calmar dolores, afecciones nerviosas y gastrointestinales, como son:
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colicos, diarrea, indigestion, flatulencias, nduseas y vomito. El reumatismo, Ulceras y dolores

menstruales son otros de los malestares (Rojas et al., 2012).

2.1.2 Composicion de las hojas

Los principales componentes de las hojas de cedron son, aceite esencial (0.1-0.3%),
alcoholes alifaticos (1-1.5%), sesquilerpenoles (4-5%) mono terpenos limoneno (6%), ésteres
terpénicos (6%), monoterpenoles (15-16%) sesquiterpenos (18%) y aldehidos (39-40%). El
principal componente del aceite esencial es el citral (Figura 2), el cual se obtiene por

diferentes técnicas, de las cuales resalta el arrastre por vapor (Vargas-Corrales, 2012).

CH,
.
o0
H,C~ “CHs

Figura 2. Molécula del citral.

2.2 Metabolitos secundarios

Las plantas tienen un metabolismo secundario que les permite acumular
compuestos de naturaleza quimica, a los cuales se les denomina metabolitos secundarios, que
presentan propiedades bioldgicas, funciones ecoldgicas o usos y aplicaciones en

medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes.

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo de la planta

y sus niveles esenciales, solo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abiotico o
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bidtico. Este aumento en los niveles de metabolitos secundarios es importante para la
supervivencia de las plantas, ya que su sintesis se deriva del metabolismo primario y porque
algunos compuestos son tdxicos para la misma planta. Es asi como algunos metabolitos
secundarios constituyen una parte importante de la respuesta de la defensa de las plantas

sometidas a heridas y al ataque por parte de las plagas (Sierra-Sarmiento et al., 2018).

La clasificacion de los metabolitos secundarios utiliza varios criterios, aunque en
todos ellos es inevitable la superposicion, los criterios de clasificacion de mayor aceptacion
son la estructura quimica, el origen biogenético, la accién biolégica y la actividad
farmacologica. Los compuestos mas importantes del metabolismo secundario son, los

fendlicos, alcaloides y los terpenos.

2.2.1 Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos quimicos con diferentes estructuras, estas poseen un
anillo aromatico con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos; son compuestos que
forman parte importante de la dieta y la salud humana, debido a que tienen propiedades como
antioxidantes que pueden proteger las células contra el dafio oxidativo y limita el riesgo de
enfermedades asociadas al estrés oxidativo causado por los radicales libres, la participacion
en el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias
de caracter inflamatorio (Ganoza-Yupanqui et al., 2015). La mayor parte de los compuestos
fenolicos estan conformados por los polifenoles, de los cuales se conocen mas de 8,000 de
las mas representativos estan los flavonoides, las quinonas fenodlicas, las cumarinas, los

lignanos, los estilbenos, las ligninas y los taninos (Sierra-Sarmiento et al., 2018).

2.2.2 Polifenoles
Los polifenoles tienen la capacidad para modular la actividad de diferentes enzimas
en distintos procesos celulares, y participan en reacciones metabdlicas celulares de dxido-

reduccion de acuerdo a sus propiedades antioxidantes. Los principales grupos de polifenoles
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son, &cidos fendlicos (derivados del &cido hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico),

estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Cabrera-Soto et al., 2009).

Biosintesis de los polifenoles
Los polifenoles se sintetizan como metabolismos secundarios de las plantas, tienen
lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del &cido siquimico y la ruta de los

polis acetatos, tal como se muestra en la Figura 3 (Quifiones et al., 2012)

Eritrosa-4-fosfato g 2
2 > = Fosfoenolpiruvato
(via pentosas-fosfato)
0 Ruta del acido G
siquimico

Acido
galico

Acetil-CoA

a

0 Fenilalanina O

Taninos

hidrolizables
Ruta de los
poliacetatos
Acido
trans-cinamico

p-cumaroilCoA ? MalonilCoA

| FLAVONOIDES |

a

FENOLES
SIMPLES

a

Figura 3. Ruta de biosintesis del acido siquimico y formacion de poli acetatos en plantas.

La ruta de biosintesis del acido siquimico

La ruta del acido siquimico proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina) y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles
sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). Es
dependiente de la luz y se inicia en los plastos por condensacion de dos productos tipicamente
fotosinteticos, la eritrosa-4-fostato, procedente de la via de las pentosas fosfato, y el
fosfoenolpiruvato, originario de la glucdlisis. La via del acido siquimico puede continuar con

la adhesion de una segunda molécula de fosfoenolpiruvato, dando lugar a la fenilalanina, un
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aminoacido esencial propio del metabolismo primario de las plantas. La fenilalanina entra a
formar parte del metabolismo secundario por accion de la enzima fenilalanina amonioliasa,
que cataliza la eliminacion de un grupo amonio, transformando la fenilalanina en el &cido
trans-cinamico. Posteriormente, el acido trans-cindmico se transforma en &cido r-cumarico
por incorporacion de un grupo hidroxilo a nivel del anillo aromético. La accion de una
Coenzima A (CoA), la CoA-ligasa, transforma el acido p-cumarico en p-cumaroilCoA, que

es el precursor activo de la mayoria de los fenoles de origen vegetal.

La ruta de formacion de los poliacetatos

Esta ruta proporciona las quinonas y las xantonas. Comienza a partir de una molécula
inicial de acetil-CoA, y a través de una serie de condensaciones se originan los poliacetatos.
Por reduccion de los poliacetatos se forman los acidos grasos, y por ciclacion posterior se
forman una gran variedad de compuestos aromaticos como las quinonas y otros metabolitos
(Quifiones et al., 2012).

2.2.3 Flavonoides

Entre los polifenoles mas importantes se encuentran los flavonoides, estos tienen una
gran actividad antioxidante, a los cuales se les atribuye una gran diversidad de efectos
terapéuticos, tales como actividades cardiotonica, antiinflamatoria, analgésica,

antineoplasica y antimicrobiana, entre otros (Ganoza-Yupanqui et al., 2015).

Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar los fenoles totales en
alimentos y vegetales se establecieron debido a que poseen un gran nimero de grupos
hidroxilos formando glucosidos, estos son polares, por lo que son ligeramente solubles en
disolventes polares, como el metanol, etanol, acetato de etilo o agua, en la Figura 4 se

muestran los nacleos estructurales de algunos flavonoides.
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Figura 4. Estructura quimica de los principales grupos de flavonoides A) Flavonoides, B)
Isoflavonas, C) Flavanonas, D) Antocianidinas, E) Flavanoides F) Flavonas (Santhakumar
etal., 2018).

2.2.4 Taninos

Los taninos son solubles en agua, y existen dos tipos: taninos hidrolizables y
condensados. Los hidrolizables se limitan a las dicotiledoneas, tienen un peso molecular mas
bajo y precipitan mucho menos que los taninos condensados Estas propiedades estan
relacionadas principalmente con su capacidad de interactuar con la proteina, de quelar
metales y su actividad antioxidante. Estas tres capacidades combinadas con sus efectos
antiinflamatorios y antiproliferativos explican los efectos beneficiosos de los taninos sobre
la salud humana. El &cido polifendlico mas simple es el acido galico, por ello se utiliza como
estandar para calcular concentracion de polifenoles en equivalentes de acido galico. Los
condensados o proantocianidinas estan presentes en la mayoria de las plantas vasculares, se

forman tras su degradacion por el acido clorhidrico en medio alcoholico; son pigmentos
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antocianicos de coloracion roja, incluyendo la cianidina y en algunos casos la delfinidina
(Arapitsas, 2012).

2.3 Radicales libres

Los radicales libres (RL) son atomos, moléculas o iones que contienen uno 0 mas
electrones no pareados en la capa de valencia o la Orbita externa y son capaces de existir de
forma independiente. EI nimero impar de electrones los hace inestables, de corta duracion y
altamente reactivos, se producen por reacciones quimicas con otras moléculas. Los RL
pueden producirse excesivamente en la mitocondria, iniciando asi una cadena que destruye
0 causa dafios a nivel celular como membranas celulares, dafio a moléculas y tejidos entre
otros (Phaniendra et al., 2015).

Los RL se derivan de tres elementos: oxigeno, hidrégeno y azufre; creando asi las
especies reactivas de oxigeno (ERO), especies reactivas de nitrogeno (ERN) y especies de
azufre reactivo (ERS). Las ERO/ERN desempefian un doble trabajo como compuestos
beneficiosos y toxicos para el cuerpo humano, a niveles moderados o bajos tienen beneficios
e implican diversas funciones fisioldgicas, como la funcion inmune (defensa contra
microorganismos patdgenos), vias de sefializacion celular, la respuesta mitogénica y la
regulacion rédox. A concentraciones mas altas generan estrés oxidativo y nitrosativo,
causando dafio potencial en biomoléculas. El estrés oxidativo y nitrosativo se desarrolla
cuando hay exceso de produccion de ERO/ERN y una deficiencia de antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos (Carvajal-Carvajal, 2019).

Las especies ERO/ERN también pueden involucrar fuentes de tipo enddgenas y
exogenas. En las fuentes enddgenas se encuentra la nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato (NADPH), mieloxiperoxidaxa (MPQO), lipooxigenasa, angiotensina II, la NADPH
oxidasa, peroxido de hidrogeno (H202), superoxido dismutasa (SOD), iones hidroxilo (OH-
), 0xido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO-). En las fuentes exdgenas la contaminacion
del aire y agua, tabaco, alcohol, drogas (ciclosporina, tacrolimus, gentamicina, y bleomicina),

metales de transicion, disolventes industriales, de coccion (carne ahumada, aceite de desecho
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y grasa) y la radiacion, entre otros. Estos compuestos a su vez al ser integrados al interior del
organismo se metabolizan en radicales libres, los cuales pueden utilizarse como marcadores

del estrés oxidativo (Phaniendra et al., 2015).

Los ERO incluyen radicales libres como anion superoxido (Oz7), peroxido de
hidrégeno (H203), hidroxilo (OH™), hidréperoxilo (HO2), oxigeno singlete (O2), acido
hipocloroso (HOCL), peroxinitrito (ONOO™. Los ERN se derivan del éxido nitrico (NO)
mediante la reaccion con anion superoxido (Oz27) y la formacion de peroxinitrito (ONOO").
ERS son facilmente formadas por las reacciones de ERO con tioles para formar un disulfuro
y con la oxidacion adicional puede resultar disulfuro-S—mondxido y disulfuro-S-didxido.
Finalmente, la reaccion con un tiol reducido puede dar lugar a la formacion de sulfénico o

acido sulfinico (Liguori et al., 2018).

2.3.1 Formacion de ERO

Las reacciones que conducen a la formacién de especies reactivas se muestran en
la Figura 5. Donde el radical hidroperoxilo (HO2) disocia a pH 7 para formar el anion
superoxido (O27). Este anidn es altamente reactivo y puede interactuar con un nimero de
moléculas para generar ERO, ya sea directamente o a través de enzimas y procesos
catalizados por metales. A continuacion, se describen algunas reacciones caracteristicas

donde estan involucradas las especies reactivas:

e Reacciones de Haber-Weiss: Donde el ion superdxido puede ser disociado a

peroxido de hidrogeno (H203), a través de una reaccién de dismutacion con la enzima

superdxido dismutasa (SOD) y finalmente en agua por la enzima catalasa (CAT).

e Reacciones de Fenton: El peréxido de hidrogeno (H20:2) reacciona con un catalizador

de hierro como como el Fe? *, este puede dar lugar a una reaccion de Fenton Fe3* +
OH- + OH™, que a su vez forma el radical hidroxilo (OH™) y puede dismutarse con
la enzima superoxido dismutasa (SOD), para finalmente convertirse en agua con la

ayuda de la enzima catalasa (CAT) (Carocho & Ferreira, 2013).
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Peroxidacion lipidica: se inicia por un ataque hacia la cadena lateral de un acido graso
con un radical con el fin de abstraer un atomo de oxigeno de un carbono metileno, donde los
dobles enlaces mas faciles para eliminar son los &tomos de hidrégeno, para formar un radical
y estos a su vez actlan por la siguiente reaccion genérica (LH + OH+— H20+ L), donde
(LH) representa un lipido genérico y (Le) representa un radical lipidico centrado en el
carbono. El radical lipidico puede reaccionar con el oxigeno molecular y dar lugar al radical
peroxilo (LOOe). El radical peroxilo lipidico se reorganiza mediante una reaccion de
ciclacion para formar endoperdxidos, que finalmente forman malondialdehido (MDA)
productos finales toxicos de la peroxidacion lipidica y estas a su vez promueven la aparicién

de enfermedades cronicas degenerativa (Liguori et al., 2018).

Radical Radical
Hidroperéxilo Superoxido

7.4
0,+e +H* > HO, —>H* + 05

LH
e+ 2H* /

0,
Peroxido de P
Hidrogeno ﬁi::::m L ( LOO Vit. E LOOH
H2 02 OH— o OH i?g:zgj Radical Peroxilo

I_‘ OH H 3 CA7
‘e F
\ HZO + 02

Fe2+ + Hz 02

Fe’* + OH + onr(

Figura 5. Reacciones que conducen a la formacion de ROS, flechas azules representan las
reacciones de Haber-Weiss, las flechas rojas representan las reacciones de Fenton y las
flechas verdes la peroxidacion lipidica. Las letras negritas representan los radicales o
moléculas con el mismo comportamiento. La abreviacion de (SOD) se refiere a las enzimas

superoxido dismutasa y catalasa (CAT). Adaptado por (Carocho & Ferreira, 2013).
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2.4 Antioxidantes

Los antioxidantes neutralizan la accion antioxidante de los radicales libres mediante
la liberacién de electrones en nuestra sangre, los cuales son captados por los radicales libres,
estos compuestos son capaces de disminuir el dafio celular, proteger a las biomoléculas
(lipidos, proteinas, ADN) de la oxidacion y/o inhibir los procesos de apoptosis celular
generados por especies reactivas del oxigeno, responsables del estrés oxidante. El
antioxidante cede un electron, se oxida y se transforma en un radical libre débil no téxico.
Existen dos tipos de antioxidantes: los endégenos y los exdgenos (Figura 6), estos Gltimos
son tomados de la dieta (Halliwell, 2013).

2.4.1 Antioxidantes enddgenos

Los antioxidantes enddgenos son producidos por el organismo como defensa ante
los radicales libres (RL), estos incluyen vias enzimaticas y no enzimaticas. En cuanto a los
antioxidantes enzimaticos se dividen en las defensas primarias y secundarias. Con respecto
a la defensa primaria se compone de tres enzimas, el glutation peroxidasa (GSH-Px),
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). El glutation peroxidasa (GSH-Px) puede
donar dos electrones para reducir los peréxidos mediante la formacion de selenoles y también
elimina peréxidos como sustrato potencial en las reacciones de Fenton, la SOD actla con el
anion superéxido (O27) para convertirlo en perdxido de hidrogeno (H202) y la CAT
finalmente descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular, asi mismo
estas enzimas ayudan a prevenir la produccion de radicales hidroxilos (OH™). En cuanto a la
defensa secundaria, se encuentran enzimas como glutation reductasa que reduce el glutation
(antioxidante) de su oxido a su forma reducida y la enzima Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
regenera la NADPH (fosfato de nicotinamida adenina), estas dos enzimas no neutralizan

directamente a los RL, pero tienen papeles de soporte para otros antioxidantes endégenos.

Los antioxidantes no enziméaticos son moléculas que interacttan con ERO/ERN y
terminan las reacciones en cadena de RL por lo que se pueden encontrar una gran variedad,
entre ellos el glutation, &cido urico y ubiquinol (Co-enzima Q). Algunos de estos se

encuentran en los alimentos, pero estos sufren una degradacion/biotransformacion
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significativa a lo largo del tracto gastro-intestinal (Carocho & Ferreira, 2013, Coronado et
al., 2015 Phaniendra et al., 2015, Liguori et al., 2018).

2.4.2 Antioxidantes exogenos

Los antioxidantes exdgenos son tomados de la dieta, estos incluyen las lecitinas
de aceite, selenio, zinc, acetilcisteina, incluyendo las vitaminas como, la vitamina A que es
un carotenoide producido en el higado y resulta de la descomposicion del B-caroteno. Hay
alrededor de una docena de formas de vitamina A que se pueden aislar. Se sabe que tiene un
impacto beneficioso en la piel, los 0jos y los érganos internos. Lo que confiere la actividad
antioxidante es la capacidad de combinarse con los radicales peroxilo antes de que propaguen
la peroxidacion a los lipidos. El acido ascorbico (vitamina C) incluye dos compuestos con
actividad antioxidante: acido L-ascorbico y acido L-deshidroascorbico que se absorben a
través del tracto gastrointestinal y pueden intercambiarse enzimaticamente in vivo. El acido
ascorbico es eficaz para eliminar el anion del radical superdxido, el peroxido de hidrgeno,
el radical hidroxilo, el oxigeno singlete y el 6xido de nitrogeno reactivo (Barros et al., 2011)
La vitamina E esta compuesta por ocho isoformas, con cuatro tocoferoles (a-tocoferol, 3-
tocoferol, y-tocoferol y 6-tocoferol) y cuatro tocotrienoles (a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-
tocotrienol y -tocotrienol), siendo el a-tocoferol la isoforma mas potente y abundante en los
sistemas bioldgicos. El grupo de cabeza de cromano confiere actividad antioxidante a los
tocoferoles, pero la cola de fitilo no tiene influencia. La vitamina E detiene la peroxidacion
lipidica donando su hidrégeno fendlico a los radicales piroxilos formando radicales
tocoferoxilo que, a pesar de ser también radicales, no son reactivos y no pueden continuar la
reaccion oxidativa en cadena. La vitamina E es el unico antioxidante importante soluble en
lipidos que rompe cadenas que se encuentra en el plasma, los glébulos rojos y los tejidos, lo
que le permite proteger la integridad de las estructuras lipidicas, principalmente las
membranas (Burton et al., 1990) Estas dos vitaminas también muestran un comportamiento
sinérgico con la regeneracion de la vitamina E a través de la vitamina C desde el radical
tocoferoxilo a una forma intermedia, restableciendo asi su potencial antioxidante. La

vitamina K es un grupo de compuestos liposolubles, esencial para la conversion
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postraduccional de glutamatos unidos a proteinas en carboxiglutamatos en varias proteinas
diana. La estructura de 1,4-naftoquinona de estas vitaminas confiere el efecto protector
antioxidante. Las dos isoformas naturales de esta vitamina son K1y K2.

Los antioxidantes del tipo fendlico, incluyen derivados del estilbeno (resveratrol,
acidos fendlicos y flavonoides), a los cuales se les confiere las propiedades antioxidantes por
los grupos hidroxilo unidos a estructuras de anillos fendlicos y estos a su vez pueden actuar
como agentes reductores, donadores de hidrogeno, inactivadores de oxigeno singlete,
quelantes de metales, activan enzimas antioxidantes, mitigan el estrés nitrosativo, aumentan
los niveles de acido Urico y moléculas de bajo peso molecular, son precursores de taninos y
secuestradores de RL con especial impacto en el radical hidroxilo (OH™), perdéxido de
hidrégeno (H202), anién superdxido (O2 ) y peroxinitrito (ONOO™) (Figura 6) (Carocho &
Ferreira, 2013; Corrales & Mufioz, 2012).
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Figura 6. Antioxidantes naturales separados en clases, las letras verdes representan los

antioxidantes exogenos, mientras que las letras azules representan los antioxidantes

enddgenos. Adaptado por (Carocho & Ferreira, 2013).

Por otro lado, en la Tabla 2 se muestran algunos estudios realizados por diferentes

autores sobre compuestos bioactivos de diferentes partes de la planta del género Aloysia.
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Tabla 2. Estudios de algunos autores sobre la extraccion de compuestos fendlicos del
género Aloysia.

Autores Especie Resultados
Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
Aloysia Infusion
gratissima var. | Hojas 36.94 + 1.73 (mg EAT/gMS) y 19.23 £+ 1.74 (mg ER/gMS)
Gratissima | Cuantificacion ABTS 219 £ 42 (umoles EAA/gMS)
(Ricco et al., 2011) Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
Aloysia Hojas 45.38 + 2.83 (mg EAT/gMS) y 31.05 + 2.40 (mg ER/gMS)

gratissima var.

Cuantificacion ABTS 351 + 50(umoles EAA/gMS)

Schulziana | Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
Hojas 30.80 + 1.29 (mg EAT/gMS) y 11.10 + 1.14 (mg ER/gMS)
Aloysia Cuantificacion ABTS 217 £ 20 (umoles EAA/gMS)
polystachya
Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
(Aguado et al.,2013) Aloysia Maceracion etanol al 70 %
polystachya | Hojas 2.32 +0.16 (mg EAG/mL E) y 0.37 £ 0.01 (mg EQ/mL E)
ICso DPPH 5.30.10° + 1.13. 10* mg/mL
Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
Extraccion acuosa
(Cheurfa & Allen, 2016) Aloysia Hojas 61.13 £ 0.0 (mg EAG/g) y 6.81 + 0.1 (mg EQ/q)
triphylla 1Cs0 DPPH 27.40 £ 0.1 mg/mL
Extraccion hidroalcoholica al 50%
Hojas 30.84 £ 0.1 (mg EAG/g) y 6.42 + 0.1 (mg EQ/g)
ICso DPPH 23.52 + 0.03 mg/mL
Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
Extraccion etandlica al 10 %
(Alvares-Rosales et Aloysia Hojas 27.5 £ 0.10 (mg EAG/gPS) y 49.6 + 3.13 (mg ER/gPS)
al.,2019) citriodora Tallo 20.1 £ 0.17 (mg EAG/gPS) y 40.01+1.5 (mg ER/gPS)
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Descripcion de la tabla: (mg EAT/gMS) miligramos equivalentes de &cido tanico/gramos de material
seco, (mg ER/gMS) miligramos equivalentes a rutina/ gramos de material seco, (umoles EAA/gMS) micro
moles equivalentes de acido ascorbico/gramos de material seco, (mg EAG/mI E) miligramos equivalentes de
acido galico/mililitro de extracto, (mg EQ/mI E) miligramos equivalentes de quercetina/mililitro de extracto,
(mg EAG/g) miligramos equivalentes de acido galico / gramos de la planta, (mg EQ/g) miligramos equivalentes
de quercetina/gramos de la planta, (mg EAG/gPS) miligramos equivalentes de acido galico/gramos peso seco,

(mg ER/gPS) miligramos equivalentes de rutina/ gramos peso seco.

2.5 Métodos de extraccion de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos fenolicos dependera de la textura y el contenido acuoso
del material vegetal y el tipo de sustancias que se van a aislar. Los compuestos fendlicos
pueden ser volatiles, oleresinosos, termoestables, lipofilicos e hidrofilicos, entre otros. Asi
para las sustancias de baja polaridad (lipidos) se utilizan solventes como el éter de petrdleo
y cloroformo, para sustancias de mediana y alta polaridad, el acetato de etilo, el etanol y la
acetona (Sierra-Sarmiento et al., 2018). Teniendo en cuenta todas estas caracteristicas se
pueden seleccionar entre uno 0 mas técnicas de extraccion. Entre las técnicas convencionales
de extraccion se encuentran las de maceracion, extraccion continua en Soxhlet, extraccion
por hidrodestilacion, destilacion por arrastre de vapor y destilacion por rotavapor. Dichos
métodos han sido muy utilizados, pero son muy prolongados, requieren grandes cantidades
de solvente organicos, cuyos remanentes limitan la aplicacion de los extractos debido a la
toxicidad del solvente, ademas de requerir largos tiempos de extraccion y alto consumo
energético (Corona-Jiménez et al., 2016). Lo anterior ha impulsado la implementacién de
tecnologias novedosas de extraccion asistida por diversos mecanismos como el ultrasonido,
la energia de microondas, fluidos supercriticos y mediante la extraccion acelerada por
disolventes. El principal objetivo de estas tecnologias es la reduccion de consumo de energia
y el tiempo que es reflejado en la disminucion del costo, por lo que han sido denominadas
sustentables debido a que protegen tanto al medio ambiente como a la salud de los
consumidores (Da Porto et al., 2013, Rojas et al., 2019).
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2.5.1 Extraccidn por maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima
posee una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion, que son los que se
pretende extraer. La maceracion genera dos productos, el sélido ausente de esencias y el
propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia empleada,
asi como del liquido de extraccion. Existen dos métodos de maceracion de acuerdo con la
temperatura: caliente o fria. Esta operacion requiere de un tiempo largo y mayor gasto
energético, aunque es recomendable por su uso convencional (Sierra-Sarmiento et al., 2018,

Torres-Valenzuela et al., 2020).

2.5.2 Extraccidn por procesamiento ultrasénico

La extraccion por ultrasonido es un método sencillo y rapido en comparacion a otros
métodos, ademdas de que presenta alta reproducibilidad en corto tiempo, es de féacil
manipulacion y disminuye el uso de solventes. La efectividad del ultrasonido es debido al
fendmeno de cavitacion que consiste en la formacion, crecimiento e implosion de
microburbujas de gas en el seno del liqguido como consecuencia de las fluctuaciones de
presion generadas por el paso de ondas, que se propagan a través del fluido, oscilando
alrededor de su posicién de equilibrio, haciendo que las distancias intermoleculares se
modifiquen continuamente siguiendo ciclos alternos de compresion y descompresion. Dicho
efecto, causa la ruptura mecanica de la pared celular para liberar los componentes bioactivos,
a su vez el calentamiento del solvente hace aumentar la difusion del extracto, para mejorar
asi la transferencia de masas a través de la interfase solido-liquido (Rojas et al., 2019;

Benavides-Guerrero et al., 2020).
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3. Hipdtesis

La modificacion en la temperatura y solvente permitirdn obtener un maximo de
extraccion de compuestos fenolicos con alta actividad antioxidante de las hojas Aloysia

citriodora al ser extraidos con los métodos de maceracién y ultrasonido.

4. Objetivo General

Comeparar los efectos de la temperatura y el tipo de concentracion de los solventes
del proceso de maceracion tradicional y por ultrasonido durante la extraccién de compuestos
fendlicos a partir de hojas de cedrdn (Aloysia citriodora), que permitan mantener la mayor

capacidad antioxidante.

4.1 Objetivos Particulares

e Obtener el extracto acuoso y el etandlico por maceracion y por procesamiento

ultrasénico de las hojas de cedron.

e Evaluar el contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales en los

extractos obtenidos.

e  Obtener la concentracion inhibitoria media ICso por las técnicas de DPPH y ABTS.
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5. Materiales y métodos

5.1 Colecta y secado de hojas de Aloysia citriodora

La muestra de hojas de Aloysia citriodora (Figura 7) fue comprada en el mercado
independencia en la ciudad de Morelia Michoacan, México; se retiraron ramas y flores. Las
hojas secas se molieron en una licuadora marca Osterizer y se cribaron usando un tamiz con

malla de 0.8 mm de diametro.

Figura 7. Hojas de cedrén molidas.

5.2 Extracciones por maceracion

5.2.1 extracciones acuosa y etanolica por maceracion

La obtencion del extracto acuoso se realizO por maceracion en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml a temperatura ambiente, utilizando una relacion 1:10 (masa seca de
las hojas /volumen disolvente). Para ello, el matraz conteniendo la mezcla arriba mencionada,
se puso en un termo bafio (Julabo SW22) con una agitacion de 100 rpm a temperaturas de 25
°C, 45 °Cy 65 °C. Después de las 24 h el extracto se filtr a través de papel filtro comercial

(Bunn) de poro mediano (Figura 8) y se refrigero a 4 °C para su uso posterior.
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Figura 8. Obtencidn acuosa del extracto por filtracion

La obtencion del extracto etandlico al 80 % se realizd por maceracién a temperatura
ambiente durante 24 h utilizando una relacion de 1:10 (masa de las hojas /volumen
disolvente), siguiendo el mismo procedimiento que para el acuoso. Para ello, se colocé la
mezcla contenida en el matraz Erlenmeyer en un termo bafio (Julabo SW22) con una
agitacion de 100 rpm a temperaturas de 25 °C, 45 °Cy 65 °C. Después de las 24 h el extracto
se filtro varias veces a través de papel filtro comercial (Bunn) (Figura 9) y se refrigeroa 4 °C

para su uso posterior (Garcia-Pérez et al., 2018).

Figura 9. Obtencidn etandlica del extracto por filtracion.
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5.3 Extracciones por ultrasonido

5.3.1 Extracciones acuosas y etanolicas asistidas por ultrasonido

Con el dispositivo (ultrasonicador VCX 500) de ultrasonido de sonda se trabajo en
condiciones de temperatura variable las cuales fueron seleccionadas 25 °C, 45 °C y 65 °C
con una amplitud del 30 % y un tiempo de 20 min para cada muestra a 20 kHz, con una
potencia maxima de 500 W y un emisor de superficie de 3.8 cm?. La obtencion del extracto
tanto acuoso como etandlico se realizo al colocar la muestra y disolvente en una relacion de
1:10 (masa seca de las hojas molidas/ volumen del disolvente), colocandose en un vaso
depresipitado. La sonda ultrasonica se sumergio a 1.5 cm en la solucion acuosa y/o etandlica
y el vaso con la muestra se mantuvo en oscuridad, para evitar posibles dafios, inducidos por
la luz en el extracto. La muestra de cada extracto se centrifugo y se filtré con papel filtro
comercial (Bunn), de tamafio medio por 10 min, el sobrenadante que se obtuvo se almaceno
en tubos conicos de 50 mL cubiertos con aluminio por 24h a 4 °C hasta su analisis (Corona-
Jiménez et al., 2016).

5.4 Composicion polifendlica de los extractos
En esta etapa se realiz6 una precaracterizacion quimica de los extractos obtenidos,
que consistié en la determinacion por la técnica de UV/Vis el contenido de compuestos

fenolicos totales y flavonoides totales.

5.4.1 Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fenolicos totales se cuantificé utilizando la
metodologia de (Taga et al., 1984) con algunas modificaciones. Se prepararon soluciones de
los extractos disueltos. Se tomd 1 g de Na2COs al 2% y se disolvio en 50 mL de agua
destilada, la disolucién se sénico por 2 min a temperatura ambiente, el reactivo de Folin-
Ciocalteu comercial (2N) se diluyo en una proporcion 1:1 con agua destilada y se adiciono a
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la solucién, dejandola reposar por 30 min y se midi6 a una absorbancia a 750 nm (Curifuta
etal., 2012).

5.4.2 Curva de calibracion para medicion de compuestos fenolicos

La determinacion del contenido total de polifenoles se calculd interpolando los
resultados experimentales con una curva de calibracion y se expresaron en mg EAG g de
MA (mg equivalentes de acido galico por gramo de materia acuosa). Para lo anterior, se
utilizé una solucion madre de acido galico (0.2 mg/mL) donde se tomaron las siguientes
concentraciones (Tabla 3) para la construccion de la curva, en la Figura 10 se observa el
gréfico de calibracion con acido galico para la cuantificacion de polifenoles totales. Por

triplicado en diez tubos se dosificaron las siguientes cantidades:

Tabla 3. Preparacion de la curva de calibracion para polifenoles totales.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Acido galico (uL) | 0 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 100
Agua(pL) 100 | 90 | 80 | 70 | 60 | 50 | 40 | 30 | 20 | ©

Folin IN(pL) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Agitacion y reposo por 2 minutos

Na>C0O32% (uL) | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000

Agitacion y reposos por 30 minutos

Lectura a 750 nm
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Figura 10. Reaccion colorimétrica del &cido galico a diferentes concentraciones.

5.4.3 Preparacion de la muestra para medicion de compuestos fenélicos totales

En un tubo de vidrio se prepar6 una disolucion de 50 pL del extracto acuoso y 50

uL de agua destilada. De esa solucién se tomaron 50 pL y 25 pL de extracto diluido con agua

destilada. Se realizaron las dosificaciones de la muestra por triplicado (Tabla 4). En la Figura

11 se observa el gréafico de calibracion con acido galico para la cuantificacion de polifenoles

totales.

Tabla 4. Preparacion del extracto.

Extracto (uL) 100 50 25
Agua 0 50 75
Folin 1IN (uL) 100 100 100
Agitacion y reposo por 2 minutos
Na;CO32% (pL) | 2000 [ 2000 [ 2000
Agitacion y reposos por 30 minutos
Lecturaa 750 nm
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Figura 11. Curva de calibracion para cuantificacion de compuestos fendlicos totales.

5.5 Contenido de flavonoides totales

La cuantificacion del contenido de flavonoides totales se determiné mediante un
analisis espectrofotométrico utilizando la metodologia de Dewanto et al. (2002), con algunas
modificaciones. Se preparo una solucion de AICls 2 % (m/v), para ello 0.2 g de AICIs se
disolvieron en 10 mL metanol al 50 %, y la disolucién se sénico por 5 min. A continuacion,
se midio a una longitud de onda de 415 nm después de 30 min en ausencia de luz. Se realiz6
una curva de calibracion con quercetina (grado analitico, Sigma-Aldrich) entre 0 a 1400
mg/L. El contenido de flavonoides se expresé en mg EQ g-1 de MA (mg equivalentes de

quercetina por gramo de materia acuosa).

5.5.1 Curva de calibracion para medir flavonoides totales
La curva de calibracidn se realiz6 utilizando una disolucién madre de quercetina
a 0.02 mg/mL donde se tomaron las siguientes concentraciones para la construccion de la

curva. Por triplicado en seis tubos se dosificaron las siguientes cantidades (Tabla 5).
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Tabla 5. Preparacion de la curva de calibracion para flavonoides.

Tubo 1 2 3 4 5) 6
Quercetina (uL) 0 200 400 600 1200 1400
Metanol 50 % (pL) 2000 1800 1600 1400 800 600
AICIz (pL) 500 500 500 500 500 500

Agitacion y reposos por 30 minutos

Lectura a 415 nm

En la Figura 12 se observa la reaccion colorimétrica durante la mediciéon de
flavonoides totales.

Figura 12. Reaccion colorimétrica de quercetina a diferentes concentraciones.

5.5.2 Preparacién de la muestra para medir flavonoides totales
En un tubo se prepar6 una disolucion de 250 uL del extracto acuoso y 250 L en
metanol al 50%. Se realizaron las dosificaciones de la muestra por triplicado. En la Figura

13 se observa el grafico obtenido durante la calibracion con quercetina para la medicién de
flavonoides totales.
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Figura 13. Curva de calibracion para cuantificacion de flavonoides totales.
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5.6 Actividad antioxidante

5.6.1 DPPH

La actividad antioxidante evaluada mediante la técnica de DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo), demuestra la capacidad del radical libre DPPH para aceptar un atomo de
hidrogeno (H+) proveniente del extracto estudiado. La molécula de DPPH es conocida como
un radical libre estable debido a un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo
cual no se dimeriza. La descolonizacién del electron intensifica el color violeta intenso tipico
del radical el cual se absorbe a una longitud de onda de 515 nm cuando la solucion de DPPH
reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno. El color
violeta se desvanece a un color amarillento (Figura 14), siendo monitoreado
espectrofotométricamente y se utiliza en la determinacion de los pardmetros para las

propiedades antioxidantes.

o ()
@ = O

Figura 14. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante.

5.6.2 Determinacion de la actividad antioxidante DPPH

La actividad antioxidante total fue evaluada mediante la técnica de DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo). Esta determinacién se realiz6 utilizando la metodologia de (Brand-Williams et al.,
1995) a una longitud de onda de 515 nm. El reactivo 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") (Sigma
Aldrich) se prepar6 a una concentracion de 6 X 10° M utilizando como diluyente al metanol. Una

vez preparado el radical, la absorbancia se midi6 y se ajustoé a 760 nm.

Para obtener el porcentaje de inhibicion se aplicd la siguiente formula:
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% inhibicion = ((A0 - A1)A0) = 100
A0 = Absorbancia del DPPH Al = Absorbancia del Extracto + DPPH
A0=0.692 + 0.296

5.7 ABTS

Se fundamenta la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS debido a la
interaccion con las especies donantes de hidrdgeno o de los electrones. El radical cationico
de ABTS es un croméforo que absorbe a una longitud de 734 nmy se genera por una reaccién
de oxidacion del ABTS (2,2'-azinobis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con

persulfato de potasio (Figura 15) (Ordofiez-Gémez et al., 2018).

La generacion del radical ABTS constituye la base de uno de los métodos
espectrofotométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total de

soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas.

S0 O .\>_ ©/ A mtnox dante SO, O, “ < @
N

ABTS azul 734nm ABTS incoloro 734nm

Figura 15. Estructura del ABTS antes y después de la reaccion con el antioxidante.

5.7.1 Determinacion de la actividad antioxidante ABTS

La actividad antioxidante total fue también evaluada mediante la técnica de ABTS
(2,2'-azinobis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio). Esta determinacion se realizo
utilizando la metodologia de (Brand-Williams et al., 1995) a una longitud de onda de 734

nm. El reactivo 2,2'-azinobis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio (ABTS) (Roche),
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se prepar0 a una concentraciéon de 7mM utilizando como diluyente al etanol. Una vez
preparado el radical, la absorbancia se midio y se ajusto a 700 nm.

Para obtener el porcentaje de inhibicion se aplico la siguiente formula:

% inhibicion = ((A0 - A1)A0) * 100
AQ = Absorbancia del ABTS Al = Absorbancia del Extracto + ABTS
A0=0.700 £ 0.296

5.8 Concentracion inhibitoria media (1Cso)

La concentracién inhibitoria media (ICso) se calcula con la ecuacién de la recta, la
cual se obtiene de la curva de referencia del patrén analizado (&cido gélico) para el método
de decoloracion del radical DPPH y ABTS.

El 1Cso se sustituye (y) por 50, y asi se calcula la concentracion, o mediante un
andlisis de regresion del porcentaje de captacion de DPPH/ABTS o porcentaje de inhibicidn
del radical DPPH/ABTS, versus la concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el
50% del radical DPPH o ABTS (Brand-Williams et al., 1995)

5.9 Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron evaluados usando un analisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de Tukey se considerd para todas las variables con un nivel de
significancia (p < 0.05). Se calcularon los coeficientes de correlacién entre las variables de
respuesta por la prueba de Pearson. Los analisis se realizaron con el software JMP version

11. Todos los analisis se realizaron por triplicado.
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6. Resultados y discusion

6.1 Extraccion por maceracion

Compuestos fendlicos totales y flavonoides totales

La extraccion de los compuestos fendlicos del material vegetal generalmente
depende del tipo de compuesto fendlico presente y del solvente usado, incluyendo los
metodos, el tipo de extraccion, la polaridad del disolvente, la composicién quimica del
compuesto a extraer, asi como la temperatura, tiempo de contacto, tamafio de particula y la
relacion masa: solvente, entre otros (Flores, 2017). El contenido de fenoles totales para el
cedrdn se muestra en la Figura 16, cuyos resultados se expresaron en miligramos equivalentes
de &cido galico por mililitro (mgEAG/mL) del extracto. En general, se observé que los
extractos con mayor presencia de fenoles totales fueron los obtenidos con etanol y el
incremento se vio mayormente influenciado cuando se aplicé la temperatura mas alta. Lo
anterior indica que es probable que los compuestos fenolicos totales presentes en Aloysia
citriodora tuvieron una mayor afinidad hacia un solvente menos polar que el agua. La
concentracion maxima fue de 3.2 £ 0.03 mg de EAG/mL en etanol y para el extracto acuoso
fue de 2.0 £ 0.02 mg de EAG/mL. Para el caso de la extraccion de flavonoides totales, la
tendencia fue similar que la observada cuando se midieron los compuestos fendélicos totales.
El resultado se expresd en mg equivalentes quercetina/mL extracto, se obtuvo un valor de
0.18 + 0.001 mg EQ/mL del extracto acuoso y de 0.61 + 0.002 mg de EQ/mL del extracto

etanolico a una temperatura de 65 °C (Figura 17).

La diferencia de medias indicé un efecto significativo en el tipo de solvente de
extraccion y los compuestos fendlicos (polifenoles y flavonoides). En cuanto a la temperatura
sobre los compuestos fendlicos totales se encontrd diferencias significativas (p<0.05) entre
las tres temperaturas (25 °, 45 ° y 65 °C) con un valor de (p< 0.0001) tanto para el extracto
acuoso como para el etandlico. Respecto a los flavonoides totales no se encontré una
diferencia significativa entre las temperaturas. Debido a que la temperatura a 65 °C (p>
0.930) tendié a comportarse de la misma manera que a 45 °C, pero si diferente en relacion a
25 °C (p< 0.0013) para el extracto acuoso, en cuanto al extracto etandlico también se encontro

diferencia significativa entre las tres temperaturas (p<0.0001) (Tabla 6). Por lo tanto, los
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resultados muestran que hubo una importancia significativa en cuanto a utilizar el tipo de
solvente o temperatura ya que los compuestos fendlicos se encuentran presentes en el extracto
ya sea en mayor 0 en menor cantidad, tal como también lo fue reportado por Sanchez-
Gonzales et al. (2019). Asimismo, Zgorka (2009) y Qu et al. (2014), reportaron que la
temperatura constituye uno de los principales efectos positivos en el rendimiento de la
extraccion de compuestos fenolicos en diferentes variedades de vegetales mediante la
extraccion por solventes. Este hecho esta principalmente asociado al incremento de la
solubilidad y las velocidades de difusion de los compuestos por efecto de esta variable.
Aguado en el 2013 reportd para Aloysia polystachya la extraccion maxima en etanol para
compuestos fenolicos, que fue de 2.32 £ 0.16 mg EAG/ml E, mientras que para los
flavonoides fue de 0.37 £ 0.01mg EQ/ml E. Ramos et al., en 2013 por su parte reportaron
para la corteza de Pinus radiata un mayor rendimiento del extracto al disminuir la
concentracion de etanol utilizando una temperatura de 40 °C, mientras que Soto-Garcia &
Rosales-Castro en el 2016, reportaron para la corteza de Pinus durangensis, usando una

concentracion de etanol al 80%, una extraccion maxima de fenoles totales de 712 mg EAG/g.

Tabla 6. Diferencia de medias de los tipos de solvente de extraccion y compuestos fenélicos
por el método de maceracion.

Compuestos Temperatura
25-65 °C 45-25 °C 65-45 °C

Maceraciéon

Fenélicos totales

Extracto acuoso p<0.0001 p<0.0047 p<0.000
Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.0093
Flavonoides totales

Extracto acuoso p<0.0013 p<0.0142 p<0.0930
Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.0028

Los datos obtenidos muestran una diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica
Tukey (p <0.05). N =3.

Claudia lveth Sanchez Pahua



(mg EAG/mL)

Figura 16

fenoles totales

3.5 A
3 B
2.5 A
2 C
1.5 - B
C
1
0.5
0
25°C 45°C 65°C
M extracto acuoso W extracto etanolico

. Determinacién de fenoles totales en los extractos obtenidos por maceracion

utilizando diferentes solventes y temperaturas. * Las letras diferentes entre temperaturas para

el mismo extracto acuoso como en el etandlico indican diferencia significativa analizada

mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N = 3.

0.7

0.6

0.4

(mg EQ/mL)

0.2

0.

iy

=1

Flavonoides
A
B
C
B
B
. I .
25°C 45°C 65°C

M extracto acuoso M extracto etanolico

Claudia Iveth Sanchez Pahua



Figura 17. Determinacion de flavonoides en los extractos obtenidos por maceracion
utilizando diferentes solventes y temperaturas. * Las letras diferentes entre temperaturas para
el mismo extracto acuoso como en el etandlico indican diferencia significativa analizada

mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N = 3.

6.2 Capacidad antioxidante
Concentracion inhibitoria media (ICso) DPPH y ABTS

Los compuestos fenolicos poseen una estructura quimica adecuada para ejercer
una accion antioxidante, actuando como atrapadores de especies reactivas del oxigeno (ROS)
(Hernandez-Espinosa et al., 2019). La actividad antioxidante fue evaluada con los extractos
obtenidos por dos solventes de diferente polaridad (agua y etanol) a diferentes temperaturas
y concentracion del extracto, la concentracion inhibitoria media ICso se calcula con la
ecuacion de la recta, la cual se obtiene de la curva de referencia de cada patron analizado, se
sustituye (y) por 50 y asi se calcula la concentracién mediante un analisis de regresion del
porcentaje de inhibicion del radical versus la concentracion necesaria de los extractos para
inhibir el 50 % del radical DPPH o ABTS. Para cada extracto se evaluo la concentracion de
la muestra la cual indico que un valor inferior de 1Cso tiene mayor actividad antioxidante, por
lo anterior los extractos analizados con mayor contenido fendlico y a una temperatura de 65
°C resulto ser la de mayor actividad inhibitoria media ICso del radical DPPH, ya que alcanz6
el 50% de inhibicion para el extracto acuoso a los 1.24 + 0.06 mg equivalentes del extracto,
mientras que el extracto etandlico obtuvo una mayor actividad inhibitoria media ICso a los
45 °C con 2.63 + 0.76 mg equivalentes de extracto (Figura 18). La actividad inhibitoria media
ICs0 del radical ABTS fue de 9.15 £ 0.87 mg equivalentes del extracto para el extracto acuoso
a 65 °C y para el extracto etandlico obtuvo una mejor actividad a los 45 °C con 5.45 + 0.05
mg equivalentes del extracto (Figura 19). Dicha actividad biologica se les atribuye a los
compuestos fendlicos obtenidos en la fraccion del disolvente y a los radicales ABTS y DPPH,
que son de los mas aplicados al considerarse métodos de elevada sensibilidad, practicos,
rapidos y muestran una estabilidad en ciertas condiciones, pero también diferencias (Salinas-
Flores et al., 2019). EI DPPH por su parte mide la actividad de los compuestos polares

Claudia lveth Sanchez Pahua




hidrofilicos, mientras que el ABTS puede disolverse en medios hidrofilicos y lipofilicos,
cuyos efectos combinados determinan la concentracion de la capacidad antioxidante y estos
a su vez podrian constituir una opcion valida para el tratamiento de enfermedades (Kuskoski
et al., 2005, Ordofiez-Gomez et al., 2018, Mesa-Venegas et al., 2015).

La diferencia de medias indica un efecto significativo en cuanto a la concentracién
inhibitoria media 1Cso DPPH y el tipo de solvente de extraccion. En cuanto a la temperatura
sobre los mg del extracto que se requieren para obtener el 50 % de inhibicion se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre las tres temperaturas (25°,45° y 65°C), la
temperatura a 65°C (p>0.0001) fue la que obtuvo una mayor diferencia, en cuanto a la
temperatura a 45°C también se encontr6 una diferencia significativa respecto a la temperatura
a 25°C (p<0.0030) para el extracto acuoso y para el extracto etandlico se encontré diferencia
significativa entre las tres temperaturas las cuales se comportan de diferente manera.
Respecto a la concentracion inhibitoria media 1Cso ABTS no se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la temperatura, debido a que la temperatura a 25° C tendio a
comportarse de la misma manera que a 65° C (p< 0.2813) pero si diferente que a 45° C
(p<0.0045) para el extracto acuoso, en cuanto al extracto etandlico las temperaturas a 45 y
65 °C tendieron a comportarse de la misma manera (p<0.7919) pero si diferentes respecto a
25° C (p<0.0004) (Tabla 7). Cabe resaltar, aunque no haya una diferencia significativa entre
temperaturas se utilizaria el solvente en el cual se requiere de menor cantidad de mg del
extracto para alcanzar el 50 % de inhibicion en este caso la temperatura mas alta que fue a
65°C. Se ha indicado que ambas técnicas son adecuadas para medir la actividad antioxidante
de algunos vegetales o frutos, los cuales tiene diferentes tipos de material y tienen diferente
reactividad frente a los dos métodos, debido a que ambas técnicas, basan su método en
reacciones de tipo redox. (Palomino et al., 2009, Aguado et al., 2013).
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Figura 18. Determinacion de la concentracion inhibitoria media ICso DPPH de los extractos
obtenidos por maceracion utilizando diferentes solventes y temperatura. * Las letras
diferentes entre temperaturas para el mismo extracto acuoso como en el etanélico indican

diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N = 3.
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Figura 19. Determinacion de la concentracion inhibitoria media 1Cso ABTS de los extractos
obtenidos por maceracion utilizando diferentes solventes y temperaturas. * Las letras
diferentes entre temperaturas para el mismo extracto acuoso como en el etandlico indican

diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N = 3.

Tabla 7. Diferencia de medias de los tipos de solvente con relacion a la actividad inhibitoria
media ICso DPPH y ABTS por el método de maceracion.

Compuestos Temperatura

25-65 °C 45-25 °C 65-45 °C
Maceracion
DPPH
Extracto acuoso p<0.0002 p<0.0030 p<0.0001
Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.0211
ABTS
Extracto acuoso p<0.2813 p<0.0267 p<0.0045
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Extracto etandlico p<0.0006 p<0.0004 p<0.7919
Los datos obtenidos muestran una diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica
Tukey (p <0.05). N =3.

Correlacion de Pearson entre la capacidad antioxidante DPPH y ABTS y el contenido
de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales por el método de maceracion

La variacién en el contenido de compuestos fendlicos en el cedrdn constituye un
grupo de compuestos que desempefian una importante funcién. Por lo que presentan un
amplio rango de actividad biologica como antioxidantes. El coeficiente de correlacion de
Pearson evidencia que existe una correlacion (p<0.05) entre las dos variables de respuesta
para este estudio. El valor para la relacion de las pendientes DPPH/ fenoles totales y
ABTS/fenoles totales encontradas para el extracto acuoso el DPPH respecto a fenoles totales
obtuvo un valor de (r=-0.82) y el ABTS (r=-0.53) mismo extracto, ambos valores muestran
una correlacion negativa con un efecto grande para el DPPH y el ABTS con un efecto medio,
mientras que para el extracto etanolico la correlacion respecto al DPPH fue de (r=-0.92) y
para el ABTS (r=-0.92) los cuales tuvieron un efecto de correlacion negativo grande. En
cuanto a la correlacién de DPPH/flavonoides y ABTS/flavonoides para el extracto acuoso
obtuvo una mejor correlacion para el DPPH (r=-0.45) la cual obtuvo un efecto de correlacion
negativa bajo, mientras que para el ABTS fue de (r= - 0.16) con un valor de correlacion
negativa casi nulo, a diferencia del extracto etanolico para el DPPH (r=-0.93) y ABTS (r= -
0. 91) obtuvieron una correlacién con un efecto negativo grande. De acuerdo con los
resultados la actividad antioxidante muestra una correlacion fuerte negativa debido a que, al
obtener una mayor capacidad antioxidante, se requiriere de menor cantidad de compuestos
fendlicos para alcanzar el 50 % de inhibicion. Esta actividad antioxidante se le atribuye en
parte a la relacion y presencia de fenoles totales, cuya estructura quimica es especialmente
adecuada para actuar como atrapadores de radicales libres y donadores de hidrogeno o
electrones (Tabla 8) (Aguado et al., 2013).
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Tabla 8. Analisis de correlacion de Pearson entre los pardmetros de la concentracién
inhibitoria media 1Cso de los parametros DPPH y ABTS vy el contenido de compuestos
fendlicos totales y flavonoides totales.

Correlacion Valor de (r)
Capacidad inhibitoria media ICso DPPH/ fenoles totales acuosos -0.82
Capacidad inhibitoria media 1Cso DPPH/ fenoles totales etandlico -0.92
Capacidad inhibitoria media ICso ABTS/ fenoles totales acuosos -0.53
Capacidad inhibitoria media 1Cso ABTS/ fenoles totales etandlico -0.92
Capacidad inhibitoria media ICso DPPH/ flavonoides acuosos -0.43
Capacidad inhibitoria media ICso DPPH/ flavonoides etandlico -0.93
Capacidad inhibitoria media ICso ABTS/ flavonoides acuosos -0.16
Capacidad inhibitoria media ICso ABTS/ flavonoides etandlico -0.91

r: Coeficiente de correlacion de Pearson nivel de significancia p<0.05
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6.3 Extraccion asistida por ultrasonido
Compuestos fendlicos totales y flavonoides totales

Los andlisis evaluados para la cuantificacion de compuestos fendlicos totales por
el método de Folin-Ciocalteu para el cedron muestran la importancia del contenido de dichos
compuestos, cuyos resultados se expresan en miligramos equivalentes de acido galico por
mililitro (mg EAG/mL) del extracto y como variable la temperatura a una amplitud constante
del 30%, durante 20 min. Obteniendo como maxima cantidad de fenoles 15.3 + 0.18 mg
EAG/mL del extracto etandlico a una temperatura de 65 °C (Figura 20), mientras que para
los flavonoides el resultado se expresé en miligramos equivalentes de quercetina por mililitro
(mg EQ/mL) del extracto, el cual obtuvo un valor de 6.5 + 0.34 mg EQ/mL para el extracto
etanolico a 45 °C (Figura 21). Los resultados muestran que el empleo del ultrasonido para
recuperar los componentes fenolicos, tiene ciertos beneficios en términos de penetracion del
disolvente, incluyendo la intensificacion de transferencia de masa, el colapso de las burbujas
formadas por la cavitacion cerca de las paredes celulares, la tasa de extraccion, el rendimiento
y la combinacién de variables como la intensidad, el tiempo y el solvente podrian dar
composiciones distintas en los extractos ya que la solubilidad de cada compuesto fendlico en

un disolvente dado es diferente (Alvarez-Gomez et al., 2016).

Esto explica que los compuestos fendlicos con caracteristicas mas hidrofdbicas se
pueden producir en menor cantidad que aquellas con caracteristicas mas hidrofilicas. Por lo
que el etanol como solvente con un tiempo de extraccion corto y una temperatura alta, tiene
un efecto significativo con un valor de (p <0.0001) entre las tres temperaturas (25 °C, 45 °C
y 65 °C), en cuanto a la extraccién por el método acuoso no se encontré diferencia
significativa entre las temperaturas debido a que la temperatura a 65 °C (p>0.0501) tendi6 a
comportarse de la misma manera que a 45 °C, pero si diferente con relacion a 25 °C
(p<0.0001). Respecto al contenido de flavonoides totales para el extracto etanolico tampoco
se encontro diferencias significativas entre las temperaturas, por lo que la temperatura a 45
°C se comport6d de la misma manera que a 65 °C (p>0.3562) pero diferente de 25 °C
(p<0.0001). En cuanto al extracto acuoso se encontraron diferencias significativas para las
tres temperaturas (p<0.0001) (Tabla 9) (Rodriguez-Chanfrau & Lopez-Armas, 2014, Rojas

et al., 2019). En los estudios basados en la técnica de extraccion por ultrasonido Torres-
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Valenzuela et al., en 2020 encontr6 para la pitahaya amarilla el rendimiento méximo para
fenoles totales fue a los 22.5 min con una potencia maxima del 60% y un valor maximo de
973.10 mg/L. Rojas et al., en 2019 reportd para la cascara de sanky que la mejor eficiencia
en cuanto a solvente fue con etanol al 50% con un tiempo de extraccion a los 40 min y una
temperatura de 25 °C y un valor maximo de polifenoles totales a 43.9 mg GAL/g. Benavides-
Guerrero en 2020 encontro para la especie de papa Solanum phureja el mayor contenido de
compuestos fenolicos totales a los 50 °C con un tiempo de 50 min y una potencia de 37 kHz
con un valor de 931.37 mg AGE/100 g. Los resultados de los diferentes estudios muestran
que la concentracion de fenoles totales varia dependiendo del tipo de planta o fruto que se
utilice, asi como el estado de madurez de la misma, el tipo de solvente, entre otros factores.
A pesar de que el método ultrasonico es muy novedoso y facil de utilizar hacen falta mas

estudios sobre la extraccion de compuestos fenolicos respecto a Aloysia citriodora.

Fenoles totales

A
A
A B
C
| I I
25°C 45°C 65 °C

m Extracto acuoso W Extracto etanolico

18
16
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(mgEAG/mL)
=]
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Figura 20. Determinacién de fenoles totales en los extractos obtenidos por procesamiento
ultrasénico utilizando diferentes solventes y temperaturas. * Las letras diferentes en cada
temperatura tanto del extracto acuoso como en el etandlico indican diferencia significativa

analizada mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N = 3.
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Figura 21. Determinacion de flavonoides en los extractos obtenidos por procesamiento
ultrasénico utilizando diferentes solventes y temperaturas. * Las letras diferentes en cada
temperatura del extracto acuoso como en el etandlico indican diferencia significativa

analizada mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N = 3.

Tabla 9. Diferencia de medias de los tipos de solvente de extraccion y compuestos fendlicos
por dos métodos

Compuestos Temperatura
25-65 °C 45-25°C 65-45 °C

Ultrasonido

Fenolicos totales

Extracto acuoso p<0.0001 p<0.0005 p<0.0501
Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
Flavonoides totales

Extracto acuoso p<0.0001 p<0.0016 p<0.0001
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Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.3562
Los datos obtenidos muestran una diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica
Tukey (p <0.05). N = 3.

6.3.1 Capacidad Antioxidante
Concentracion inhibitoria media (ICso) DPPH y ABTS

Como ya se ha mencionado los compuestos fenolicos poseen una estructura
quimica adecuada para ejercer una accién antioxidante se le atribuye a su capacidad para
eliminar radicales libres y para quelar iones que intervienen en su produccion, actuando como
atrapadores de especies reactivas (ROS). El poder antioxidante del extracto puede expresarse
en funcion a la capacidad inhibitoria media ICso de DPPH y ABTS de no ser asi las
concentraciones del extracto se consideran poco fiables para hacer comparaciones entre
extractos. ES por eso que para evitar estas situaciones se recomienda estimar la capacidad
antioxidante con la inhibicién media 1Cso que representa la concentracion del extracto en la
cual se obtiene el 50 % de reduccion del DPPH y ABTS (Garcia-Cruz et al., 2012). Se
observo que los valores estan relacionados con el contenido de fenoles totales, tomados en
conjunto (P< 0.024). En la Figura 22 se muestra el 1Cso del radical DPPH en funcién de la
variable temperatura. Se obtuvo el mejor valor a la temperatura de 65 °C con una ICso de 5.94
+ 0.16 mg equivalentes del extracto para el extracto acuoso y 6.29 + 0.20 mg equivalentes
del extracto etanolico a la misma temperatura, mientras que para la ICso del radical ABTS, a
temperatura de 65 °C fue de 3.09 + 0.12 mg equivalentes del extracto para el extracto acuoso
y para el extracto etandlico misma temperatura fue de 2.74 + 0.10 mg equivalentes del
extracto (Figura 23). Los resultados muestran que el método de procesamiento ultrasonico
en comparacion con la extraccion convencional necesita de menos mg de extracto para poder
alcanzar el 50% de inhibicion ICso, debido a que la extraccion asistida por ultrasonido tiene
una mejora en la tasa de extraccion de compuestos fendlicos y rendimiento lo cual podria
usarse como una alternativa eficiente para obtener compuestos fenolicos con capacidad

antioxidante alta (Corona-Jiménez et al.,2016).
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La diferencia de medias indica un efecto significativo en cuanto a la concentracion
inhibitoria media 1Cso DPPH y el tipo de solvente de extraccion. En cuanto a la temperatura
sobre los mg del extracto que se requieren para obtener el 50 % de inhibicidn no se encontro
diferencias significativas (p<0.05) entre las tres temperaturas (25°,45° y 65°C), tanto para el
extracto acuoso como para el extracto etandlico. Respecto a la concentracién inhibitoria
media 1Cso ABTS no se encontraron diferencias significativas entre las temperaturas para
ambos métodos de extraccion (Tabla 10). Los resultados muestran que hubo una importancia
significativa en cuanto a utilizar el tipo de solvente y diferentes temperaturas. Teniendo en
cuenta que cada técnica tiene diferentes condiciones de reaccion y solubilidad, es posible
inferir que los extractos contienen diversos compuestos con potencial antioxidante
(Brighente et al., 2007).

ICs, DPPH
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Bextracto acuoso Mextracto etanolico

Figura 22. Determinacion de la capacidad inhibitoria media ICso DPPH de los extractos
obtenidos por procesamiento ultrasonico utilizando diferentes solventes y temperaturas. *
Las letras diferentes en cada temperatura tanto del extracto acuoso como en el etanolico
indican diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N =
3.
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Figura 23. Determinacion de la capacidad inhibitoria media ICso ABTS de los extractos

obtenidos por procesamiento ultrasénico utilizando diferentes solventes y temperaturas. *

Las letras diferentes en cada temperatura tanto del extracto acuoso como en el etandlico

indican diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica Tukey (p < 0.05). N =

3.

Tabla 10. Diferencia de medias de los tipos de solvente con relacién a la actividad inhibitoria

media ICso DPPH y ABTS por el método de procesamiento ultrasonico.

Compuestos Temperatura

25-65 °C 45-25 °C 65-45 °C
Ultrasonido
DPPH
Extracto acuoso p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.0026
ABTS
Extracto acuoso p<0.0021 p<0.4489 p<0.0068
Extracto etandlico p<0.0001 p<0.0001 p<0.1265
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Los datos obtenidos muestran una diferencia significativa analizada mediante prueba estadistica
Tukey (p <0.05). N = 3.

Correlacion de Pearson entre la capacidad antioxidante DPPH y ABTS y el contenido
de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales por el método de ultrasonido

El cedron contiene una amplia variedad de compuestos fendlicos principalmente
flavonoides. La variacion en el contenido de flavonoides en el cedrén se le puede atribuir
principalmente al estado de madurez en la planta. Se ha sugerido que el contenido de dichos
compuestos juega un papel preventivo importante en el desarrollo de enfermedades, los
cuales tienen propiedades curativas y pueden actuar como antioxidantes, antinflamatorios,
antimicrobianos entre otros. El analisis de correlacion de Pearson evidencia que existe una
correlacion (p<0.05) entre las dos variables de respuesta por el método de ultrasénico para
este estudio. El valor que se obtuvo en la relacion DPPH/fenoles totales y ABTS/fenoles
totales para el extracto acuoso el DPPH obtuvo un valor de (r=-0.17), mientras que el valor
para el ABTS extracto acuoso fue (r= -0.75), ambos valores muestran una correlacion
negativa con un efecto casi nulo para el DPPH y el ABTS con un efecto bueno, mientras que
para el extracto etandlico la correlacion respecto al DPPH fue de (r=-0.95) y para el ABTS
una (r=-0.90), los cuales obtuvieron un efecto negativo fuerte. En cuanto a la correlacion de
los radicales DPPH/flavonoides y ABTS/flavonoides, para el extracto acuoso el resultado del
DPPH fue de (r=-0.54) con un efecto medio mientras que para el ABTS (r=0.90) obtuvo un
efecto negativo fuerte, respecto al extracto etandlico el DPPH fue de (r= -0.89) y el ABTS
(r=-0.94), ambas técnicas para el estrato etanolico tuvieron un efecto negativo fuerte (Tabla
11). Las correlaciones no son completamente lineales ya que los métodos para la extraccion
de fenoles son mas especificos y en cuanto a la actividad antioxidante también puede ser
exhibida por compuestos no fendlicos. Ademas, es posible que se presenten interacciones
entre otros compuestos fendlicos o metabolitos que puedan afectar la actividad (Alvarez-
Gomez et al., 2016).
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Los resultados muestran para todos los extractos, valores mayores en la técnica de
ABTS con respecto a la técnica de DPPH, debido a que hay una baja selectividad del radical
ABTS el cual reacciona con cualquier compuesto aromatico hidroxilado,
independientemente de su potencial antioxidante real. Por otro lado, si la capacidad
antioxidante de los extractos se debe a la presencia de acidos fendlicos, flavonoides y otros
polifenoles como se reporta en la literatura. Se debe tener en cuenta que el DPPH es mas
selectivo que el ABTSy a diferencia de este Gltimo no reacciona con los flavonoides carentes
de grupos hidroxilo en el anillo B, ni con &cidos aromaticos que contengan un solo grupo
hidroxilo. Este hecho explica los valores inferiores en la relacion por el método DPPH con
respecto al ABTS (Roginsky & Lissi, 2005).

Tabla 11. Andlisis de correlacion de Pearson entre los parametros de la concentracion
inhibitoria media ICso de los pardmetros de DPPH y ABTS vy el contenido de compuestos

fenolicos totales y flavonoides totales.

Correlacion Valor de (r)
Capacidad inhibitoria media ICso DPPH/ fenoles totales acuosos -0.17
Capacidad inhibitoria media 1Cso DPPH/ fenoles totales etandlico -0.95
Capacidad inhibitoria media ICso ABTS/ fenoles totales acuosos -0.75
Capacidad inhibitoria media 1Cso ABTS/ fenoles totales etandlico -0.90
Capacidad inhibitoria media ICso DPPH/ flavonoides acuosos -0.54
Capacidad inhibitoria media ICso DPPH/ flavonoides etandlico -0.89
Capacidad inhibitoria media ICso ABTS/ flavonoides acuosos -0.90
Capacidad inhibitoria media ICso ABTS/ flavonoides etandlico -0.94

r: Coeficiente de correlacion de Pearson nivel de significancia p<0.05

Claudia lveth Sanchez Pahua



7. Conclusiones

En el presente estudio se evaluaron los procesos de extraccion de los compuestos
fendlicos totales y flavonoides totales y la actividad antioxidante de las hojas de A. citriodora

por la aplicacion de los métodos de maceracion y ultrasonido.

Se establecid que el extracto etandlico de las hojas de A. citriodora por el método
de procesamiento ultrasénico exhibieron un mayor contenido de fenoles totales los cuales
podrian estar relacionados con la capacidad antioxidante de los mismos. Los rendimientos
mas elevados para estos compuestos se mostraron a la temperatura de 65 °C tanto el en

proceso por maceracion como por el de ultrasonido.

En general las hojas de A. citriodora con actividad antioxidante, también
exhibieron la mejor capacidad inhibitoria media ICso de los radicales para el DPPH a los 65°c
extracto acuoso con 1.24 + 0.06 mg equivalentes de extracto por maceracion y por el método
ultrasénico obtuvo una mejor capacidad de inhibicion ICso con el ABTS del extracto

etanolico con 2.74 £ 0.10 mg equivalentes del extracto.

En cuanto a la diferencia de medias los resultados mostraron que hubo una
importancia significativa en cuanto a utilizar el tipo de solvente o la temperatura para la
extraccion de fenoles totales y flavonoides en cuanto a las técnicas para inhibir el 50 % de la

capacidad antioxidante DPH y ABTS no se encontraron diferencias significativas.

Se encontro una buena correlacion entre las técnicas de la capacidad inhibitoria

media ICso DPPH y ABTS y el contenido de fenoles totales de los extractos.

Los procesos por extraccion de ultrasonido permitieron obtener rendimientos mas
altos, rapidos y en poco tiempo a diferencia de los métodos convencionales que requieren un

mayor tiempo y gasto energético para la extraccion de fenoles y flavonoides totales.

Los resultados del trabajo contribuirian a ampliar conocimiento cientifico de los
extractos de la especie A. citriodora. Sin embargo, es necesario profundizar el estudio de la
composicion quimica de los mismos y su relacion con la actividad antioxidante por otras

metodologias.
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