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RESUMEN

Los aceites esenciales son sustancias aromadticas que se encuentran en diferentes
partes de las plantas, pudiendo ser extraidos de hojas, tallos, flores y/o raices. Son
mezclas complejas de hidrocarburos, terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos,
aldehidos aromadticos y fenoles. Los provenientes de especias y condimentos son
cada vez mas utilizados en la industria de los alimentos y farmacéutica. En el
presente trabajo se determin6 el comportamiento polifenolico y antioxidante de la
Guaviduca, con hojas humedas y secas, estas especies, provenientes de la region
subtropical de la Provincia de Chimborazo, Cantén Pallatanga, por medio de la
actividad polifenolica mediante Folin-Ciocalteau y actividad antioxidante total
segin FRAP (Ferric ion reducing antioxidant Power) y ABTS (Acido 2,2 —azinobis
(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico). EI método de extraccion de aceites esenciales
utilizado para esta investigacion fue la destilacion por arrastre con vapor, empleando
reflujo con una trampa de Clevenger para separar los aceites mas ligeros que el agua.
Se determino cuantitativamente el rendimiento del aceite esencial a partir del peso
hiimedo y seco de la especie vegetal. Se empled un disefio Simplex-Lattice para
determinar los puntos de medicion de actividad antioxidante (proporciones de los
aceites esenciales). Se observa un valor elevado de antioxidante en la muestra seca
de guaviduca. Este comportamiento puede deberse a la degradacidon de compuestos
activos con actividad antioxidante y a la pérdida de aceites esenciales por el proceso
de evaporacion durante el secado.
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1. INTRODUCCION

Se puede afirmar que el uso de plantas
medicinales nacid con el hombre, desde
tiempos prehistéricos hasta comienzos
del siglo XIX, por ensayo y error, se
utiliz6 los elementos que la naturaleza
le brindaba para curar sus enfermedades
y las de sus animales, y asi mismo
mejorar su estado de animo. Las plantas
fueron utilizadas desde el origen de
la humanidad como fitoterapéuticos
para prevenir o sanar lesiones y
enfermedades. Desde el afio 1649, con
la llegada del cristianismo a América,
los jesuitas estudiaron las primeras
plantas amazonicas y sus utilidades.
Los resultados de estas investigaciones
fueron publicados en el libro Shedula
Romana donde informaban sobre
Cinchona officinallis (quina), de la cual
se han obtenido diversos alcaloides
fenolicos, entre ellos la quinina, que se
ha utilizado durante mas de trecientos
aflos para curar la malaria. Para hacer
buen uso de las plantas se deben tener
conocimientos basicos acerca de los
tipos de especies de plantas, de su
manejo y utilizacion, la dosificaciéon y
la forma de preparacion (Quispe et al.,
2017).

Esta especie vegetal, crece en las
comunidades cercanas a bosques
tropicales tanto de la Amazonia y la
region subtropical de la regién insular
del Ecuador. Posee compuestos
bioactivos, entre los que estan los
polifenoles, representan un conjunto
importante, durante los ultimos afios
se realizaron estudios que relacionan
esta clase de moléculas con funciones
benéficas para la salud humana (De
Vargas et al. 2016).

En la medicina tradicional es usada por
la poblacion local, como infusion para
contrarrestar dolores intestinales, y
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como antimicrobiana. Se han realizado
diferentes estudios fitoquimicos que
han conducido al aislamiento de
una amplia variedad de metabolitos
secundarios, dentro de ellos alcaloides,
lignanos, neolignanos, terpenoides,
kavapironas, piperolidas, chalconas
y  dihidrochalconas, flavonas y
flavanonas, mismos que generan una
amplia gama de actividades bioldgicas
y con potencial farmacolégico. (Sauifie.;
Reynel, 2013).

La metodologia mas reconocida vy
aplicada para la determinacién del
contenido total de polifenoles es el
ensayo de Folin-Ciocalteau (Proestos
and Varzakas, 2017). Existen otras
técnicas para la  determinacion
actividad antioxidante total, entre
estas se encuentran el método FRAP
(Ferric ion reducing antioxidant
Power) reportado por Benzi y Strain
(1996) y el ABTS (acido 2,2 —azinobis
(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico)
informado por Re et al. (1999).

En el presente trabajo se determino
el comportamiento antioxidante y
polifenolico de la Guaviduca (Piper
carpunya L) con la hoja de esta especie
proveniente de la region subtropical de
la Provincia de Chimborazo (Cantén
Pallatanga), por medio de la actividad
polifendlica mediante Folin-Ciocalteau
y actividad antioxidante total segin
FRAP y ABTS, con los resultados
posteriormente se utilizara en la planta
de produccion probando diferentes
niveles de extracto de la especie vegetal
en la produccion de embutidos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Localizacion

Se llevd a cabo en los laboratorios de
Quimica y Biologia de la Universidad
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Estatal Amazodnica, ubicada en el Km
2 Y2 de la via Puyo a Tena, paso lateral.

2.2. Extraccion de principios activos

El material vegetal fue lavado con
agua potable, secado en estufa
(Barnstead International, E.E.U.U.)
con recirculacion de aire a una
temperatura de 45 °C, pulverizado en
molino de cuchillas (Thomas Scientific,
E.E.U.U.) y luego tamizado, con el
objetivo de garantizar un tamafio de
particula inferior a 0,5 mm, considerado
adecuado para la posterior obtencion
de los extractos (Azwanida, 2015; Ph.
Eur., 2017). El extracto de Guaviduca
seleccionado se realiza con el método
de Extraccién Asistida por Ultrasonido
(Ultrasound Assisted Extraction —
UAE) (Branson Ultrasonics, E.E.U.U.).
Para la extraccion se utilizé una mezcla
etanol: agua en proporcion 9:1, con
una relacion de 250 mL de disolvente
por cada 50 g de muestra pulverizada.
Las extracciones fueron realizadas por
triplicado. Se trabajé a 35 °C durante
1 hora y posteriormente la mezcla fue
filtrada a través de un filtro de Gooch
y el extracto crudo obtenido fue

concentrado con evaporador rotatorio
(Biichi, Alemania) a temperatura de
45°C y presion reducida de 600 mmHg
hasta un volumen final de 50 mL.

2.2. Determinacion de fenoles totales

Para la implementacion del ensayo
de Folin-Ciocalteu (Proestos and
Varzakas, 2017), previamente se
construy6 una curva de calibracion
haciendo diluciones sucesivas a partir
de una disolucion concentrada de 1000
mg.L!' de 4acido galico (estindar de
referencia, tabla 1). A partir de esta
disolucion se prepararon 10 ml de
cada una de las disoluciones diluidas
de concentraciones crecientes de acido
galico entre 5 y 25 mg.L!. Para esta
determinacion se tomaron 40 pl de la
muestra en un matraz aforado de 10 ml
y se afiadieron 500 pl de reactivo Folin
Ciocalteu. Se dejo en reposo protegido
de la luz por 10 minutos. Una vez
terminado este tiempo, se afiaden 500
ul de disolucién de carbonato de sodio
al 10%. Se homogeniza y se coloca en
oscuridad por 2 horas, para finalizar
con la medida de la observancia a 765
nm contra blanco de reactivos.

Tabla 1. Preparacion de la curva patron de acido galico a partir de una disolucion
concentrada de 1 000 mg.L!. Volumen final 10 mL (agua destilada).

Componentes Concentracion de acido galico (mg.L™")
afadidos 5 10 15 20 25
Acido galico 50 100 150 200 250
(uL)
Reactivo Folin- 500 500 500 500 500
Ciocalteau (ul)
Disolucion de 500 500 500 500 500
carbonato de
sodio 10% (uL)
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2.3. Determinacion de actividad
antioxidante

Método FRAP (Ferric ion reducing
antioxidant Power): En este método se
mide la reduccion de 2,4,6-Tripiridiltriazina
Férrica (TPTZ) aun producto coloreado por
la actividad de compuestos antioxidantes
(Benzi y Strain, 1996).

Se construy6 una curva de calibracion
haciendo diluciones sucesivas a partir
de una disolucién concentrada de 1000
mg.L! de acido galico (estandar de
referencia, tabla 2). A partir de esta
disolucion se prepararon 10 ml de
cada una de las disoluciones diluidas
de concentraciones crecientes de acido

galico entre 5 y 25 mg.L"!. Para esta
determinacion se tomaron 80 pl de la
muestra en un matraz aforado de 10 ml
y se afladieron 5 mL de disolucion de
FRAP, se afor6 con agua destilada. Se
deja reposar, en una estufa a 37°C, por
30 minutos y se lee la absorbancia a
una longitud de onda de 593 nm contra
blanco.

Para esta determinacién se afiadieron,
en un matraz de 10 mL, donde, 80 uL
de muestra, se adicionaron 5 mL de
disolucion de FRAP. Se dejo reposar,
en una camara oscura a 37 °C, por
30 minutos. Para finalmente medir la
absorbancia a una longitud de onda de
593 nm contra blanco.

Tabla 2. Curva de Calibracion, método DPPH.

Componentes Concentracion de acido galico (mg.L™")
afiadidos 5 10 15 20 25
Acido galico 10 20 25 30 35
(uL)
Disolucion 5 5 5 5 5
FRAP (mL)

Método ABTS (Acido 2,2 —azinobis
(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico):
Este se fundamenta en la capacidad
de un antioxidante para estabilizar el
radical catidon colorecado ABTSe, el
cual es formado previamente por la
oxidacion del ABTS (2,2 '-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6- acido
sulfonico)) por metamioglobina vy
peréxido de hidrogeno. Los resultados
son expresados como equivalentes de
Trolox (Re et al., 1999).

Fue construida una curva de calibracion
haciendo diluciones sucesivas a partir
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de una disolucion concentrada de 1000
mg.L!de acido galico (tabla 3). A partir
de esta disolucién se prepararon 10 ml
de cada una de las disoluciones diluidas
de concentraciones crecientes de acido
galico entre 5y 25 mg.L.

Para esta determinacion se tomaron
40 pL de la muestra y se colocaron
en la cubeta del espectrofotometro. Se
adicionaron 2 mL de la disolucién del
radical y se esperaron 7 minutos. Se
realizo la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 730,0 nm contra un
blanco de etanol.
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Tabla 3. Preparacion de la curva patron de trolox a partir de una disoluciéon con-
centrada de 1 000 mg.L-!. Volumen final 10 mL (agua destilada).

Componentes Concentracion de acido galico (mg.L™1)
afiadidos 5 10 15 20 25
Acido galico 20 30 40 50 60
(uL)
Radical ABTS 2 2 2 2 2
(mL)

2.5. Métodos estadistico

Se realiz6 un experimento con dos factores, y 6 muestras para sus analisis:

Tabla 4. Factores

FACTORES
Estado de las | Niveles Hojas secas
Hojas Hojas Humedas
Técnicas de | Niveles Método Folin-Ciocalteua.
analisis FRAP (Ferric ion reducing antioxidant Power)., ABTS

Se analizdé las 2 muestras, obtenidas
en seco y humedo con la variable de
salida polifenoles totales y actividad
antioxidante. Para el analisis respectivo
se uso el Anova de una sola via con 6
tratamientos, y la prueba de Tukey,
aplicando un experimento factorial,
con la determinacién de intervalos de
confianza para la media de la poblacion.

Técnicas de andlisis: El analisis
estadistico fue desarrollado mediante el
software IBM SPSS Version 21.0.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 4 se muestran los resultados
de actividad polifendlica por el método
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Folin-Ciocalteau y de actividad
antioxidante totales segun los métodos
de FRAP y ABTS. Se observan valores
mayores, en todas las determinaciones,
del aceite esencial obtenido de muestras
huimedas de hojas de Guaviduca debido
a que antes de efectuar la extraccion,
se realizd una extraccién con agua y
etanol. Este comportamiento puede
deberse a la degradacion de compuestos
activos con actividad antioxidante y
a la pérdida de aceites esenciales por
el proceso de evaporacion durante el
secado.
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Tabla 5. Actividad poli fenolica por el Método de Folin-Ciocalteau y actividad
antioxidante total por FRAP y ABTS a aceites esenciales de Guaviduca (Piper

carpunya L) en muestras humedas y secas.

Técnicas de analisis

Aceites esenciales Folin-Ciocalteau FRAP ABTS
765 nm 593 nm 730 nm
Aceite esencial muestra 23,72456667 13,26978333 0,314
himeda (mg/L)
Aceite esencial muestra 19,33716667 9,1035 0,126666667
seca (mg/L)

A continuacidn, se grafica la actividad
polifendlica total mediante Folin-
Ciocalteua y la actividad antioxidante
segin FRAP y ABTS, en los aceites
esenciales de Guaviduca (Piper
carpunya L) en muestras humedas y
secas (figura 1). Se evidencia mayor
actividad polifendlica total segun

Folin-Ciocalteau (mg equivalente de
acido galico.L") en aceites esenciales
de Guaviduca (Piper carpunya L) en
muestras himedas y secas. La actividad
antioxidante total por FRAP presento
mayores valores de actividad que el
método ABTS.

Figura 1. Actividad polifenodlica total segtin Folin-Ciocalteau (mg equivalente de
acido galico.L") y actividad antioxidante total por FRAP y ABTS (mg equivalente
de TROLOX.L™) a aceites esenciales de Guaviduca (Piper carpunya L) en muestras

humedas y secas.

Tabla 6. ANOVA para la Guaviduca

ANOVA PARA GUAVIDUCA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos | 2835,534 5 567,107 2737,396 ,000
Dentro de 6,215 30 207
grupos
Total 2841,749 35

El nivel de significacion de la prueba
es ,000 por lo que se rechaza la
hipdtesis nula en relacién a que son

40

homogéneos, y se asume la alternativa
que es homogéneo. Esto se lo realiza
mediante la prueba de Tukey.
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Tabla 7. TUKEY para la Guaviduca

Guaviduca
HSD Tukey?®
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3 4 5
ABTS seca 6 | 1267
ABTS humeda 6 | ,3140
Frap seca 6 9,1035
Frap hiimeda 6 13,2698
Folin seca 6 19,3372
Folin huimeda 6 23,7246
Sig. ,979 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armodnica = 6,000.

De igual manera todos los tratamientos
no son significativamente diferentes
entre si, en relacion a los métodos
ABTS seca y ABTS himeda, ABTS
himeda y Frap seca, Frap himeda y
Folin seca. Es de destacar que Folin
humeda es significativamente diferente
a las demads técnicas de analisis.

La medicina tradicional en el Ecuador
ha sido sostenida por los pueblos
ancestrales de mas bajos recursos,
quienes han encontrado una alternativa
mas accesible y de menos costo, de
acuerdo a su cosmovision. En este
contexto la Guaviduca ha sido utilizada,
por la medicina ancestral, durante
decenas de afios en diferentes regiones.
Muchos compuestos antioxidantes se
pueden encontrar en plantas, incluidos
fenoles, carotenoides, antocianinas
y tocoferoles (Jakubowski, Bartosz,
1997). Cerca del 20% de las plantas
conocidas se han utilizado en estudios
farmacéuticos, lo que ha tenido un
impacto positivo en el sistema de salud,
como el tratamiento del cancer y otras
enfermedades nocivas (Naczk and
Shahidi, 2006). Las plantas generan
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diversos ~ compuestos  bioactivos
entre ellos polifenoles. Las altas
concentraciones de fotoquimicos, que
pueden proteger contra el dafio de
los radicales libres, se acumulan en
frutas, verduras y plantas en general
(Suftredini et al., 2004). Las plantas que
contienen fotoquimicos beneficiosos
pueden complementar las necesidades
del cuerpo humano actuando como
antioxidantes naturales (Boots et al.,
2008). Compuestos fendlicos como
flavonoides, taninos y ligninas, que se
encuentran en las plantas, actiian como
antioxidantes con eficacia (Suftredini
et al., 2004). El consumo de frutas y
verduras se ha relacionado con varios
beneficios para la salud, como resultado
de propiedades medicinales y alto
valor nutricional (Valko et al., 2006).
Los antioxidantes controlan y reducen
el dafio oxidativo en los alimentos al
retrasar o inhibir la oxidacién causada
por las especies reactivas de oxigeno,
lo que en ultima instancia aumenta la
vida util y la calidad de estos alimentos
(Ames et al., 1993). El betacaroteno,
el 4cido ascorbico y muchos
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compuestos fenodlicos desempefian
papeles dindmicos para retrasar el
envejecimiento, reducir la inflamaciéon
y prevenir ciertos canceres (Duthie et
al., 1996).

La especie vegetal, utilizada en el
presente trabajo fue estudiada antes
por Castillo (2014) quien comprobo
la actividad antiulcerosa del extracto
hidroalcohélico de la Guaviduca (Piper
carpunya). El genero su investigacion
en base al Manual de Técnicas de
Investigacion (CYTED, 1995) a través
de la induccion de tlcera gastrica
aguda por etanol absoluto al 96%,
en ratas (Rattus Wistar) hembras,
con un porcentaje de inhibicion de
las tulceras en un 50% en el grupo
tratado y de un 46,2% en el grupo
testigo con lo que se concluye que el
extracto hidroalcoholico de Guaviduca
(Piper carpunya) posee actividad
gastroprotectora, produciendo una
proteccion y recuperacion de la mucosa
gastrica evidencidndose en el analisis
macroscopico de los estomagos.

4. CONCLUSIONES

La actividad antioxidante se ha
reportado que es concomitante con
el poder reducto. Las propiedades
reductoras estan asociadas a la presencia
de compuestos fendlicos que ejercen
su accion a través del rompimiento de
la reaccion en cadena de los radicales
libres por donacion de un atomo de
hidrégeno, de esto se observa que los
valores mayores en polifenoles totales
y actividad antioxidante por FRAP y
ABTS pero no determina significancia
aplicando el disefio estadistico, tanto en
humedo como en seco.

El contenido de polifenoles totales y
la actividad antioxidante en el aceite
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esencial proveniente de las hojas de la
Guaviduca, son elevados por los mg de
acido galico por 100 mL del compuesto,
hemos de tener en cuenta la cantidad de
disolvente empleado en la extraccion
y la cantidad de muestra que hemos
tomado para realizar el andlisis, por lo
que estos actian con los radicales libres
y los estabilizan, con lo que pueden
ayudar a contrarrestar presencia de
enfermedades.
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