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RESUMEN

Introduccion: El ser humano por mucho tiempo ha utilizado las plantas como fuentes de medicamentos
naturales, se conoce que en la actualidad cerca de las dos terceras partes de la poblacion de los paises en
desarrollo las emplean para el tratamiento de enfermedades. Las plantas medicinales se caracterizan por
poseer principios activos que pueden modificar el funcionamiento de los sistemas biologicos alterandolos
o restableciendo el equilibrio funcional organico.

Objetivo: Evaluar la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial de eucalipto Eucalyptus globulus
Labill cultivado en el municipio de Pamplona — Norte de Santander, Colombia.

Meétodos: El aceite esencial se obtuvo por hidrodestilacion e hidrodestilacion asistida por radiacion con
microondas, a partir de las hojas; se determind densidad relativa a 20 °C, indice de refraccion; solubilidad
de los aceites esenciales en etanol (70 % v/v) y rotacion Optica. La composicion quimica se evalud
mediante cromatografia de gases/espectrometro de masa. La actividad antioxidante se determin6 con las

técnicas de actividad antiradicalaria por los métodos DPPH'y ABTS™
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Resultados: Los rendimientos oscilaron entre 0,72 y 1,21 %, en dependencia del método de extraccion
utilizado. Los resultados de la prueba de actividad antioxidante mostraron que los aceites esenciales del
Eucalyptus globulus Labill obtenidos por ambos métodos de extraccidn tuvieron resultados promisorios,
ademas, estos aceites presentaron altos contenidos de monoterpenos con reconocida actividad
antioxidante, como lo es el eucaliptol.

Conclusiones: El aceite esencial del Eucalyptus globulus Labill es considerado como promisorio para
disefiar productos magistrales con actividad antioxidante.

Palabras clave: Actividad antioxidante; aceite esencial; Eucalyptus globulus Labill.

ABSTRACT

Introduction: Humans have used plants as sources of natural medicines and it is known that nowadays
approximately two-thirds of the population in developing countries uses them for the treatment of
diseases. Medicinal plants are characterized by having active substances that can modify the functioning
of biological systems by altering them or restoring organic functional balance.

Objectives: To evaluate the in vitro antioxidant activity of the Eucalyptus globulus Labill’s essential oil
grown in the municipality of Pamplona-Norte de Santander, Colombia.

Methods: Essential oil was extracted from the leaves by hydrodistillation and assisted hydrodistillation
by radiation with microwave. It was determined a relative density to 20°C, refractive index, solubility of
the essential oils in ethanol (70% v/v) and optical rotation. Chemical composition was assessed using
gas chromatography/mass spectrometer. The antioxidant activity was determined using the techniques of
anti-free radicals activity by DPPH -and ABTS* methods.

Results: Yields ranged from 0.72 to 1.21% depending on the extraction method used. The results of the
test of antioxidant activity showed that the essential oils of Eucalyptus globulus Labill obtained by both
methods of extraction had promising results; in addition, these oils presented high levels of monoterpenes
with recognized antioxidant activity, such as eucalyptol.

Conclusions: The essential oil of Eucalyptus globulus Labill is considered as promising to design master
products with antioxidant activity.
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INTRODUCCION

El ser humano por mucho tiempo ha utilizado las plantas como fuentes de medicamentos naturales. Se
conoce que en la actualidad cerca de las dos terceras partes de la poblacién de los paises en desarrollo
las emplean para el tratamiento de enfermedades.®? Las plantas medicinales se caracterizan por poseer
principios activos que pueden modificar el funcionamiento de los sistemas bioldgicos alterandolos o
restableciendo el equilibrio funcional organico.?34

Colombia es un pais que posee una gran diversidad de ecosistemas y microclimas, lo que hace que tenga
una vegetacion muy variada, que se enriquece con sus especies endémicas y una alta diversidad genética.
Algunas de las plantas que se pueden encontrar poseen aceites esenciales (AE) y actividad biologica de
amplias perspectivas para llevar a cabo la investigacion y el desarrollo de nuevos productos.?®

Los AE son metabolitos secundarios de las plantas. Estos son fracciones liquidas volatiles que
proporcionan aromas y sabores caracteristicos y lo constituyen mezclas complejas de hidrocarburos,
compuestos oxigenados y residuos no volatiles. Se obtienen a partir de diferentes partes de las plantas
como: flores, yemas, semillas, hojas, ramas, cortezas, madera, frutos y raices.®%

El valor econémico de los AE y su aplicabilidad industrial estdn directamente relacionados con su
composicion quimica y con la actividad bioldgica particular que ellos posean.® En la actualidad, hay un
interés creciente por la utilizacion de extractos naturales con caracteristicas antioxidantes que puedan
sustituir a los aditivos sintéticos en la industria de alimentos, cosméticos, y farmacéuticas Esto se debe a
que constituyen una alternativa prometedora para la prevencion y el tratamiento de los trastornos y
enfermedades producidas por la presencia de impurezas y los residuos de reactivos presentes en muchos
de los compuestos de sintesis.®

El género Eucalyptus, que agrupa en torno a las 600 especies, pertenece a la familia Myrtacea, subfamilia
Myrtoideae. El eucalipto contiene abundantes AE que se utilizan en la industria de alimentos, quimica y
farmacéutica.® Este aceite tiene cualidades medicinales, se utiliza, principalmente, en las enfermedades
de las vias respiratorias, siendo el eucaliptol, el monoterpeno mas abundante, al que se le atribuyen
propiedades expectorantes y antiinflamatorias.®” Por estas razones, el presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus

globulus Labill) cultivado en el municipio de Pamplona — Norte de Santander (Colombia).
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METODOS

Recoleccion del material vegetal
Con base en los registros de las colecciones del Herbario Regional Catatumbo-Sarare (HECASE) de la
Universidad de Pamplona, las hojas de las plantas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) fueron
recolectados en una vereda del municipio de Pamplona - Norte de Santander (7°22'34"N 72°38'54"0).
Se recolectd 1 kg de material por semana, en el periodo comprendido de abril a mayo de 2015, bajo la
supervision del Magister en Sisteméatica Vegetal, Luis Roberto Sdnchez Montafio quien realizo la

identificacion taxondémica de la especie.

Procesamiento del material vegetal

Las hojas colectadas fueron lavadas con agua destilada y seleccionadas para garantizar su buen estado;
después se trocearon, pesaron y se procesaron inmediatamente. La obtencion del AE por hidrodestilacion
(HD) se realiz6 en un equipo de hidrodestilacion del tipo Clevenger. Los 500 g del material vegetal se
introdujeron en el balén de extraccion, que tenia un contenido de 500 mL de agua destilada. EI tiempo
de extraccion fue de 3 horas.®%19

La obtencién del AE por hidrodestilacion asistida por radiacién con microondas (MWHD) se llevo a
cabo en un equipo de destilacion tipo Clevenger, con un reservorio de destilacion Dean Stark adaptado
a un sistema de calentamiento por radiacion de microondas, un horno microondas convencional marca
Samsumg, (EE. UU.), dentro del cual se colocé un baldn de extraccion de 4 L con 500 mL de agua
destilada y 500 g del material vegetal. El tiempo de extraccion fue de 3 horas.®%10)

En ambos casos los aceites esenciales obtenidos se separaron por decantacién, los que fueron en el

momento almacenados en viales &mbar a 4 °C hasta la realizacion de los analisis pertinentes.

Determinacion de propiedades fisicas del AE

A cada muestra de AE se le midieron las siguientes propiedades fisicas:

Densidad relativa del aceite esencial a 20 °C
Para ello se utiliz6 un picnémetro limpio y seco de 1 mL de capacidad, se peso al vacio en una balanza
electronica de cuatro decimales, hasta obtener un peso constante; en seguida se llend con 1 mL del aceite
esencial, se tapo y limpid el exceso de muestra. Luego, se peso el conjunto y por diferencia de pesos se

determind la densidad relativa del AE.
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( g ) [(Peso del picndmetro + muestra) — (Peso del picnémetro)](g)
or () =

Volumen del aceite esencial [m I.j
1)

Indice de refraccion de los aceites esenciales
La prueba se realizé con el refractdmetro marca Sper Scientific. Con la ayuda de un capilar se depositaron
dos gotas de aceite esencial sobre el prisma del refractometro y se procedié con la lectura a 20 °C.
Solubilidad de los AE en etanol (70 % v/v): en un tubo eppendorf de 1,5 mL se adiciond 100 pL de etanol
al 70 % v/vy 2 uL del AE; la mezcla se homogenizo6 en un vortex a 20 rpm hasta que la muestra quedo
totalmente homogénea.
Rotacion dptica: se prepar6 una disolucién al 10 % (p/v) del AE en etanol (96 %). El analisis se realizo
con un polarimetro Sper Scientific, (EE. UU.) provisto de una celda de 10 mL, a una temperatura de 20
°C y la linea D del sodio (589 nm). t0:11.12)

Analisis del AE por cromatografia de gases/espectrometro de masa (CG/EM)

La composicion del aceite esencial se analizé con la técnica instrumental de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masa (CG/EM), en un equipo CG/EM 7890A/5975C Agilent (EE. UU.), en
interfase con un detector selectivo de masas HP5973 Network conectado en linea con un sistema HP-MS
ChemStation y la base de datos NIST-2008.

Condiciones: como muestra se tomaron 50 uL de cada aceite esencial que se disolvieron en 450 uL de
diclorometano, inyectandose 1,0 pL a modo split (20:1), la temperatura inyector fue de 250 °C, se utilizd
una columna capilar HP-5MS 5 % Phenyl Methyl Silox (30 m x 250 um x 0,25 um), se utilizé helio
(Aga-Fano) como gas de arrastre, a flujo constante de 1 mL/min, presion del gas 7,6354 psi y velocidad
lineal de 36 cm/seg. La temperatura inicial fue de 45 °C incrementandose 5 °C por minuto hasta llegar a
la temperatura de la linea de transferencia de 280 °C.(1011.12131415 | 3 jdentidad de los componentes se

asigno por comparacion de los espectros de masas obtenidos con los presentes en la base de datos.

Medicion de la actividad antioxidante de los AE

Para determinar la actividad antioxidante de cada AE se emplearon dos metodologias: DPPH" (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil) y ABTSe* (acido 2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico)
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Meétodo del radical DPPH"
La actividad captadora de radicales libres DPPH" se determind con el empleo del método descrito por
Silvay otros® (con algunas modificaciones, 75 L de muestra se adicionaron a 150 pL de una disolucion
metanolica de DPPH" (100 pg/mL) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min, luego se
determind espectrofotométricamente la desaparicion del radical DPPH® a 550 nm en lector de
microplacas Multiskan Ex (Thermoscientific). Se utilizé acido ascérbico (25 pg/mL como control

positivo de captacion de los radicales DPPH").

(Ag—Ay)

Inhibicion = + 100 |

0

)

Donde Ao y Arson los valores de absorbancia del blanco (solucién de DPPH en alcohol) y la muestra

(solucion de DPPH maés antioxidante disueltos en alcohol), respectivamente.

Método del radical ABTS«*
El radical ABTSe se formo tras la reaccion de 3,5 mM de ABTS con 1,25 mM de persulfato potasico
(concentracidn final). Las muestras fueron incubadas entre 2-8 °C y en oscuridad durante 16-24 h. Una
vez formado el radical ABTS se diluyé con etanol hasta obtener una absorbancia de 0,7+ 0,05 a 734 nm.
A un volumen de 190 pL de la dilucién del radical ABTS se le adicionaron 10 pL de la muestra de AE
y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos; después se determind espectrofotométricamente
la desaparicion del radical ABTS a 734 nm en el lector de microplacas Multiskan Ex (Thermoscientific).

Se utilizo &cido ascorbico (4 pg/mL) como control positivo de captacion de los radicales ABTSe.(")

Analisis estadistico
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se siguieron los protocolos establecidos con anteriodidad,
los resultados se expresaron como el promedio * el error estandar de la media (ESM) y se analizaron
mediante Prueba t de Student. Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos.
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RESULTADOS

Los AE de las hojas de eucalipto presentan una coloracion translucida. Las propiedades fisicoquimicas

de estos aceites son descritas en la tabla 1.

Tabla 1 - Rendimiento y propiedades fisicas de los AE de la especie Eucalyptus globulus Labill obtenidos a

través del método de hidrodestilacion por arrastre de vapor (HD) e hidrodestilacién asistida por microondas

(MWHD)
Eucalyptus globulus Labill
Andlisis

HD MWHD
Rendimiento (%) 0,72 +0,0332 1,21 +0,005°
indice de refraccion 20 °C 1,4751 + 0,00552 1,4766 + 0,00322
Solubilidad EtOH (70 % v/v) Positiva Positiva
Densidad (g/mL) a 20 °C 0,901 + 0,0005? 0,905 + 0,00032

Filas sin ninguna letra en comun presentaron diferencias estadisticas significativas a un nivel de
confianza (p < 0,05).

La identificacion de los componentes, los tiempos de retencion y porcentajes de abundancia por CG/EM
son reportados en la tabla 2. EI compuesto mayoritario que se encontrd fue el eucaliptol, con un
porcentaje de abundancia relativa de 85,40% y 89,89% para los métodos de HD y MWHD

respectivamente.

Tabla 2 - Componentes mayoritarios detectados en el AE de Eucalyptus globulus Labill obtenido mediante HD
y MWHD

% Abundancia relativa , (tr, min)

Compuesto E. globulus
HD MWHD
a-pineno 5,40 (9,000) 5,50 (9,050)
B-Mirceno 0,45 (11,030) 0,48 (11,568)
Eucaliptol 85,40 (14,122) 89,89 (14,333)
Linalool 0,50 (15,005) 0,55 (15,078)
a-terpineol 0,45 (19,553) 0,54 (19,788)

Esta obra estd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES
(@) er-ne | ) 7



Revista Cubana de Farmacia. 2019;52(1):e266

Tiempo de retencion (tr) y abundancia relativa (%) de los aceites esenciales, identificados por
comparacion con espectro de masas de referencia de la base de datos NIST - 2008.

La actividad antioxidante del AE de Eucalyptus globulus Labill, se evalud por dos métodos diferentes:
DPPH"y ABTS™. Los antioxidantes pueden actuar por multiples mecanismos, dependiendo del sistema
de reaccion o de la fuente radicalaria u oxidante utilizada.® Los resultados se expresan como actividad
antiradical o 1Cso, la cual se define como la concentracion del antioxidante que disminuye la absorcion
del radical a un 50 % de la cantidad inicial.*

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de la capacidad antioxidante de
las muestras provenientes de los AE extraidos por los métodos HD y MWHD analizadas por los métodos
DPPH'y ABTS™.

Tabla 3 - Capacidad antioxidante del AE de Eucalyptus globulus Labill extraidos por los métodos HD y
MWHD analizadas por los métodos DPPH'y ABTS™

Métodos para determinar la actividad
antioxidante

. . Meétodo de
Aceite esencial t L,
extraccién DPPH" ABTS™
ICs0 (ng/mL) ICs0 (ng/mL)
HD 505,0 £ 0,35 100,30 +£ 0,05
E. globulus
MWHD 480,0 £ 0,22 96,11 £ 0,03

En la tabla 1 se encontraron diferencias estadisticas significativas para el rendimiento seguin el método
de extraccion empleado. Estos resultados indican que la técnica MWHD mostrd ser el método més
efectivo en la extraccion del AE de Eucalyptus globulus Labill. Esto se debe a la accidn de las microondas
sobre las paredes glandulares que contienen el aceite esencial, lo que hace que el material vegetal se
rompa mas rapido y eficientemente. La hidrodestilacion asistida por microondas utiliza 3 formas de
transferencia de calor dentro de la muestra: la irradiacién, conduccién y conveccion. Como resultado
produce calor con mayor rapidez dentro y fuera de las glandulas. Con la HD esta transferencia de calor

solo puede ocurrir por conduccion y conveccion, lo que la hace menos efectiva. (101220
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Los resultados de los analisis de CG/EM indican que en ambas metodologias obtienen componentes que
aparecen a un mismo tiempo de retencidn y con un porcentaje de abundancia relativa similar (tabla 2).
Como plantean Hoda y otros® el eucaliptol es el componente volatil mas importante y mayoritario en la
mayoria de las especies de eucalipto, especialmente en E. globulus. Los resultados muestran que para
todos los AE los valores obtenidos con el ABTS, y expresados como ug/mL, son menores que los
obtenidos con la técnica del DPPH. ElI método de la decoloracion del cation-radical ABTS™ es aplicable
a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, lo que le permite su implementacion en sistemas, tanto acuosos
como lipofilicos.*”) EI ABTS, ademas, es muy soluble en agua y quimicamente estable,*”) en cambio, el
DPPH solo puede disolverse en medio organico por lo que mide preferentemente la capacidad
antioxidante de compuestos poco polares o no polares.?

De los AE estudiados el mas promisorio, debido a que mostré actividad significativa, fue el AE de E.
globulus obtenido por MWHD.

Se puede concluir que el aceite esencial del Eucalyptus globulus Labill es promisorio para disefiar
productos magistrales con actividad antioxidante y su rendimiento depende del método de extraccion que
se utilice para obtenerlo, siendo la extraccion mediante hidrodestilacion asistida por microondas
(MWHD) el més aceptado. Quimicamente su AE contiene en su mayoria monoterpenos, de ellos el

eucaliptol es el que se encuentra con un mayor porcentaje de abundancia relativa.
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