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Resumen

Arrayan, también conocido cientificamente como Myrcianthes hallii (O. Berg) Mc Vaugh, es una especie
presente en algunas regiones de la sierra ecuatoriana. Debido a su estructura y componentes posee
varias aplicaciones en industrias como la alimentaria, farmacéutica, agricola entre otras. En la actualidad
se estd investigando el uso de aceites esenciales, por lo cual esta investigacion se centra en evaluar el
caracter antioxidante del aceite esencial extraido del arraydn en sus tres estadios fenoldgicos, ademas
de evaluar su contenido fendlico. La obtencidn del aceite esencial se hizo a través de la técnica de
arrastre con vapor usando las hojas de arrayan y las pruebas para determinar la capacidad antioxidante
incluyeron ensayos como FRAP,ABTS y DPPH, donde el cambio en el color indica que existen
antioxidantes dentro del aceite esencial que neutralizan el radical. Posteriormente se midieron las
absorbancias y se calculd el porcentaje de inhibicidn para los tres estadios, obteniendo mayor
porcentaje en el estadio de floracidn con 42.81%, en el método ABTS el porcentaje de inhibicidn fue
mayor en floracién con 47.15% y como complemento para verificar los resultados se realizé la prueba
FRAP para los tres estadios dando como resultado que el poder antioxidante para reducir el ion férrico
fue mayor en floracién con 78.86 uM Fe?* /mL y el menor en foliacién 74.78 uM Fe?* /mL. La cantidad
total de fenoles para estos tres casos se determind mediante Folin-Ciocalteu reportando mayor
contenido fendlico en fructificacion y floracidn (7.71 mg GAE/mL; 7.56 mg GAE/mL). Usando la prueba
del tricloruro de aluminio se determind la cantidad total de flavonoides y de igual manera que en el
resto de pruebas en floracion se alcanzé mayor contenido de flavonoides totales con 1.62 mg QE/mL.
Todas las pruebas se verificaron mediante andlisis estadisticos paramétricos para establecer las

diferencias estadisticamente significativas entre los estadios fenoldgicos.

Palabras clave: aceite esencial, pruebas paramétricas, antioxidante, estadio fenoldgico, arrayan
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Abstract

Arrayan, also known scientifically as Myrcianthes hallii (O. Berg) Mc Vaugh, is a species present in some
regions of the Ecuadorian highlands. Due to its structure and components, it has various applications in
industries such as food, pharmaceuticals, agriculture, among others. Currently, research is being
conducted on the use of essential oils, and this study focuses on evaluating the antioxidant character of
the essential oil extracted from bayberry in its three phenological stages, as well as assessing its
phenolic content. The essential oil was obtained through steam distillation using bayberry leaves, and
antioxidant capacity tests included assays such as FRAP, ABTS, and DPPH, where the change in color
indicates the presence of antioxidants within the essential oil that neutralize the radical. Subsequently,
absorbances were measured, and the inhibition percentage was calculated for the three stages, with the
highest percentage at the flowering stage with 42.81%. In the ABTS method, the inhibition percentage
was higher during flowering with 47.15%, and as a complementary measure to verify the results, the
FRAP test was conducted for all three stages, resulting in higher antioxidant power to reduce ferric ion
during flowering with 78.86 uM Fe2+ /mL and the lowest during leafing with 74.78 uM Fe2+ /mL. The
total phenolic content for these three cases was determined using Folin-Ciocalteu, reporting higher
phenolic content during fruiting and flowering (7.71 mg GAE/mL; 7.56 mg GAE/mL). Using the aluminum
trichloride test, the total amount of flavonoids was determined, and similarly, as in the other tests,
higher total flavonoid content was achieved during flowering with 1.62 mg QE/mL. All tests were verified
through parametric statistical analyzes to establish statistically significant differences between

phenological stages.

Key words: essential oil, parametric tests, antioxidant, phenological stages, myrtle
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Capitulo I: Introduccién
Antecedentes

Los materiales vegetales, tales como extractos, oleorresinas, infusiones y aceites esenciales,
estdn siendo investigados debido a una gran variedad de funciones. Desde la antigliedad los aceites
esenciales han sido usados en aromaterapia, y en la actualidad su aplicacidn se extiende a propiedades
antivirales, antiinflamatorias y antioxidantes. Las propiedades antioxidantes se estiman por métodos
espectrofotométricos como ensayo de ABTS, ensayo de DPPH y FRAP (Ziyatdinova et al., 2022).

En Ecuador, la familia Myrtaceae, que incluye especies como Myrcianthes rhopaloides (Kunth)
McVaugh y Myrcianthes hallii (O. Berg) McVaugh, se encuentra tanto de forma nativa como cultivada
(Carvajal et al., 2016). Dentro la familia Myrtaceae se identifican aceites esenciales y compuestos como
acidos grasos, flavonoides, taninos, acidos fendlicos y también pigmentos de antocianinas (Gorjian &
Khaligh, 2023).

De 295 familias de plantas estudiadas, entre 60 y 80 de ellas originan aceite esencial. La familia
Myrtaceae, especialmente en su especie Myrtus communis L. “arrayan”, posee estudios en relacién a su
aceite esencial, donde se recalca sus propiedades antioxidantes (Gonzales et al., 2010). Othman et al.
(2007) menciona que, la especie M. communis L. de la familia Myrtaceae contiene principalmente
aceites esenciales y compuestos fendlicos, recalcando sus funciones antimutagénicas, antioxidantes y
antitumorales. Asi mismo Aleksic y Knezevic (2014) indican que, M. communis L. contiene compuestos
como fenilpropenos, fenilpropanoides, terpenos y terpeinodies.

El arrayan, conocido también como mirto tiene metabolitos secundarios como flavonoides,
antocianos y acidos fendlicos, que caracterizan a esta familia como una fuente de antioxidantes. En
estudios realizados a la especie M. communis L. se ha determinado la presencia de taninos, a tocoferol y
flavonoides. Ademas de indicar que esta especie tiene actividad antioxidante y anticancerigena como

mencionan Aleksic y Knezevic (2014).
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En paises como Marruecos, se ha estudiado la composicidén de las hojas de arrayan seialando la
presencia de aceite esencial en un 2%. Este aceite esencial posee compuestos como mirceno, 1,2 cineol,
geraniol, myrtinal, acetato de myrtinal, myrtinol, linalool y a pineno. Por otro lado, en Iran se han
investigado los extractos de arrayan mostrando la presencia de limoneno, linalool, a pineno y 1,8 cineol
(Gorjian & Khaligh, 2023).

En paises del medio oriente como Arabia Saudita, estudios indican la presencia de casi 50
componentes en el aceite de mirto, mayormente hidrocarburos monoterpénicos y compuestos
caracteristicos de esta familia tales como el linalool, a pineno, 1,8 cineol, verbenol y carveol (Gorjian &

Khaligh, 2023).

Justificacion e Importancia del problema

El arrayan posee varias aplicaciones en algunas industrias incluyendo la cosmética,
farmacéutica, agricola y alimentaria generando un aporte econdmico notable (Gonzales et al., 2010). Por
esta razén y debido a sus componentes activos como aceites esenciales, flavonoides, vitaminas,
alcaloides, fenoles y taninos, se esta estudiando en la actualidad esta planta para comprender de mejor
manera su actividad (Dhouibi et al., 2023).

La presente investigacion pretende analizar el aceite de arrayan en sus tres estadios fenoldgicos,
ya que sus componentes podrian cambiar dependiendo de la época de recoleccién, drgano de la planta
estudiada, manejos agricolas y otros factores relevantes (Dhouibi et al., 2023).

También, se propone determinar el caracter antioxidante en el aceite de arrayan, dado que esto
podria marcar un punto de partida significativo en términos de beneficios para la industria alimentaria.
Debido a que los antioxidantes retrasan la peroxidacion lipidica y amplian la vida atil en los alimentos

(Amensour et al., 2009).
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Recientemente, se ha dado atencidn a las investigaciones que pretenden hallar antioxidantes
naturales, priorizando las fuentes naturales sobre las sintéticas, como lo son los antioxidantes butilados,
entre los mas usados en la industria alimentaria esta el hidroxitolueno butilado e hidroxianisol

(Amensour et al., 2009).

Objetivos del proyecto

Objetivo General

Evaluar la composicién fendlica y caracter antioxidante del aceite esencial proveniente de hojas

Myrcianthes hallii (O. Berg) McVaugh “arrayan” en sus tres estadios fenolégicos.

Objetivos Especificos

e Obtener aceite esencial de las hojas Myrcianthes hallii (O. Berg) McVaugh “arrayan”
recolectadas en tres estadios fenoldgicos en la parroquia de Guasaganda.

e Determinar el contenido de fenoles presente en el aceite esencial extraido de hojas de arrayan
en sus tres estadios fenoldgicos mediante el método de Folin-Ciocalteu.

e Establecer la presencia de flavonoides en el aceite esencial extraido de hojas de arrayan en sus
tres estadios fenoldgicos.

e Identificar el caracter antioxidante del aceite esencial extraido de hojas de arrayan en sus tres

estadios fenolégicos mediante los métodos DPPH, ABTS, FRAP.

Hipdtesis del proyecto

La capacidad antioxidante del aceite esencial de la muestra Myrcianthes hallii (O. Berg)
McVaugh, proviene de sus compuestos fendlicos y varia de forma estadisticamente significativa segun el

estadio fenoldgico en el que se recolecten sus muestras.
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Capitulo Il: Marco Referencial
Antecedentes de investigacion

El arrayan en algunos paises también es conocido como mirto, este se considera un potente
antioxidante natural debido a que contiene compuestos como aceites esenciales y polifenoles. Por lo
gue hoy en dia ha aumentado su interés en la investigacién de esta planta como alternativa a los
antioxidantes sintéticos, dado que algunas de estas sustancias estan siendo restringidas por su actividad
cancerigena (Aidi Wannes et al., 2010).

La familia Myrtaceae tiene especies como Myrtus communis L. “arrayan”. Estudios referentes
con su aceite esencial indican que, por la presencia de fenoles totales, taninos hidrolizables y otros
compuestos fendlicos, posee capacidad antioxidante. Por lo cual se propone considerar a los aceites
esenciales como un reemplazo de productos quimicos (Maharik et al., 2023).

Algunos aceites esenciales de ciertas plantas aromaticas se consideran antioxidantes naturales,
y el aceite esencial de arrayan es uno de ellos. Este aceite ademas es aprovechado en la fitoterapia por
sus diferentes actividades como antivirales, espasmoliticas, antimicrobianas, antioxidantes y

anticancerigenas (Mimica-Dukic et al., 2010).

Generalidades del arrayan

El arrayan en Ecuador fue inicialmente nombrado por Otto Berg de origen aleman con el
nombre de Eugenia halli, hoy en dia se conoce como Myrcianthes halli, nombre atribuido por McVaugh.
Esta planta presenta su periodo de floracidn al final de la primavera, comprendiendo los meses de mayo
y junio, ocasionalmente se produce floracion entre julio y septiembre. El periodo de fructificacion se da
desde el mes de octubre, incluso antes (Mirallas, 2018).

En los paramos y bosques de diferentes partes del Ecuador se encuentran 7 géneros nativos de
arrayan de los 15 existentes en el pais. Entre las especies nativas mas conocidas esta Myrcianthes halli
(O. Berg) Mc Vaugh y rhopaloides. Esta especie se utilizan en las comunidades como planta medicinal,

también como fuente de madera, ademas que sus frutos son comestibles (Carvajal et al., 2016).



Tabla 1

Clasificacion taxondmica del arraydn
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Categoria Taxon
Reino Plantae
Division Fanerogamae
Subdivision Angiospermae
Clase Dicotiledonae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Myrcianthes
Especie M. hallii

Nombre cientifico

Nombres comunes

Myrcianthes hallii (O. Berg)
Mc Vaugh

Arrayan, mirto

Nota: Adaptado de Evaluacidon de la actividad cicatrizante del extracto de hojas de arrayan (Myrcianthes

hallii), in vitro por inhibicién de la hialuronidasa e in vivo en heridas inducidas en ratones, por Chavez,

2016.

Composicidn quimica del arrayan

Se indica la presencia de diversos compuestos en el arrayan, entre ellos compuestos terpénicos

(a-B pineno, cineol) y flavonoides (catequina, epigalocatequina, gallocatequina, galato de

epigalocatequina y epicatequina). También derivados de flavanona, flavona, antocianinas, taninos

condensados (isémeros de dimero de procianidina, isémeros de diglato de procianidina y galato de

procianidina), flavonoles, ademas de taninos hidrolizables (Chavez Daquilema, 2016).



22

Generalidades de los compuestos fendlicos

Estos compuestos se conocen como polifenoles o fenilpropanoides, en las plantas estos
compuestos cumplen ciertos papeles como: defensa, reproduccidn, caracteristicas sensoriales y

protegen a la planta de los oxidantes y la radiacién ultravioleta (Pefiarrieta et al., 2017).

Generalidades de los fenoles simples

Tienen una unidad fendlica con representacién C6, los fenoles simples pueden ser hidroxifenoles
o dihidroxibencenos y dihidroxifenoles o trihidroxibencenos. En este grupo estan los dcidos fendlicos,
por ejemplo cuando el grupo funcional estd unido de manera directa con el anillo fendlico se llama 4cido
hidroxibenzoico, y si el acido carboxilico y el anillo fendlico se encuentran separados por dos carbonos

con un doble enlace, se llama acido hidroxicinamico (Cheng et al., 2016).

Generalidades de los polifenoles

Son compuestos que contienen mas de un grupo fenol, dentro de este grupo se encuentran los
flavonoides y taninos. Los Flavonoides son solubles en agua ya que se presentan como glucésidos
(Vasantha Rupasinghe et al., 2014). Los flavonoles se encuentran en frutas (uvas rojas, arandanos y
citricos). Ejemplos relevantes de estos compuestos incluyen el kaempferol y quercetina. Es importante
mencionar que la biosintesis en los flavonoles estd influenciada por la luz solar, por esta razén, se
encuentran en los tejidos externos, como la piel o cascara de las frutas (Vasantha Rupasinghe et al.,
2014).

Las flavonas constan de glucdsidos de luteolina, crisina y apigenina. Un ejemplo de flavonas
polimetoxiladas incluye la tangeretina y nobiletina, las cuales se encuentran en las cascaras de los
citricos. Por otro lado, las flavanonas estan como agliconas presentes en frutas citricas. Ademas, los
flavanoles se encuentran presentes en forma de mondmero como las catequinas y en forma polimérica

como las proantocianidinas (Vasantha Rupasinghe et al., 2014).
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En algunas frutas, se pueden encontrar compuestos como la catequina y la epicatequina, que
desempeiian un papel al proteger del cancer al modular las sefiales proinflamatoras y oncogénicas. Este
hallazgo destaca la importancia del consumo de frutas y verduras (Vasantha Rupasinghe et al., 2014).

Las antocianinas otorgan los colores a los drganos de las plantas, en la naturaleza se han
identificado entre 300 compuestos de antocianinas. Ademas estudios in vitro e in vivo indicaron que las
antocianinas tienen propiedad en la eliminacién de radicales (Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019).

Las chalconas vienen de la biosintesis de los flavonoides de puente cerrado, mientras que las
dihidrochalconas son producto de la reduccién de chalconas. Estos compuestos tiene propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias (Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019).

Los taninos como menciona Vuolo et al. (2019), son hidrolizables y complejos. Los hidrolizables
(galotaninos o elagitaninos) estan formados por una molécula de glucosa o polisacarido. Los galotaninos
simples suelen encontrarse en las agallas de roble y en las frutas, mientras que los elagitaninos se
encuentran especialmente en la frambuesa. Por otro lado, los taninos condensados también
denominados proantocianidinas, son compuestos fendlicos poliméricos formados con unidades de
catequina, y los taninos complejos o también llamados flavanoelagitaninos son galotaninos e

elagitaninos unidos a una catequina (Vuolo et al., 2019).

Otros compuestos fendlicos

Los estilbenos constan de un nucleo de 1,2 difeniletileno con hidroxilos sustituidos en los anillos
aromaticos. El trans resveratrol, un estilbeno, actia en la planta como una fitoalexina y, ademas, tiene
propiedades anticancerigenas y se encuentra en las uvas y el vino (Vasantha Rupasinghe et al., 2014).

Las ligninas tienen alto peso molecular, en las platas cumplen la funcién de transporte de agua.
En cuanto los lignanos, que se consideran compuestos fendlicos dimeros, poseen propiedades

antioxidantes y se encuentran especialmente en granos y uvas (Gan et al., 2018).
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Antioxidante

La sustancia quimica que detiene o controla la oxidacién de un sustrato es considerada como
antioxidante y se clasifican en secundarios y primarios. Las grandes cantidades de radicales libres son
neutralizados con cantidades minimas de antioxidante primarios, un ejemplo de estos antioxidantes son
los compuestos fendlicos. Los antioxidantes secundarios tienen un mecanismo de neutralizacién pro
oxidante de catalizadores, como quelante de iones metalicos como el cobre y hierro. Estos antioxidantes
a diferencia de los primarios se agotan rdpidamente ya que solo pueden neutralizar un solo radical libre

(Zeb, 2020).

Capacidad antioxidante

Los compuestos fendlicos como los flavonoides desempefian una funcién crucial al atrapar
radicales libres y producir el radical flavinico que es un radical menos reactivo. Asi los flavonoides acttan
como tampones (Martin, 2018).

Otra forma de actuar como antioxidantes es evitar los ROS, ejemplo la quercetina entre otros
flavonoles y flavanonas quelan hierro o cobre que son iones metdlicos de transicién (Martin, 2018).
Ademds los compuestos fendlicos inhiben enzimas como nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

oxidasa y xantina oxidasa que generan ROS (Pregowska et al., 2012).

Propiedades y usos de arrayan

Esta planta se usa en las bebidas como un aditivo también como saborizante para carnes.
Ademas, tiene propiedades medicinales, siendo reconocido como analgésico, antinflamatorio,
astringente, ténico estimulante, antiespasmddico, antiséptico, antigripal. Su funcionalidad se extienden
incluso en la odontologia, donde se usa en el fortalecimiento de las encias, como blanqueador de
dientes y para tratar caries (Rios et al., 2017).

El tronco y ramas de este arbol se utilizan como lefia y en la fabricacion de carbdn, mientras que
en la industria de la madera se usa para fabricacion de muebles (postes, puertas, vigas), su madera se

usa para la construccidn, elaboracién de artesanias, arcos de violin y herramientas en la agricultura
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(Lara, 2021). En el ambito ambiental, se considera que este tipo de arboles retienen el agua en el suelo
beneficiando la neutralizacidn evitando inundaciones o deslaves al evitar la libre circulacion del agua (K.
Jaramillo, 2013).

Otras propiedades biolégicas que presenta esta planta son con sus extractos de hojas, las cuales
poseen actividad cicatrizante y actividad antibacteriana. El extracto alcohélico destaca por su actividad
antimicrobiana gracias a la presencia de compuestos polifenélicos, siendo efectivo contra cepas de

Enterococcus spp, S. pyogenes, S. aureus y P. aeruginosa (Carvajal et al., 2016).

Aceite esencial

Estas sustancias se forman en diferentes érganos de las plantas debido al metabolismo
secundario. Se caracterizan porque poseen alta volatilidad y son aromaticos, cumplen dentro de la
planta la funcién de proteccién al actuar como agentes antifingicos e insecticidas, antibacterianos y
antivirales (Esther et al., 2017). En su composicidn tienen compuestos fendlicos, ésteres, alcoholes,
terpenoides, siendo los hidrocarburos, especialmente los terpenos, los que se encuentran en mayor
concentracion (Segura, 2022).

Los aceites esenciales se obtienen por: hidrodestilacidn, destilacidn con arrastre de vapor,
maceraciodn, solventes y prensado que son poco eficaces porque generan productos no deseados que

hace dificil la extraccion del aceite (Contreras Puentes & Ruiz Pérez, 2012).

Destilacion con arrastre de vapor ventajas y desventajas

El proceso consiste en la separacién de los componentes por medio del vapor. Cuando se realiza
este proceso al producirse el vapor los compuestos volatiles son extraidos de la planta y se forman dos
fases cuando se enfria. Donde se puede observar a los compuestos volatiles condensados y en la otra

fase el agua (Cardenas Lépez, 2014).
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Ventajas.- Se produce sustancias naturales sin solventes organicos que se pueden usar
directamente sin pasar por otro proceso de separacién, se puede trabajar con una cantidad abundante
de muestra en el equipo de destilacién, su costo de inversidn es bajo, su equipo es de facil montaje y
manejo y no se necesita licencia para destilar muestras herbaceas (Cardenas Lopez, 2014).

Desventajas.- Si se excede la temperatura de operacién se produce degradacién térmica de la
muestra debido a un mal manejo del equipo, la temperatura interna podria superar los 98 °Cy se
forman oligomeros y otros compuestos que disminuyen la calidad y durabilidad del producto (Cardenas
Lépez, 2014).

Fundamento de la prueba de poder antioxidante reductor del hierro

En esta prueba, el Fe**TPTZ, llamado complejo férrico en presencia de antioxidantes a un pH de
aproximadamente 3.6 para que el hierro este soluble en el complejo, se reduce de complejo férrico a

ferroso y presenta un color caracteristico (Llamocca, 2018).

Fundamento de la prueba de eliminacidon del cation ABTSe+

Esta prueba se fundamente en la formacion del radical ABTS al reaccionar con el persulfato, se
obtendra un color azul-verdoso, los antioxidantes presentes reduciran el radical ABTS formado
presentando un cambio colorimétrico. Es decir se medira la capacidad que presentan los antioxidantes

para reducir radicales (Munteanu & Apetrei, 2021).

Fundamento de la prueba DPPHe

Esta prueba utiliza el DPPH, que tiene un electrén desapareado caracteristico por su color
morado intenso, los antioxidantes sometidos a esta prueba reducen el radical DPPH formandose asi la
hidracina (DPPH-H) de color amarillo pélido y se mide mediante el espectrofotémetro las absorbancias,

al disminuir el color del DPPH (Echegaray et al., 2021).
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Capitulo lll: Metodologia
Obtencién la muestra de investigacion

Se recolecté en 5 arboles, hojas de arrayan en perfecto estado, no cortados y sin plaga, durante
tres periodos, primero en el periodo de floracién, posteriormente en fructificacién y finalmente en
foliacidn. El muestreo se dio en la mafiana en la parroquia de Guasaganda, aproximadamente un kilo de
muestras por periodo, se lavé las muestras de las hojas con agua destilada y se extendié en un cedazo

para el secado.

Procesamiento de la muestra vegetal para obtencidn del aceite esencial

Las hojas secas se pesaron en una balanza analitica y luego se cortd en trozos para favorecer el
proceso. Se colocd 400 gramos de material vegetal y agua en un valor aproximado de 600 mL en el
extractor para aceites esenciales. El tiempo de extraccién fue de 3 a 4 horas, por ultimo en los frascos

ambar se guardaron las muestras obtenidas.

Ensayo de DPPH

El protocolo de Decana et al. (2017) menciona que, primero se diluyé DPPH 0.15 mM en etanol
95%, la solucion stock preparada de DPPH se agregd a 0.1 mL de la dilucidn del aceite esencial, se realizé
tres repeticiones y dos blancos. Segun Jaramillo et al. (2011), los tubos con las muestras y los blancos
gue no poseen la muestra se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad, la longitud de onda en la

gue se tomo la medicién fue a 517 nm.

. . . 4 AC - Am
%inhibicion = e * 100

Ensayo del radical ABTS*

Serealizé lo mencionado por Melo-Guerrero et al. (2020), se formé ABTS luego de la reaccion
con 2.5 mM de persulfato, estas muestras se incubaron en la oscuridad durante un periodo de 16 a 24
horas a una temperatura de 2°C a 8°C. Luego se mezcld con etanol para acomodar la absorbancia a 734
nm, se colocd 20 plL de Trolox a 2 mL de la mezcla del reactivo ABTS con persulfato de potasio en un

tiempo de 6 minutos y se midio la absorbancias.
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Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

Segun el protocolo de Boom et al. (2018), primero se diluyd las tres muestras de aceite esencial
en etanol, se colocd 0.1 mL de muestra y 0.4 mL de agua. Finalmente 3mL del reactivo FRAP

previamente preparado, se dejé en reposo por 4 minutos y se midié a 593 nm.

Determinacion de la cantidad total de fenoles en aceite esencial

Sarmiento (2020) indico que, el acido galico se utiliza para elaborar la curva de calibracién,
primero se puso 0.5 mL de muestra, seguido del reactivo Folin, segundo se colocé 2.5 mL de agua, luego
de 5 minutos en reposo se afiadié el carbonato de sodio y agua destilada 0.8 mL. Se dejo reposar por 1

hora, estas pruebas se hicieron por triplicado y la absorbancia se leyé a 765 nm.

Identificacion del contenido de flavonoides totales en aceite esencial

Como describié Vega et al. (2017), en 1 mL aceite esencial diluido, se colocé 2 mL de etanol y
0.2 de acetato de sodio, seguido de 0.1 mL de tricloruro de aluminio. Finalmente se agrego a esta
mezcla 2.5 mL de agua, entre 40-45 minutos se dejo en un lugar oscuro. La curva de calibracién se

realizd con quercetina y las absorbancias se midieron a 435 nm.

Analisis estadistico

Para determinar la cantidad total de fenoles, flavonoides y FRAP se plantea un (DECA), mientras
en la capacidad antioxidante se plantea un disefio experimental factorial a x b, siendo a igual a dos

indicando el método DPPH, ABTS y b igual a 3 indicando los tres estadios fenoldgicos

Factores de estudio

Evaluacién de composicién fendlica y capacidad antioxidantes presente en aceite esencial

extraido de hojas de arrayan recolectado en floracion, fructificacion, foliacién.

Unidad experimental

Aceite esencial obtenido de arrayan en tres estadios: foliacion, floracién y fructificacion.
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Tabla 2

DCA de arraydn para determinacion de fenoles totales

Método Floracion Fructificacion Foliacion
Fenoles totales 3 3 3
Tabla 3

DCA de arraydn para identificacion de flavonoides

Método Floracion Fructificacion Foliacion
Flavonoides 3 3 3
Tabla 4

DECA de arraydn para FRAP

Método Floracion Fructificacion Foliacion

FRAP 3 3 3
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Tabla 5
Disefio experimental factorial a x b para determinacion de cardcter antioxidante del aceite esencial de

hojas de arraydn

Método Floracion Fructificacion Foliacion
DPPH 3 3 3
ABTS 3 3 3

Capitulo IV: Resultados
Obtencion y preparacion de las muestras

Se recolecté aproximadamente un kilo de hojas para el estadio fenoldgico de floracién luego de
un periodo de tiempo de 120 dias, se recolecto un kilo de hojas para el estadio de fructificacién, después
de 60 dias se recolecto un kilo de hojas para el estadio de foliacion, en la figura 1 se presenta las
muestras recolectadas.

Figura 1

Muestras recolectadas de Myrcianthes hallii (O. Berg) Mc Vaugh

Nota. Hojas en estadio fenoldgico de floracion (A), hojas en estadio fenoldgico de fructificacion (B), hojas

en estadio fenoldgico de foliacién (C).

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2023)
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Procesamiento del material vegetal y obtencidon del aceite esencial

Se peso 400 gramos de hojas, se corto a trozos y fue colocado en el destilador de aceite esencial
junto con 1.6 litros de agua destilada durante 4 horas, por ultimo se retird el aceite esencial con una
pipeta graduada, y se guardd en frascos ambar, en la tabla 6 se indica el porcentaje de rendimiento del

aceite de arrayan obtenido.
Tabla 6

Porcentaje de rendimiento del aceite de arraydn en los tres estadios fenoldgicos

Estadio fenolégico Peso del material Volumen (mL) Rendimiento (%)

vegetal (gramos)

Floracion 400 2 0.5
Fructificacion 400 1.3 0.3
Foliacion 400 0.9 0.2

Figura 2

Extraccion del aceite esencial de arraydn

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2023)
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Capacidad antioxidante

Se utilizo tres pruebas para evaluar el poder antioxidante como: FRAP, DPPH y ABTS, para estos
procedimientos las muestras fueron diluciones 1 en 3, es decir por 1 mL de muestra 3 mL de etanol
(95%). Ademas se realizd una comparacién entre los métodos que evalian poder antioxidante respecto
al porcentaje de inhibicién, estadio fenoldgico y tiempo en el que se recolecto cada muestra para

extraccion del aceite esencial.

Determinacion del caracter antioxidante por el ensayo DPPH en aceite esencial

DPPH es utilizado para analizar propiedades antioxidantes mediante espectrofotometria, posee
un color purpura caracteristico que al relacionarse con compuestos que contengan antioxidantes
presenta una decoloracidn (Gerasimova et al., 2022). En este estudio la prueba de colorimetria mostré
resultados positivos en los tres estadios fenoldgicos, sin embargo las muestras obtenidas en el estadio
fenolégico de floracién sometidas a la prueba de DPPH presentaron de manera cualitativa un cambio
notorio en la coloracién (fig. 3).

Figura 3

Meétodo DPPH empleado en aceite esencial en el estadio fenoldgico de floracion

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2023)
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Como se tiene datos experimentales se realiza una estadistica descriptiva e inferencial, primero
en la estadistica descriptiva se usan métodos para visualizar las probables relaciones entre las variables
y para analizar la distribucidn de los valores como graficos, tablas y medidas de resumen (Balzarini et al.,
2016). Se realizé un gréfico de cajas (fig. 4) del porcentaje de inhibicién respecto al estadio fenoldgico y
presentd como resultado un mayor porcentaje de inhibicién en las muestras provenientes del estadio
fenolégico de floraciéon con 42.81 % y el porcentaje mas bajo en las muestras provenientes del estadio
fenoldgico de foliacion con 28.54 %, el porcentaje intermedio fue en fructificacidn con 38.62 %.

Figura 4

Grdfico de cajas de las muestras de aceite esencial en DPPH

DPPH
44.25- 42.81
(=ru|
38.62
c 39,24 E
0
g
2
< 34,231
<
28.54

x

29,211

24,20 .

T T T
Floracion Fructificacion Foliacion

Estadio fenolégico

Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)
Ademas se indica de forma numérica y tabular (fig. 5) las medidas descriptivas del poder

antioxidante de las muestras en los tres estadios fenoldgicos para la prueba de DPPH.
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Figura 5

Resumen de medidas descriptivas de aceite esencial para DPPH

Medidas resumen

Estadio fenoldgico Variahle n MHedia D.E. CV Min Max Mediama Q1 Q3

Floracién % de inhibicién 3 42,81 0,47 1,11 42,42 43,34 42,68 42,42 43,34
Foliacidn % de inhibicién 3 28,54 2,97 10,41 25,11 30,30 30,21 25,11 30,30
Fructificacidn % de inhibicién 3 38,62 1,49 3,85 36,91 39,59 39,37 36,91 39,59

Una vez realizado la estadistica descriptiva se procedio a la estadistica inferencial mediante
intervalos de confianza (fig. A1) y analisis de varianza (ANOVA), previo a la obtencién del ANOVA se
verificd dos supuestos el de normalidad y homocedasticidad de manera grafica e inferencial. El supuesto
de normalidad se comprobé mediante el grafico Q-Q plot normal elaborado con los residuos, si estos se
alinean sobre la recta siguen una distribucion normal (Balzarini et al., 2016), como se observa en el (fig.
A2). Para corroborar la distribucidn de manera inferencial se realizé la prueba de Shapiro-Wilk
modificada que utiliza los residuos como variable para el andlisis donde p_valor > 0.05 indica que los
datos se distribuyen normalmente (Souza et al., 2023), cumpliendo con la normalidad con p valor de
0.3170 (fig. 6).

Figura 6

Prueba de Shapiro-Wilk para el método DPPH

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D}
RDUC % de inhibicidén 9 0,00 1,68 0,8 00,3170

Para corroborar el supuesto de homocedasticidad se realizé el gréfico de dispersién de residuos
frente a predichos (fig. A3), si los puntos del grafico de dispersién no presentan un patrén se verifica la

homogeneidad de varianzas, en este estudio el grafico de dispersién no presentd patron.
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Sin embargo para confirmar el supuesto de manera inferencial, se realizé la prueba de Levene a
partir de una ANOVA con el valor absoluto de los residuos, para que el supuesto de homogeneidad de
varianzas se sostenga el p_valor > 0.01 (Avanza et al., 2003), cumpliéndose con un p valor de 0.0299 (fig.
7).

Figura 7

Prueba de Levene para verificar supuesto de homocedasticidad en el método DPPH

Analisis de la variansa

Variable M E® ER* nj CW
ERABS % de inhibicion 9 0,6% 0,59 51,82

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 5,68 2 2,84 6,66 00,0299
Eztadio fenoldogico 5,68 2 2,84 6,66 0,023%9
Error 2,56 6 0,43
Total 8,249 8

£e

Tras verificar los supuestos de normalidad y homocedasticidad, el ANOVA con a=0.05 si el valor
p < a, se rechaza la hipétesis nula, no hay cambio significativo entre las medias en los tratamientos
(Balzarini et al., 2016), en este caso se obtuvo un p valor de 0.0003 (fig. 8). Sefialando que hay cambio
estadisticamente significativo en el porcentaje de inhibicidn respecto al estadio fenoldgico en el método
DPPH. El R? ajustado muestra el porcentaje de cambio total enY (Cayuela, 2014), expresado en
porcentaje indica que el 91% del cambio observado en el porcentaje de inhibicidn esta dado por el

cambio realizado experimentalmente en el estadio fenoldgico (fig. 8).
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Figura 8

ANOVA del aceite esencial en los estadios fenoldgicos para el método DPPH

fnali=si=s de la varianza

Variable N Rf RT A3 CV
2 de inhikbicidn 9 0,93 0,91 5,29

Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—valor

Hodelo 322,96 2 161,48 43,01 00,0003
Estadio fenolégico 322,96 2 161,48 43,01 00,0003
Error 22,53 & 3,75

Total 345,49 &

Posteriormente se realizé el test de Duncan que con p valor < 0.05 indica que el modelo es
valido (Depetris-Chauvin et al., 2014). Duncan clasifica en grupos al atribuir una letra en este caso A,B,C
en donde letras diferentes indican que estadisticamente el estadio fenolégico cambia el porcentaje de
inhibicién. Para el estadio fenoldgico de floracion (Grupo C), se verificé que hay cambio
estadisticamente significativo con mayor porcentaje de inhibicidn respecto al estadio de fenoldgico de
foliacidn (Grupo A) y respecto al estadio fenolégico de fructificacion (Grupo B). Determinando que el
estadio fenoldgico de donde se obtienen las muestras influye en el porcentaje de inhibicion (fig. 9).
Figura 9

Prueba de Duncan en DPPH

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 3,7548 gl: &

Estadio fenoldgico Medias n E.E.
Foliacién 28,54 31,12 &
Fructificacion 38,62 3 1,12 B
Floracidn 42,81 3 1,12 C

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0,05)
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Porcentaje de inhibicidn respecto al tiempo en la recoleccion de muestras para el método DPPH

Se establecié un rango de tiempo en la recoleccién de las muestras tomando a floracién como el
dia cero, ciento veinte dias después el estadio de fructificacidn y ciento ochenta dias después de
floracidn la foliacidn. Se realizé un gréafico de dispersién donde (R?) alcanzé un valor 0.9348 sefialando
que el 93.48% del cambio en el porcentaje de inhibicidn se explica por el tiempo. Asi mismo la ecuacién
indicada en la figura 10, permite pronosticar para cualquier tiempo la inhibiciéon en porcentaje.

Figura 10
Gréfico de dispersion del tiempo de recoleccion de las muestras
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)

Al tomar al estadio fenoldgico ya no como una variable categdrica sino continua, se determiné
gue mientras avanza el tiempo va a disminuir el porcentaje de inhibicidn, como lo indica el gréfico de
dispersidn con la estimacion lineal mediante su ecuacion (fig. 11). Es decir desde que empieza el estadio

de floracién hasta la foliacion por cada cien dias el porcentaje de inhibicidn disminuira en 7.3%.



Figura 11

Grdfico de dispersion con estimacion lineal del tiempo de recoleccion de la muestra
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)

Determinacion del caracter antioxidante por ensayo de ABTS

El ensayo de ABTS cuantifica la decoloracidn de su radical producto de la interaccion de

compuestos como los antioxidantes al donar hidrégeno o un electrén (Rojano et al., 2008). En este
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estudio la prueba de colorimetria mostré decoloracién en los tres estadios fenoldgicos. En la figura 12 se

aprecia el color verde azulado de las muestras del estadio de floracién y como se decolora al reaccionar

el radical ABTS con el antioxidante.
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Figura 12

Método ABTS empleado en aceite esencial del estadio fenoldgico de floracién

=
—

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2024)

Se elabord un grafico de cajas del método ABTS utilizando como variable el porcentaje de
inhibicién y como criterio de clasificacidn el estadio fenoldgico. Se obtuvo mayor porcentaje de
inhibicién en las muestras obtenidas en el estadio fenoldgico de floracidn con 47.15%, el porcentaje mas
bajo se dio con las muestras obtenidas en el estadio de foliacién con 32.91% y el porcentaje de
inhibicion intermedio fue en fructificacién con 37.86 % (fig. 13).

Figura 13

Grdfico del porcentaje de inhibicion en muestras de aceite esencial respecto al estadio fenoldgico por

método ABTS
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)
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Dado que se tiene datos experimentales se realizd un andlisis exploratorio de forma numérica y
tabular con las medidas descriptivas (fig. 14).
Figura 14

Resumen de medidas descriptivas para ABTS

Medidas resumen

Estadio fenologico Variable n Mediz D.E. CV  Min Max Mediana Q1 03

Floracién 3 de inhibicién 3 47,15 4,30 9,12 42,32 50,56 48,58 42,32 50,56
Foliacién % de inhibicién 3 32,91 0,69 2,10 32,12 33,38 33,24 32,12 33,38
Fructificacién % de inhibicién 3 39,86 8,83 22,14 30,33 47,75 41,51 30,33 47,75

Luego de analizar de manera exploratoria los datos se realizo intervalos de confianza (fig. B1), el
supuesto de normalidad se comprobd de manera grafica con Q-Q plot (fig. B2) y con Shapiro-Wilk
modificado (p_ valor > 0.05), lo resultados validan la prueba con un p valor de 0.8308 (fig. 15).

Figura 15

Prueba de Shapiro-Wilk en el método ABTS

Shapiro—Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W= pi{Unilateral D)
RDUOO % de inhibicidn =] 0,00 4,92 0,96 00,8308

El supuesto de homocedasticidad se verifico con el grafico de dispersién (fig. B3) y mediante la
prueba de Levene con un p valor de 0.0870 como se evidencia en la figura 16 constatandose que se

cumple el supuesto.
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Figura 16

Prueba de Levene en el método ABTS

Andli=is de la wvarian=za

Variable ) RE®* ER* B3 W
RABS % de inhibicién 9 0,56 0,41 77,20

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 51,02 2 25,51 3,77 O0,0870
Estadioc fenolégico 51,02 2 25,51 3,77 0,0870
Error 40,58 & 6,76
Total 91,61 &

En el ANOVA se obtuvo un p valor de 0.0589 (fig. 17), mayor al establecido entonces la hipdtesis
nula no se rechaza, comprobandose que no hay cambio significativo en la inhibicién expresada en
porcentaje en relacién con el estadio fenoldgico.

Figura 17

ANOVA del aceite esencial en los estadios fenoldgicos para ABTS

Analisis de la varianza

Variable H k= ER® A3 CW
% de inphibiciém 9 0,61 0,48 14,21

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelao 304,22 2 152,11 4,71 0,0589
Estadio fenoldgico 304,22 2 152,11 4,71 00,0589
Error 193,75 & 32,29

Total 497,98 8

Duncan clasificd en dos grupos mostrando en el estadio fenoldgico de fructificacion las letras
(A,B) indicando que las medias que tienen letras en comudn no tienen cambio estadisticamente

significativo, es decir que en fructificacion el porcentaje de inhibicidn es tan malo como en foliacién,

pero también tan bueno como floracién (fig. 18).
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Sin embargo si deberia elegir alguno se escoge al subgrupo que este solo a pesar de no existir
diferencia significativa, en este caso floracidn con mayor promedio en la comparacién de medias.
Figura 18
Prueba de Duncan para las medias del porcentaje de inhibicion en ABTS

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 32,2818 gl: &

Eztadio fenoldgico Medias mn E.E.
Foliacidn 32,91 3 3,28 A
Fructificacidn 389,80 3 3,28 A B
Floracidn 47,15 3 3,28 B

Modias con una letra comin no son sigrificativamente diferentes (p > 0,05)

Porcentaje de inhibicidn respecto al tiempo de recoleccion de las muestras en el método ABTS

Se realizé un grafico de dispersion donde (R?) alcanzé un valor 0.6109, sefialando que el 61.09 %
del cambio en el porcentaje de inhibicion se explica por el tiempo. Asi mismo la ecuacion indicada en la
figura 19 permite pronosticar para cualquier tiempo el porcentaje de inhibicién en el método ABTS.
Figura 19
Grdfico de dispersion del tiempo de recoleccion de las muestras respecto al porcentaje de inhibicion en

ABTS
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)
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Se tomo al estadio fenoldgico como una variable continua, determinandose que al avanzar el
tiempo disminuye el porcentaje de inhibicién como lo indica el grafico de dispersién con la estimacion
lineal mediante su ecuacidn (fig. 20). Es decir desde que empieza el estadio de floracidn hasta la
foliacidn por cada cien dias el porcentaje de inhibicién disminuird en 7.65 %.

Figura 20
Grdfico de dispersion con estimacion lineal del tiempo de recoleccion de la muestra respecto al

porcentaje de inhibicion en ABTS
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)

Comparacidon entre ensayos ABTS-DPPH para analizar el poder antioxidante de los tres estadios
fenolégicos

Independientemente del método se obtiene mayor porcentaje de inhibicion en las muestras
provenientes del estadio de floracidn, un valor intermedio en el estadio de fructificacién y un menor

porcentaje de inhibicion en el estadio de foliacién (fig. 21).



44

Figura 21

Interaccion entre ensayo DPPH, ABTS respecto al estadio fenoldgico
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)

Para corroborar que indistintamente del método existe mayor porcentaje de inhibicién en el
estadio fenoldgico de floracidn se elaboré un grafico de cajas arrojando, en el estadio de floracion 44.98
% vy en foliacion el porcentaje mas bajo con 30.73%.
Figura 22

Grdfico de cajas del porcentaje de inhibicion respecto al estadio indistintamente del método
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)



45

Se realizé Shapiro-Wilk modificada (fig. B4) y para homocedasticidad el test de Levene (fig. B5).
El ANOVA indicé que el 69.3% del cambio observado en el porcentaje de inhibicidn estd dado por el
cambio realizado experimentalmente en el estadio fenolégico y el método ya que el coeficiente de
determinacion fue de 0.693 (fig. 23).
Figura 23

Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion respecto al estadio fenoldgico y métodos

Analisis de la wvarianza

Variable N E* E* B3 cw
% de inhibicidn 18 0,747 0,693 10,485

Cnadro de Andli=sis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl cM F p—valor
HModelo 667,002 3 222,334 13,773 0,0002
Eztadio fenoldgico 617,468 2 308,734 19,126 0,0001
Método 49,534 1 49,534 3,06% 0,1017
Error 225,994 14 16,142
Total 892,996 17

Duncan mostro a los estadios en grupos de tres: Grupo A (foliacién), Grupo B (fructificacién),
Grupo C (floracién), evidenciando que en la foliacién se produce una inhibicidn estadisticamente mas
pequefia y que se alcanza de forma inferencial mayor porcentaje de inhibicidn en el estadio fenoldgico
de floraciéon. Segundo para el método se obtuvo un solo grupo (A), sefialando estadisticamente que el

método no cambia el porcentaje de inhibicion (fig. 24).
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Figura 24
Prueba de Duncan para el porcentaje de inhibicion respecto al estadio fenoldgico y métodos
Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 16,1425 gl: 14
Estadio fenoldgico Mediaz m E.E.

Foliacidn 30,727 6 1,640 &
Fructificacidn 39,243 6 1,640 B
Floracidn 44,5983 & 1,640 C

Medizs con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 16,1425 gl: 14

HMétodo Mediaz n E.E.

DEFFH 36,659 9 1,339 &4

RETS 39,977 9 1,338 4

Madizs con una letrs comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Determinacion del poder antioxidante reductor del hierro

El ensayo se fundamenta en la poder que tienen los antioxidantes de reducir el complejo de
[Fe3* (TPTZ),] ¥, transformandose el complejo incoloro a un complejo de color azul [Fe?* (TPTZ),] * como
lo indica la figura 25. Por lo tanto este método no neutraliza radicales libres pero evalua la capacidad de
reduccién producto de la transferencia de electrones (Mendonga et al., 2022).
Figura 25

Método FRAP empleado en aceite esencial en el estadio fenoldgico de floracion

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2024)



47

Mediante la curva de calibracidon con FeSQy (fig. C1), se calculd la ecuacion y=0.5981x-0.0082
con R?=0.9989 que arrojé como resultados mayor concentracién en el estadio de floracién con 2.63 mM
equivalentes de Fe?*, en foliacidon menor capacidad de reduccién de ion férrico con 2.49 mM
equivalentes de Fe?* y como resultado intermedio el estadio de fructificacion con 2.50 mM equivalentes
de Fe?* (fig. 26).
Figura 26

Grdfico de la capacidad de reduccion de ion férrico en muestras de aceite esencial
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)

Los valores obtenidos en milimolar (Mm) equivalentes de Fe?*, se transformaron en micromolar
(uM) Fe?* sobre mililitro expresando para floracién 78.86 uM Fe?* /mL seguido de fructificacidon con
74.98 uM Fe?* /mLy por ultimo foliacién con74.78 uM Fe?* /mL (fig. C2). Se verifico la normalidad (fig.
C3) y homocedasticidad (fig. C4). El andlisis de varianza arrojé un p valor de 0.0441 confirmando que
existe cambio estadisticamente significativo entre la capacidad de reduccién de ion férrico respecto al
estadio fenoldgico. Ademas el coeficiente de determinacion (R? ajustado) indicé que el 53% del cambio
observado en la poder de reduccién de ion férrico esta dado por el cambio que hago

experimentalmente en el estadio fenoldgico (fig. 27).



Figura 27

ANOVA de FRAP respecto al estadio fenoldgico

Anali=i=s de la varianza

Variable N R® R® B3 CV
umol FeZ+/mlL 9 0,65 0,53 2,23

Cuadro de Anilisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. s5C gl CH F p—valor

Modelo 31,77 2 15,88 5,49 0,0441
Eztadio fenolégico 31,77 2 15,88 5,49 00,0441
Error 17,36 & 2,89

Total 49,13 8
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La prueba de Duncan mostré dos grupos: Grupo A (foliacidn y fructificacidn), Grupo B

(floracién), demostrando mayor poder de reduccidn en la floracion mientras que en la foliacién y

fructificacién se produce menor poder de reduccidon como lo indica la figura 28.

Figura 28

Prueba de Duncan respecto al estadio fenoldgico en FRAP

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 2,8937 gl: &

Estadio fenologico Mediaz n E.E.
Foliacidn 74,78 3 0,98 A
Fructificacidn 74,898 3 0,98 L
Floracidn 78,8 3 0,98 B

Medizs con una letra comiin no son significativamente diferentes

Determinacion de contenido fendlico total

(p > 0,05)

Los compuestos reducidos toman un color azul intenso, se observa una ligera diferencia entre

las muestras obtenidas en fructificacion y floracidn su color es mds intenso que las muestras obtenidas

en foliacién (fig. 29).



Figura 29
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Método de Folin-Ciocalteu para las muestras en los tres estadios fenoldgicos

P

Nota: Blanco (A), ensayo F-C en foliacidn (B), ensayo F-C en fructificaciéon (C), ensayo F-C en floracién (D)

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2024)

La curva uso como estandar acido galico que arrojo la ecuacién y=0,0061x+0,1393 con

R2=0,9941 (fig. D1), se evidencid en el estadio fenoldgico de fructificacién con 257,16 mg TPC/L mayor

concentracidn, seguido del estadio de floracidon con una concentracién de 251,90 257,16 mg TPC/Ly

menor contenido de fenoles en foliacidn con 239,49 mg TPC/L representados en la figura 30.

Figura 30

Contenido de fenoles totales del aceite esencial
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Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)
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Los resultados en miligramos de contenido fenélico total sobre litros se transformaron
obteniéndose los siguientes valores 7.71 mg GAE/mL en fructificacién, 7.56 mg GAE/mL en floraciény
la menor concentracién en foliacion con 7.19 mg GAE/mL.

Figura 31

Resumen de medidas descriptivas del contenido fendlico total del aceite esencial

Medidas resumen

Estadio fenologico Variable n Media D.E. CV Min Max Mediana Q1 Q3

Floracién mg GAE/mL 3 7,56 0,20 2,61 7,33 7,69 7,85 7,33 7,69
Foliacién my GAE/mL 3 7,19 0,05 0,63 7,14 7,23 7,19 7,14 7,23
Fructificacidn my GAE/mL 3 7,71 0,02 0,27 7,69 7,73 7,72 7,89 7,73

Se elaboré intervalos de confianza (fig. D2) y se verifico los supuestos de normalidad de manera
grafica con Q-Q plot (fig. D3) y homocedasticidad con grafico de dispersion de residuos contra predichos
(fig. D4). La normalidad se confirmd con p_valor de 0.4459 representado en la figura 32.

Figura 32

Prueba de Shapiro-Wilk del contenido fendlico total

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* piUnilateral D)
EDUO mg GAE/mL. 9 0,00 0,10 0,91 0,44559

La homocedasticidad se verifico mediante la prueba de Levene como se observd en la figura 33

con p valor de 0.0146.



51

Figura 33

Prueba de Levene del contenido fendlico total

Analisis de la varianza

Variable i) E* E* A7 CW
BARS mg GAE/mL. 95 0,76 0,67 63,96

Cnadro de Anali=is de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo 0,03 2 0,02 9,29 0,0146
Eztadio fenolégico 0,03 2 0,02 9,29 00,0146
Error 0,01 & 1,BE-03

Total 0,04 B

En el ANOVA se obtuvo un valor p de 0.004 validando el modelo que sefiala que existe cambio

estadisticamente significativo del contenido fendlico respecto al estadio fenoldgico evidenciado en la

figura 34.
Figura 34

Andlisis de varianza del contenido fendlico total

Analisis de la varianza

Variable N Rf Rf L3 CV
mg GAE/mL 9 0,84 0,79 1,57

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5C gl CH F p—-valor
Hodelo 0,44 2 0,22 15,50 0,0040
E=ztadio fenolégico 0,44 2 0,22 15,90 00,0040
Error 0,08 & 0,01
Total 0,52 &

La prueba de Duncan identificé como grupo (A), al estadio de foliacién y como grupo (B), al
estadio de fructificacion y foliacidn, presentando menor contenido de fenoles en la foliacion y mayor

contenido fendlico en fructificacion y floracién. Estadisticamente entre estos dos estadios no hay

cambio (fig. 35).



52

Figura 35
Prueba de Duncan para contenido fendlico total
Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,0138 gl: &
Estadio fenoldgico Medias nm E.E.

Foliacidmn 7,12 3 0,07 A
Floracidn 7,56 3 0,07 B
Fructificacidn 7,71 3 0,07 B

Madiss con uns letra comiin no son significstivamente diferentes (p > 0,.05)

Identificacion de la cantidad total de flavonoides

El método se fundamenta en la creacién de quelatos de flavonoides con Al (ll1), al adicionar AICl3
se forma un complejo amarillo palido debido a la afinidad de los flavonoides con el ion Al (lll) (Shraim et
al., 2021). Se evidencia en la figura 36 el cambio de color respecto al blanco el cual no tiene la muestra
de aceite esencial.

Figura 36
Ensayo colorimétrico con tricloruro de aluminio para determinar cantidad total de flavonoides de aceite

esencial en el estadio de floracion

Foto tomada por: Lisbeth Topdn (2024)
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Los valores del contenido total de flavonoides se obtuvieron por la curva de calibracién con
quercetina la cual arrojd la ecuacidn de regresién y=0.0149x+0.0983 con R?=0.9915 (fig. E1). Se
evidencié como resultado un mayor contenido de flavonoides en floracién con una concentracién
promedio de 53.98 mg TFC/L, un menor resultado presentd el estadio de foliacién con 38.08 mg TFC/Ly
un resultado intermedio en el estadio de fructificacion con 47.52 mg TFC/L (fig. 37).

Figura 37

Grdfico de cajas para contenido de flavonoides totales respecto a los estadios fenoldgicos

Contenido de flavonoides totales

57,22

51,704 H

46,19

mg TFC/L

40,674

35,15

T T T T
Floracion Fructificacion Foliacion

Estadio fenologico

Elaborado por: Lisbeth Topdn (2024)

Los resultados expresados en miligramos de contenido de flavonoides totales sobre litro
también se expresaron en unidades de miligramos equivalentes de quercetina sobre mililitro y los
promedios se muestran sintetizados en la figura 38. Se obtuvo una mejor concentracion en el estadio de

floracidn con 1.62 mg QE/mLy en el estadio de foliacién con promedio de 1.14 mg QE/mL una menor

concentracion (fig. 38).



Figura 38

Resumen de medidas descriptivas del contenido de flavonoides total en aceite esencial de los tres

estadios fenoldgicos
Medidas resumen
Eztadio fenoldgico Variable n Media D.E. CV Min Max Mediana Q1 Q3
Floracidn mg QF/ml. 3 1,82 0,07 4,32 1,55 1,69 1,82 1,55 1,88
Foliacidn mg QF/ml. 3 1,14 0,10 8,37 1,08 1,25 1,08 1,08 1,25
Fructificacién my QF/mL 3 1,43 0,10 6,74 1,34 1,53 1,41 1,34 1,53

Se realizd intervalos de confianza (fig. E2) y se comprobd los supuestos de normalidad de

manera grafica con Q-Q plot (fig. E3) y homocedasticidad con grafico de dispersién de residuos contra

predichos (fig. E4) y con valor p de 0.1092 representado en la figura 39 se confirmé la normalidad.

Figura 39

Prueba de Shapiro-Wilk del contenido total de flavonoides

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W=

pi{Unilacteral D)

EDUC mg QE/mL © 0,00 0,08 0,85

0,108z

Se verificéd la homocedasticidad, como se representa en la figura 40 con p valor 0.696.

Figura 40

Prueba de Levene de la cantidad total de flavonoides

Analisis de la varianza

Variable 1) B= BE=* Bj W

BELES mg QE/mL 9 0,11 0,00 &€3,491

Coadro de Amnalisis de la Varianza (SC tipo IIT)
F.W. S5C ol cH F p—walor

HModelo 1,2E—-03 2 6,1E—-04 0,38 0, 6966

Eztadioco fenoldgico 1,2E-03 2 &,1E—-04 0,38 0, 8966

Errorxr 0,01 8 1,6E-03

Total 0,01 8

54
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El ANOVA indicé un valor p de 0.0016 y R?=0.84 presentado en la figura 41, indicando que el 84
% del cambio observado en la cantidad total de flavonoides esta dado por la variacién realizada
experimentalmente al recolectar las muestras en diferentes estadios fenoldgicos.

Figura 41

ANOVA de la cantidad total de flavonoides en los estadios fenoldgicos

Analisi=s de la wvarianza

Variable W E®* E® A7 CW
myg QE/ml. 9 0,88 0,84 6,31

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—valor
Modelo 0,35 2 0,17 22,59 0,001e6
Estadio fenoldgico 0,35 2 0,17 22,53 00,0016
Error 0,05 6 0,01
Total 0,40 &

En la prueba de Duncan los estadios se clasificaron en grupos de tres: grupo (A) estadio de
foliacidn, grupo (B) estadio de fructificacién y como grupo (C) estadio de floracién, con un p valor
menor a 0.05 se determiné que existe cambio estadisticamente significativo entre la cantidad total de
flavonoides y el estadio fenoldgico. Presentando menos concentracién de flavonoides en la foliacion y
mayor contenido de flavonoides en floracién como lo representa la figura 42.

Figura 42

Prueba de Duncan para contenido de flavonoides totales

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0077 gl: &
Estadio fenoldgico Medias n E.E.

Foliacidn 1,14 3 0,05 &
Fructificacidn 1,43 3 0,05 B
Floracidm 1,82 3 0,05 C

Medias con uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Capitulo V: Discusién

Los aceites esenciales se almacenan dentro de la planta en hojas, flores e incluso tallos. La
cantidad y composicion del aceite varia segun el érgano escogido, generalmente las hojas son las
muestras mas usadas ya que poseen tricomas glandulares que generan y guardan los aceites esenciales
que contienen fenoles, terpenoides, alcoholes y otros compuestos (Camina et al.,, 2018).

Algunos aceites esenciales de plantas como la menta, eucalipto, orégano entre otros, presentan
numerosas actividades entre las mas destacadas esta la actividad antioxidante, antimicrobiana y
herbicida. Estas actividades ayudan a que sean posicionados como conservantes naturales beneficiando
asi al ambiente y la salud humana al reemplazar productos de origen sintético (Ibanez & Blazquez,
2021).

El cambio en el porcentaje de rendimiento se debe a la parte utilizada, recoleccién, clima,
origen, especie, disposicion de la muestra y a la extraccidn principalmente (Ochoa Pumaylle et al., 2012).
En este trabajo se obtuvo diferentes porcentajes de rendimiento en los tres estadios fenoldgicos,
obteniéndose mayor porcentaje en el estadio de floracién con 0.5% seguido del estadio de fructificacion
con 0.3% y foliacion con 0.2%.

En otras investigaciones con arrayan, usando el método de arrastre de vapor, se han obtenidos
diferentes rendimientos como: Luma chequen (Molina) A. Gray con 0.049 % (Moina, 2015), Myrcianthes
rhopaloides (Kunt) McVaugh 0.28% (Silva et al., 2016), Myrcianthes fragans McVaugh 0.36%. Ademas la
familia Myrtaceae se caracteriza por rendimientos que oscilan entre 0.18-0.30% (Maldonado & Dacarro,
2007). Sefialando que el estadio de foliacidn y fructificacidn estan dentro de los rangos de rendimiento
tipicos de esta familia, pero se recalca que el estadio de floracidn supera el porcentaje delimitado.

El porcentaje de rendimiento en el estadio fenoldgico de floracién fue de 0.5 %, siendo un
porcentaje bajo en relacion al 6ptimo que va desde 1% a 3% (Granados et al., 2014). Sin embargo se

menciona que para aceites esenciales de esta familia, con otros métodos de extraccién, como
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hidrodestilacion muestra un rango que va desde 0.5 hasta el 2% (Gonzales et al., 2010), indicando asi
gue el porcentaje obtenido estd dentro del rango aceptable.

Ibafiez y Blazquez (2021) sefialan que, DPPH, ABTS y FRAP son las pruebas mas utilizadas para
evaluar el poder antioxidante. En general, estas pruebas mediante una reaccidn dada por un
antioxidante y un radical libre evaltuan la capacidad antioxidante. Si se jerarquizaran segun su uso, en
primer lugar se ubica la prueba de DPPH debido a su exactitud, costo reducido y facilidad de ejecucidn.
Por otro lado ABTS tiende en cambio a encontrar variaciones en el mismo antioxidante y la prueba de
FRAP es utilizada como complemento, para analizar a profundidad el poder antioxidante. Debido a la
estructura del radical DPPH, esta prueba es mas especifica que ABTS, ya que no se puede llegar con
facilidad al sitio activo, permitiendo evaluar la capacidad antioxidante de manera eficaz (Rojano et al.,
2008). Combinar pruebas de poder antioxidante permite la obtencion de un estudio mas completo
respecto a la capacidad de inhibir de la muestra estudiada.

El poder antioxidante de la familia Myrtaceae a lo largo del desarrollo del estadio fenoldgico
estd influenciada por compuestos que conforman la especie, estos se pueden aglomerar dependiendo
del ciclo de desarrollo. Estudios similares con M. communis L. en la prueba de DPPPH sefialan que, se
alcanza mayor capacidad antioxidante en floracidon y menor capacidad antioxidante en foliacion (Gardeli
et al., 2008). Concordando con los resultados expresados en la figura 4, al realizar la prueba de DPPH al
aceite de arrayan en los tres estadios fenoldgicos, con un porcentaje de inhibicién en floracién de
42.81% y foliacion con 28.54%. Los resultados respecto a la capacidad antioxidante también pueden
estar influenciados por el 6rgano y tipo de extraccion (Sharifi-Rad et al., 2017), edad de la planta, etapa
de recoleccién y condiciones ambientales (Guerrero & Pozo, 2016). Ademas el cambio de color
presentado al realizar la prueba de DPPH, se atribuye a la transferencia de hidrégeno del antioxidante

hacia el radical DPPH produciéndose un aclaramiento en el color violeta (Li et al., 2022).
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Estudios respecto a la actividad antioxidante con la prueba DPPH en aceite esencial de
Myrcianthes rhopaloides (Kunth) Mc Vaugh, arrojan resultados en el porcentaje de inhibicidén de 26.40 %
para diluciones uno en tres (Al-Khayri et al., 2023). Comparativamente, usando como método de
extracciéon hidrodestilacidn en lavanda en el ensayo DPPH mostrd 12% de inhibicién, en cambio el mirto
en la misma prueba mostro un 41 % (Bungau et al., 2023). Respecto al aceite de arrayan de este trabajo
en el estadio de floracién se obtuvo 42.81 % de porcentaje de inhibicién, lo cual se considera aceptable
en relacién con otros resultados.

El ABTS antes de ser oxidado por el persulfato de potasio es incoloro, después de la reaccion
toma un color verdoso y cuando el antioxidante neutraliza al radical ABTSe+ vuelve a ser incoloro. El
radical formado se va descomponiendo por ello es importante medir a tiempo las absorbancias de los
blancos. Algunos antioxidantes en treinta minutos aun muestran actividad con el radical ABTS,
demostrando que los valores de la medicion se pueden afectar al pasar desde el radical ABTS hasta
ABTS. La longitud de onda utilizada en la prueba de ABTS varia aproximadamente desde 400-800 nm,
siendo 734nm la longitud de onda dptima para que no exista confusiones con otros compuestos, al
utilizar dicha longitud se evita valores sobreestimado (Vukovic et al., 2023).

Los valores de porcentaje de inhibicion pueden varian debido a la medicion de las absorbancias,
especificamente al modificar factores como el tiempo de reaccién del reactivo con el antioxidante. En
condiciones especificas con seis minutos de tiempo de reaccién con el antioxidante y dieciséis horas de
elaboracidon del ABTS se tiene una conversion del 60% (llyasov et al., 2020). En este estudio se realizaron
condiciones ligeramente diferentes, con 7 minutos de reaccién del radical con el antioxidante y 72 horas
después de agregar persulfato de potasio al ABTS. Se observé una conversion del 70% del radical, lo que
influyd en los valores obtenidos del porcentaje de inhibicion.

Granados et al. (2014) sefiala en su estudio para evaluar el poder antioxidante de Myrcianthes

leucoxyla (Ortega) Mc Vaugh perteneciente a la familia Myrtaceae, usando la técnica de arrastre con
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vapor y aplicando el ensayo ABTS, obtuvo un porcentaje de inhibicidon de 41.04%. Siendo los resultados
congruentes para los obtenidos en aceite esencial de nuestra especie con 47.15% en floracion, 37.86%
en fructificacion, 32.91% en foliacién. La estadistica indica que no hay cambios significativos, lo que
permite establecer una relacidn entre estos valores y los obtenidos en otras pruebas.

Guerrero y Pozo (2016) sugieren que, al comparar las pruebas DPPH y ABTS en la evaluacion del
caracter antioxidante, por el método ABTS hay un ligero aumento del porcentaje de inhibicion en
comparacion con DPPH. Esta comparacion se llevé a cabo mediante Kruskall-Wallis en los estudios de
Myrciantes rhopaloides (Kunth) Mc Vaugh respecto a otros aceites esenciales, afirmando que no existe
diferencias entre los valores obtenidos, indicando que el método no manda sobre el porcentaje de
inhibicién.

Zenil et al. (2014), en su estudio de relacidn entre estos métodos de evaluacién de caracter
antioxidante en extractos de rosa encontré un R? de 0.91. Este hallazgo sugiere que la capacidad
antioxidante puede determinarse con cualquiera de los dos métodos, ya que sus valores no representan
una variacion significativa. Esto se debe a que tienen similar mecanismo, en ambos casos interviene un
radical con un color caracteristico y la variacion del color del cromoéforo es igual al contenido de
antioxidante presente en la muestra. Siendo congruente con lo presentado en la figura 21 de este
trabajo, sefialando que indistintamente del método, se obtiene un mayor porcentaje de inhibicién en el
estadio fenoldgico de floracion.

El método FRAP se diferencia de ABTS y DPPH al medir los antioxidantes reductores del
complejo del ion férrico a ferroso mientras que las otras pruebas neutralizan radicales libres. El tiempo
de reaccidn de FRAP varia entre 4 a 6 minutos, debido a que se considera la rapidez de las reacciones
redox que suceden en este tiempo, es asi que los resultados pueden variar dependiendo del tiempo

utilizado (Huaccho, 2016). En comparacion con otras especies de aceites esenciales que utilizan la
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prueba FRAP para evaluar los antioxidantes, se obtuvo por ejemplo en el aceite de ruda con similar
metodologia de elaboracién un valor de 37.65 uM Fe? /mL (Romero & Reasco, 2022).

(Gardeli et al., 2008) relaciona el tiempo de recoleccién de las muestras respecto al contenido
fendlico en Myrtus communis L. Al medir el poder reductor del ion férrico en tres meses, obteniendo
mayor resultado entre mayo y agosto donde indica que la planta alcanzo maxima floracién y valores de
70.2 uM Fe?* /mL. Los resultados obtenidos por Myrcianthes halli (O. Berg) Mc Vaugh estdn por encima
de los descritos en literatura respecto a otros. En el estadio de floracidn, en el mes de julio alcanzo un
valor de 74.78 uM Fe* /mL.

El contenido fendlico total depende de la especie, disolvente y proceso de obtencion de la
muestra. Se observan variaciones al usar hexano y etanol, a mayor polaridad del solvente se obtendrd
mayor concentracion de contenidos fendlicos (Chaquilla et al., n.d.). En investigaciones que relacionan
los extractos de plantas con aceites esenciales mencionan que se tendrd mayor contenido fenélico en
los extractos y menor contenido en aceites, por la estructura quimica de cada uno de ellos y por el
método usado para extraer la muestra (Garcia et al., 2019).

La cantidad de contenido fendlico se puede ver afectada por el solvente usado en la dilucién de
las muestras. En el caso de aceite extraido de semillas de mirto, con solventes polares n-hexano y 2
metiltetrahidrofirano. Se observé mayor cantidad de contenido fendlico total en el solvente con mas
polaridad. Los resultados expresados en acido cafeico fueron 14.05 mg/mL mientras que con el solvente
n-hexano el valor fue de 0.45 mg/mL es decir a mayor polaridad del solvente, mayor cantidad de
contenido fendlico (Fadda et al., 2023).

Garcia et al. (2019), en el analisis del contenido fendlico total para aceite esencial de lavanda,
menta y eucalipto usando destilacidn por arrastre de vapor, dilucién en etanol al 95% y acido galico

como referente para los valores obtenidos indicé 1.34, 1.2, 1.23 mg GAE/mL respectivamente. En
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comparacion con estos aceites esenciales en las mismas condiciones, se obtuvo un buen resultado
significativamente mayor en nuestra especie estudiada, con un valor superior a 7 mg GAE/mL.

El contenido fendlico puede tener variaciones dependiendo del estado estacionario y la hora de
recoleccidn de las muestras. Se observa que en la mafiana se obtiene mayor cantidad de aceite esencial
respecto al medio dia, ya que los compuestos quimicos difieren dependiendo del instante en el que son
recolectados. En la época humeda hay mayor contenido fenélico ya que en la época seca empiezan a
morir algunos drganos de las plantas (Linde et al., 2016). Este fendmeno podria estar relacionado con
este estudio, ya que las muestras para el aceite esencial de Myrcianthes hallii (O. Berg) Mc Vaugh,
fueron recolectadas en la mafiana en un tiempo establecido. En este caso el estadio de fructificacion y
floracién no tienen variacién significativa, ambos indican un contenido fendlico total superior al de
foliacion. Esto puede ser porque en Ecuador la época seca termina a finales de febrero, momento en el
cual se recolectaron las muestras del estadio de foliacion.

Los flavonoides estan presentes en las plantas, sin embargo su cantidad depende del érgano de
la planta, especie y condiciones ambientales. Se caracterizan por su caracter antioxidante, ademas de
sus actividades antitumorales, antialergénicos, vasodilatadoras, antivirales y antimicrobianas (Carmona
& Alejandra, 2023). Dentro de la planta, los flavonoides cumplen funciones de defensa, aportan color a
las flores y hojas y cierto sabor a los frutos (Varas, 2004).

Para la cantidad total de flavonoides en aceite esencial de nuestra especie de arrayan, respecto
a los estadios fenoldgicos no se han realizado investigaciones todavia, ya que sus estudios se orientan a
analizar los extractos. Pero hay resultados de aceites esenciales con métodos similares de obtenciény
pruebas comparables. Por ejemplo, el aceite esencia de orégano presenta un valor de flavonoides
totales expresados en quercetina de 0.28 mg QE/mL (Costa et al., 2020). Aunque los valores varian
independientemente del estadio fenoldgico, oscilando entre 1.62 mg QE/mLy 1.14 mg QE/mL, sigue

siendo un valor relativamente alto en comparacién con otros.
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Los valores de la prueba de tricloruro de aluminio para determinar la cantidad total de
flavonoides expresados en quercetina, pueden cambiar segun el proceso de extraccién, solvente
utilizado, tiempo de reaccién y cantidad del reactivo colocado en la muestra. La intervencidn de estos
factores puede conducir a tener valores bajos de TFC (Vasquez, 2018). El color amarillo caracteristico
que resulta luego de la reaccidn del tricloruro de aluminio con la muestra, se da al formarse el complejo
estable en presencia de etanol y asi no interfieren otras compuestos fendlicos en la medicién de estos

(Torres, 2018).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Se obtuvo aceite esencial de las hojas de arrayan mediante el proceso de destilacidn con
arrastre de vapor. La recoleccién se realizé en diferentes estadios fenoldgicos, obteniéndose 2 mL en
floracién con un rendimiento del 0.5%, en fructificacion 1.3 mL con un porcentaje de rendimiento de
0.3% y en el estadio de foliacién 0.9 mL con un porcentaje de rendimiento de 0.2%.

Mediante el ensayo de Folin se determiné la cantidad total de fenoles con valores de 257.16 mg
TPC/L; 7.71 mg GAE/mL para fructificacion, seguido de floracidn con una concentracién de 251.90 TPC/L;
7.56 mg GAE/mL y menor contenido de fenoles en foliacién con 239.49 mg TPC/L; 7.19 mg GAE/mL.
Mediante métodos estadisticos se determind que existe mayor cantidad total de fenoles en el estadio
de fructificacién y floracion.

Se establecid la presencia de flavonoides en los tres estadios fenolégicos del aceite esencial
mediante colorimetria y cuantificacién con la prueba de tricloruro de aluminio. En la cual se evidencié
una variacién de color al formarse el complejo estable entre un flavonoide y aluminio. Los valores
obtenidos fueron mayoritarios en el estadio de floracién con una concentracidon promedio de 53.98 mg
TFC/mL; 1.62 mg QE/mL, un menor resultado presenté foliacidon con 38.08 mg TFC/mL; 1.14 mg QE/mLy
un valor intermedio fructificacion con 47.52 mg TFC/mL; 1.14 mg QE/mL.

Se identificd el cardcter antioxidante en el aceite esencial mediante las pruebas de ABTSy

DPPH, mostrando un inhibicién mas significativa en floracidn con 42.81% y para ABTS 47.15%. Dada la
selectividad de DPPH, los analisis estadisticos categorizaron en tres grupos las variables, indicando que
existe cambio tanto en floracidn, fructificacién y foliacién. Sin embargo ABTS no detecta cambio entre
floracién y fructificacion. Estos resultados fueron respaldados por la prueba de FRAP, que confirmd con
valores expresados para floracién de 78.86 uM Fe?* /mL, seguido de fructificacién con 74.98 uM Fe?* /mL

y 74.78 uM Fe?* /mL en foliacidn, que existe mayor capacidad antioxidante en el estadio de floracidn.
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En conclusidon se obtuvo mayor capacidad antioxidante en el estadio fenoldgico de floraciéon
debido a los altos porcentajes de inhibicidn presentados en las pruebas. La variacién en los resultados se
debe a factores que afectan el caracter antioxidante, como factores ambientales, periodos de cosecha,
tiempo de recoleccidon de muestra, especie y método utilizado entre otros. Por lo cual es importante

aplicar mas de una prueba para confirmar los resultados.

Recomendaciones

Se sugiere realizar la extraccién del aceite esencial con otros métodos alternativos, como
hidrodestilacion, para poder aumentar el porcentaje de rendimiento y tener una comparacion entre los
diferentes procesos de obtencion.

Se sugiere recolectar las muestras para destilaciéon en un horario determinado para evitar
variaciones en los valores. Ademas, se recomienda realizar la destilacién utilizando otras partes de la
planta, como flores, con el fin de obtener diferencias entre los resultados y poder hacer comparaciones.

Se aconseja cumplir rigurosamente el tiempo destinado para cada prueba, dado que un cambio
en la variacién del tiempo de medicidon de las absorbancias podria conducir a la obtencion de valores
erréneos o sobreestimados que afectan a los resultados.

Se recomienda complementar los estudios de capacidad antioxidante mediante la incorporacidn
de pruebas adicionales, como cromatografia de gases, que permite conocer especificamente los

componentes individuales del aceite.
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