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RESUMEN

Introduccion: la Gliricidia sepium es un arbol forrajero, multiproposito y melifero, de
interés para la medicina natural. Ademas, la elaboracion de propoéleos a partir de exudados
de diversas plantas constituye una fuente de compuestos bioactivos.

Objetivo: evaluar la actividad antioxidante de extractos etandlicos y aceites esenciales
obtenidos de Gliricidia sepium y propéleos de Melipona beecheii.

Metodos: se prepararon extractos etandlicos de flores y corteza de G. sepium en el

momento de su floracion y aceites esenciales a partir de propdleos y flores de la planta. Se
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determind el contenido de fenoles y flavonoides totales, capacidad antioxidante total y el
poder reductor férrico de cada uno de los extractos y aceites. Los datos fueron analizados
mediante un Analisis de Varianza simple. Se emple6 el paquete estadistico Infostat
version Libre. Para la comparacion de las medias se realizo la prueba de rangos maultiples
de Duncan, para un nivel de significacion de P < 0,05.

Resultados: el aceite esencial de propoleos fue el mas activo en cuanto al ensayo de
capacidad antioxidante total. La cantidad total de fenoles detectados en las muestras oscild
entre los rangos comprendidos de 37,9 a 116,3 mg de acido galico/g de material seco. Por
otra parte, los valores de flavonoides se mantuvieron entre los 7,51 pg/g y 13,18 pg/g. El
mayor porcentaje de reduccion de los iones férricos (95,2 %) lo alcanzé el aceite esencial
de propoleos, mientras que el de flores de G. sepium obtuvo un 82,2 %.

Conclusiones: en los cuatro ensayos biologicos realizados se evidencia que los propoleos,
en sus dos presentaciones, tanto en extracto etanolico como en aceite esencial, mostraron
los mejores resultados. Por lo cual podria convertirse en un buen candidato a ser utilizado
en las ramas de la industria y la medicina en Cuba.

Palabras clave: Gliricidia sepium; propdleos; aceites esenciales; antioxidante; fenoles;

flavonoides.

ABSTRACT

Introduction: Gliricidia sepium is a multi-purpose melliferous forage tree of interest to
natural medicine. Production of propolis from exudates of various plants is a source of
bioactive compounds.

Objective: Evaluate the antioxidant activity of ethanolic extracts and essential oils
obtained from Gliricidia sepium and propolis from Melipona beecheii.

Methods: Ethanolic extracts were obtained from G. sepium flowers and bark during the
flowering season and from propolis and flowers from the plant. Determination was made
of total flavonoids and phenols, total antioxidant capacity and ferric reducing power of
each of the extracts and oils. Data were analyzed by simple analysis of variance. Use was
made of Infostat statistics package, free version. Comparison of means was conducted by
Duncan's multiple range test with a significance level of p < 0.05.

Results: The propolis essential oil was the most active in the total antioxidant capacity
test. The total amount of phenols detected in the samples ranged between 37.9 and 116.3

mg of gallic acid / g of dry material, whereas the content of flavonoids ranged between
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7.51 pg/g and 13.18 pg/g. Ferric ion reducing percentage was highest for the propolis oil
(95.2%) and 82.2% for the G. sepium flower oil.

Conclusions: In the four biological assays conducted propolis obtained the best results,
both as ethanolic extract and as essential oil. It could therefore become a good candidate
for use in Cuban industry and medicine.

Key words: Gliricidia sepium, propolis, essential oils, antioxidant, phenols, flavonoids
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Introduccion

La Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. esté catalogada como un &rbol multipropésito
por las utilidades que presenta de acuerdo con su fenotipo, su composicién quimica y las
condiciones edafoclimaticas bajo las cuales se desarrolla. Existen investigaciones que
evaluan las propiedades medicinales, como el uso de extractos de diferentes partes de la
planta con capacidad inhibitoria en el desarrollo microbiano.®

Por otro lado, el propdleo es un material resinoso y aromatico que las abejas elaboran a
partir de exudados de diversas plantas.”) Basado en el uso préctico que ellas le dan a este
producto se ha utilizado extensivamente por muchos afios en la medicina tradicional. Los
mas importantes constituyentes parecen ser los compuestos fendlicos, que representan mas
del 50 % de su peso total y estan relacionados con su actividad bioldgica, por lo que se les
atribuye accién farmacoldgica.®® Una de las propiedades més importantes del propéleos
es su capacidad antioxidante, que esta determinada por la presencia de compuestos
antioxidantes como flavonoides.®®

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

sinfin de alimentos naturales con poder antioxidante que aun no se han estudiado, sin
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embargo, se realizan investigaciones encaminadas a determinar la capacidad antioxidante
de estos.™”
El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad antioxidante de extractos etanolicos,

aceites esenciales obtenidos de Gliricidia sepium y prop6leos de Melipona beecheii.

Métodos

La investigacion tuvo dos momentos referentes a: la recoleccion y posteriormente la
determinacion de las actividades bioldgicas presente en los aceites esenciales y extractos
etandlicos.

En un primer momento se recolectd todo el material vegetal (flores y corteza) proveniente
de los arboles de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. sembrados como setos vivos en
la entrada principal de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, situada
a los 22° 48’ y 7° de latitud Norte y 79° 32” y 2°” de longitud Oeste, a 19 msnm, en el
municipio de Perico, provincia de Matanzas, Cuba.*” Todas las muestras se colectaron en
el mes de febrero del 2015. Los arboles se encuentran situados sobre un suelo que es de
topografia llana, con pendiente de 0,5 a 1,0 %, y esta clasificado como Ferralitico Rojo
lixiviado, humico nodular ferruginoso hidratado, de répida desecacidn, arcilloso y
profundo sobre calizas, con un pH ligeramente acido de 6,2-6,4.? Mientras que la
determinacion de las actividades bioldgicas presente en los aceites esenciales y extractos
etanolicos se realizo en el Departamento de Quimica del Instituto de Ciencias Exactas de
la Universidad Federal de Minas Gerais en Brasil.

Las flores (300 g), al igual que la corteza, fueron recolectadas en las primeras horas de la
mafiana de forma manual a diferentes alturas de los arboles seleccionados. Se guardaron
en bolsas de polietileno e inmediatamente se introdujeron en un cubo con hielo con el
objetivo de evitar la degradacion enzimatica que ocurre normalmente en las muestras
vegetales. EI material fresco fue lavado con agua destilada y secado sobre papel de filtro
para eliminar el exceso de liquido.

El propoleo (300 g) fue extraido en su estado natural de las colmenas de abejas sin aguijon

ubicadas en la finca agroenergética Indio Hatuey.

Preparacion de los extractos etanolicos de corteza de G. sepium y

propoleo de M. beecheii
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Se pesaron 113,9 g de corteza de G. sepium y 84,9 g de propoleos, los cuales se
fraccionaron en una relacion de 30 g en 100 mL del solvente (etanol) para conseguir
mejorar la extraccion. Los extractos se dejaron a temperatura ambiente durante 5 dias con
agitacion intermitente. Se sonicaron en bafio ultrasonico MRC por 15 minutos y
posteriormente se filtraron y sometieron a un proceso de particion, para lo que se coloco
como solvente una mezcla de hexano y agua (30:50) para separar la fase orgénica (que
tienen los compuestos activos) de la fraccion acuosa. Luego se rotoevaporaron y se
colocaron en la campana de extraccion para eliminar el resto de solvente. Se conservaron a

una temperatura de 5 = 2 °C hasta su uso.

Obtencidn de los aceites esenciales

Para la obtencion de los aceites esenciales de propoleos de M. beecheii fue necesario
disminuir previamente el tamafio de la muestra que se encontraba en su estado natural,
mediante su trituracién en un mortero hasta obtener un polvo lo mas fino posible con las
caracteristicas Optimas para comenzar el proceso de hidrodestilacion, durante un periodo
de 5 h, utilizando para ello para lo que se utiliz6 un equipo del tipo Clevenger.

Cada emulsion acuosa resultante del proceso descrito anteriormente fue sometida a una
extraccion utilizando como solvente al diclorometano (DCM) vy el resto de agua presente
se secO con la adicién de sulfato de sodio anhidro. Posteriormente, se procedio a evaporar
el residuo del solvente a temperatura ambiente. El aceite esencial obtenido fue almacenado
en un frasco de vidrio &mbar protegido de la luz a una temperatura de 5 + 2 °C,
hasta su uso.*®

Para la obtencion del aceite esencial de flores de G. sepium se utilizé el material vegetal
fresco. Las flores fueron cortadas en pequefios pedazos y colocadas en un recipiente que
permitiera que el material vegetal estuviese en contacto con la corriente de vapor de agua
caliente generada. Los compuestos volatiles que se encontraban en la muestra fueron
arrastrados por el vapor de agua hasta el recipiente colector. Después, la emulsion acuosa
fue sometida a extraccion con cloroformo y el resto de agua secada con sulfato de sodio
anhidro, evaporando el residuo del solvente a temperatura ambiente y se conservo el aceite
en un frasco de vidrio ambar protegido de la luz, a wuna temperatura

de 5 + 2 °C hasta ser usado.™”

Actividades antioxidantes
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Actividad de captura del radical fosfomolibdato (Capacidad antioxidante
total)

El ensayo se baso en la reduccién de Mo (VI)-Mo (V) y consecuentemente, la formacién
de un complejo de color verde de fosfato/Mo(V) en pH &cido.™ A las muestras (0,1 mL)
se le adicionaron 3 mL de una solucion reactiva (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de sodio
28 mM e molibdato de amonio 4 mM). Los tubos fueron incubados a 95 °C por 90 min. La
solucion fue enfriada a temperatura ambiente y la absorbancia se midié a 695 nm contra
una solucién blanco. Se construyd la curva de calibracion respectiva (Fig. 1), con las
absorbancias obtenidas a partir de las diferentes concentraciones de Acido Ascorbico y se
hallo la ecuacion de la recta de calibrado. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y

la actividad antioxidante se expresé como la absorbancia de la muestra.
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Fig. 1 - Curva de calibracion de Acido Ascérbico para la determinacion de la actividad
antioxidante total de los extractos etandlicos y aceites esenciales.

Determinacion del contenido de fenoles totales
La concentracion de los compuestos fenolicos en las muestras fueron medidos por el
método de Folin-Ciocalteu."® A las muestras (0,5 mL) en diferentes concentraciones
(entre 100 y 1100 pg/mL) se les afadio 2,58 mL de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu.
Después de 3 minutos, se agregd una solucion de carbonato de sodio saturado (0,3 mL).
La solucion resultante fue incubada a temperatura ambiente (25 °C) durante 20 minutos.
La absorbancia se midi6 a 760 nm. Para la calibracion analitica fueron utilizadas
soluciones de acido galico con concentraciones entre 25 e 400 pug/mL. Los niveles de
fenoles presentes en las muestras fueron expresados como equivalentes de acido galico

(EAG), o sea, mg de EAG/g de extracto etandlico o aceite esencial.
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Determinacion del contenido de flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales se determind por el método de cloruro de aluminio.®”
Los extractos etandlicos y aceites esenciales (0,5 mL) se mezclaron con agua destilada
(2,5 mL) y 150 pL de una solucion de nitrito de sodio (NaNO,) al 5 %. La solucion
resultante se homogeniz6 mediante el uso del vértex por un periodo de 10 segundos y
luego estuvo en reposo a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 300 pL de cloruro de aluminio (AICI3 al 10 %), 1 mL de NaOH (1 mM) y 550
pL de agua destilada. La muestra se homogenizd y se mantuvo en reposo por 15 minutos.
La absorbancia de cada muestra se ley6 a 415 nm. Se prepararon soluciones patrones de
quercetina para obtener la curva de calibracion (Fig. 2), en un intervalo de concentraciones
de 25 a 400 pg/mL. El contenido total de flavonoides fue calculado mediante la curva de
calibracién. Los resultados se expresaron en microgramos de equivalentes de quercetina

(EQ) por gramo de extracto o aceite esencial.

3,5

2,5

1,5

=

rmmaol.L dcido ascdrbico/q extracto

a
=20

Extracto etandlico Extracto etandlico Aceite esencial Aceite esencial de flores
de corteza de G sepium de propdleos de propdleos de G. sepium

o

Fig. 2 - Curva de calibracion de Quercetina para la determinacion de flavonoides totales en los extractos
etandlicos y aceites esenciales.

Ensayo del poder reductor férrico

Se tomaron alicuotas (0,25 mL) de los extractos etandlicos y aceites esenciales obtenidos,
en diferentes concentraciones (entre 12,5 e 100 pg/mL) fueron misturados con una
solucion de tampodn fosfato (0,2 M, a pH 6,6) e 0,625 mL de ferrocianato de potasio 1 %

(p/v). Después de homogeneizadas, las soluciones fueron incubadas en bafio de Maria a 50
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°C por 20 minutos. Entonces, se adicionaron 0,625 mL de acido tricloroacético a 10 %
(p/v) y las soluciones fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante
(0,18 mL) se combind con 1,8 mL de agua destilada y 0,36 mL de solucion de cloruro
férrico (0,1 %, p/v). La absorbancia fue medida a 700 nm. El &cido ascérbico fue usado

como control positivo. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.™®

Resultados

Como se muestra en la figura 3, tanto los extractos etandlicos como los aceites esenciales
mostraron una respuesta positiva ante el ensayo de actividad antioxidante total. El aceite
de propodleos resultd el mas activo a diferencia del extracto etandlico de corteza de

G.sepium que presento los parametros mas bajos.
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Fig. 3 - Actividad antioxidante total. Letras diferentes indican diferencia significativa para p <
0,05.

La cantidad total de fenoles detectados en las muestras oscilé entre los rangos
comprendidos de 37,9-116,3 mg de acido galico/g de material seco (Tabla 1). El propoleos
de forma general en sus dos presentaciones, tanto en extracto etanolico como en aceite
esencial, mostro un tenor de fenol elevado de 116,3 mg de GAE/g y 108,3 mg de GAE/g

respectivamente.

Tabla 1 - Contenido de fenoles totales cuantificados en extractos etanolicos y aceites esenciales.
Extractos Contenido de fenoles totales en (mg EAG)/g
Etandlico de corteza de G.sepium 37,9
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| Etanolico de propdleos de M.beecheii | 116,3 |
| Aceites esenciales |
| Propéleos de M.beecheii | 108,3 |
| Flores de G.sepium | 60,3 |

Como se puede observar en la figura 4, los valores de contenido de flavonoides presentes
en el propdleos al igual que en ensayo anterior referido al contenido de fenoles totales,
mostraron una tendencia similar tanto en el extracto etanolico (18,85 pg/g) como en el
aceite esencial (13,18 pg/g), resultados superiores a los encontrados en el aceite de flores

de G. sepium (7,51 ug/g) y en el extracto etandlico de corteza (8,83 ug/g).

20 b
18
o
b 16
0
% 14 c
LA
- 12
(=)
“«g 10 a
e 8
S 6
o
5 4
g
2
0
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Fig. 4 - Grafico que muestra la cuantificacion de flavonoides totales. Letras diferentes indican diferencia
significativa para p < 0,05.

En la tabla 2, se evidencia un comportamiento similar a los ensayos anteriores descritos
para determinar la actividad antioxidante. El aceite esencial de propéleos alcanzo el mayor
porcentaje de reduccion de los iones férricos (95,2 %), seguido del extracto etanolico de la
misma procedencia (82,6 %), mientras que el aceite esencial de flores Gliricidia sepium
obtuvo valores muy préximos de un 82,2 %.

Tabla 2 - Porcentaje de reduccion de iones férricos de los extractos etanolicos y aceites esenciales.
| | Absorbancia a 700 nm | Reduccién de iones férricos (%) ‘

| Patron
" Acido Ascérbico | 0,084 | 100 \
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Extractos
Etanolico de corteza de G. sepium 0,015 18,2
Etandlico de propdleos de M. beecheii 0,069 82,6
Aceites esenciales
Propoleos de M. beecheii 0,080 95,3
Flores de G. sepium 0,069 82,2
Discusion

Los fenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se
localizan en todas las partes de las plantas y su concentracion es variable a lo largo del
ciclo vegetativo.®®

Se ha demostrado que muchos metabolitos secundarios de naturaleza fendlica muestran

0(20.21,22.23)

actividad antioxidant y esta a su vez se relaciona con un sin numero de

enfermedades vinculadas a los procesos de oxidacion que ocurren en las células. 425262
Estos compuestos participan de diversas funciones, tales como la asimilacion de
nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimética, la fotosintesis, la formacion de
componentes estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores adversos del
ambiente. Estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia,
dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de
origen vegetal debido a la reactividad del grupo fenol.®

Los compuestos fendlicos de las plantas incluyen a los: acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, estilbenos y lignanos.?® La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de
una combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales
libres, ademas de inhibir las oxidasas, lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la
Xantina oxidasa; evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y de
hidroxiperéxidos organicos.®”

De forma general, en los ensayos referentes al contenido de fenoles totales y al de la
cuantificacion de flavonoides totales se evidencio la misma tendencia de que el propéleos
tanto en extracto etandlico como en aceite esencial obtuviera los mejores resultados. Este
fendmeno se pude explicar debido a que la mayoria de los compuestos bioactivos
encontrados en el propo6leos son compuestos fenolicos, aunque su concentraciéon esta
sujeta a variaciones sustanciales en funcion del origen de las muestras y del mismo modo
pueden también variar las propiedades bioldgicas que les son atribuidos. Diversos estudios

han demostrado una correlacién directa entre el contenido de fenoles y las actividades
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bioldgicas presentes en los propdleos, como la actividad antioxidante y la
antimicrobiana. 1323

El propoleos ejerce efectos antioxidantes en el colon, disminuyendo la concentracion de
hidroperdxidos lipidicos, debido a que algunos de sus componentes son absorbidos y
pasan al torrente sanguineo y actGan como antioxidantes hidréfilos al aumentar las
concentraciones de vitamina C en los tejidos.®” Ademas han sido evaluados en el campo
de la terapia contra el cancer.?¥ En un estudio se determiné el efecto anticancerigeno
mediado por diferentes enfoques y ensayos en células © y se apreci6 la inhabilitacion de
la proliferacion de células cancerigenas, mediante la apoptosis, de manera dependiente de
la concentracion. (6373839

El hecho de que los aceites esenciales hayan presentado valores en los cuatro ensayos
realizados que denotan la presencia de actividad antioxidante, puede explicarse a través de
la variedad de compuestos quimicos presentes en ellos como los terpenos y terpenoides
(monoterpenos, sesquiterpenos y los oxigenados derivados), los cuales poseen un bajo
peso molecular, son altamente lipofilicos y por eso tienen facilidad para atravesar las
membranas celulares e inducir respuestas biolégicas.“”

Podemos apreciar de forma general que los cuatro ensayos realizados para determinar la
posible actividad antioxidante presente en los extractos etandlicos y aceites esenciales
evaluados, siguieron la misma tendencia donde el propdleos alcanzé los mejores
resultados en sus dos presentaciones. Por lo cual, podria convertirse en un buen candidato

a ser utilizado en las ramas de la industria y la medicina en Cuba.
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