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Resumen

La planta de cedrén (Aloysia citrodorae Palau) es un arbusto aromatico, cuyas infusiones de hojas y tallos son
utilizadas en la medicina ancestral para tratamientos de célicos, diarrea, indigestion, nduseas, ansiedad, insomnio
fiebre y resfriados. Por lo que sus extractos pueden ser utilizados por la industria alimentaria, cosmética y
farmacéutica como ingrediente natural de sus productos. Esta investigacion tuvo como objetivo identificar
compuestos bioactivos de las hojas de cedron, mediante la metodologia del tamizaje fitoquimico. Ademas, de
optimizar el proceso de extraccién hidroalcohdlica de los compuestos quimicos presentes en este material vegetal.
Para la optimizacion numérica se empled un disefio de superficie respuesta IV Optimo. Los ensayos cualitativos
detectaron una mayor presencia de compuestos fenélicos y flavonoides en los extractos acuoso y alcohélico.
Ademaés, se encontrd en menor cantidad azucares reductores, principios amargos, compuestos grasos Y triterpenos.
El modelo matematico, sugiere que las condiciones 6ptimas de extraccion son de 90 % (v/v) de etanol, 24 horas
como tiempo de extraccion y 60 °C de temperatura de extraccion. Para comprobar el proceso se replicéd el
experimento obteniendo un contenido de polifenoles totales de 102.13 mg/g y capacidad antioxidante 917.23 uM
Fe 2+/g, similares a los obtenidos mediante el método de optimizacion numérica. Cabe mencionar que el extracto
hidroalcohdlico tiene una alta capacidad antioxidante y contenido de polifenoles, por lo que puede ser utilizado
como un ingrediente natural, para eliminar los radicales libres presentes en los alimentos.

Palabras claves: Aloysia citrodorae Paldu, extraccién hidroalcohdlica, polifenoles totales, capacidad
antioxidante.
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HYDROALOCHOLIC EXTRACTION OF POLYPHENOLS FROM CEDRON
LEAVES (Aloysia citrodorae Palau), AS A NATURAL FOOD INGREDIENT

Abstract

The cedron plant (Aloysia citrodorae Palau) is an aromatic shrub, whose infusions of leaves and stems are used
in ancestral medicine for treatments of colic, diarrhea, indigestion, nausea, anxiety, insomnia, fever and colds. So
its extracts can be used by the food, cosmetic and pharmaceutical industry as a natural ingredient in their products.
This research aimed to identify bioactive compounds of cedar leaves, using the methodology of phytochemical
screening. In addition, to optimize the process of hydroalcoholic extraction of the chemical compounds present in
this plant material. For numerical optimization, an Optimal 1V response surface design was used. Qualitative
assays detected an increased presence of phenolic compounds and flavonoids in aqueous and alcoholic extracts.
In addition, reducing sugars, bitter principles, fatty compounds and triterpenes were found in smaller quantities.
The mathematical model suggests that the optimal extraction conditions are 90% (v/v) of ethanol, 24 hours as
extraction time and 60 °C of extraction temperature. To test the process, the experiment was replicated obtaining
a total polyphenol content of 102.13 mg/g and antioxidant capacity 917.23 uM Fe 2+/g, similar to those obtained
by the numerical optimization method. It is worth mentioning that the hydroalcoholic extract has a high
antioxidant capacity and polyphenol content, so it can be used as a natural ingredient, to eliminate free radicals
present in food.

Keywords: Aloysia citrodorae Palau, hydroalcoholic extraction, total polyphenols, antioxidant capacity.
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1. INTRODUCCION

La Aloysia citrodorae Palau conocida como cedrdn, es un arbusto aromatico, muy utilizado en
el Ecuador por su agradable olor y sabor, ademas, por su utilizacion en la industria
farmacéutica, cosmética y alimentaria (Carnat et al., 1999). Esta planta es conocida por sus
efectos antipasmadicos, antioxidantes, sedantes, antivirales, antibacterianas, antipalidicas,

antigenotoxicas y citostaticos (Ricco et al., 2011; Thormar, 2010; Bahramsoltani et al., 2010).

De esta planta aromatica se pueden extraer liquidos fragantes (aceite esencial), cuya
composicion quimica es muy diversa, donde se destaca el citral, (-)-limoneno, (-)-carvona,
linalol, geraniol y pineno (Thormar, 2010). Pero la planta también posee varios compuestos
secundarios en sus infusiones como: fenoles totales, taninos totales, flavonoides hidroxiladas
y acidos hidroxicinamicos que tienen propiedades antioxidantes (Ricco, 2011; Bahramsoltani
et al., 2010). La variacidn de la concentracion de compuestos bioactivos en planta varia en

funcion a factores genéticos, ontogénicos, bidticos y abi6ticos (Alvarez-Rosales et al., 2019).

Mediante el contacto del material vegetal con disolventes organicos e inorganicos, se puede
extraer los principios activos presentes en las plantas, que los solubilizan y forman mezclas
complejas (extractos) (Alvarez-Rosales et al., 2019). Para obtener procesos eficientes de
extracciones se pueden considerar los siguientes factores: caracteristicas del material vegetal,
tamafo de particula, tipo de disolvente, temperatura de extraccion, agitacion, relacién masa-
disolvente y tiempo de extraccion (Alvarez-Rosales et al., 2019; Veléz, 2015). A condiciones
de temperatura de 60 °C y 24 horas de extraccién, se observo la mayor actividad antioxidante
y contenido de polifenoles en muestras vegetales, por lo que la temperatura y el tiempo son
factores que determinan la extraccion de los compuestos responsables de la actividad

antioxidante (Gavilanez, 2020).

Los estudios realizados a extractos vegetales ha permitido emplearlos en calidad de
antioxidantes, antimicrobianos, aromatizantes, saborizantes, colorantes, energizantes y

enriquecedores del alimento con activos naturales propios de la planta (Pérez, 2018).

En los ultimos afios el dafio oxidativo se ha detectado en enfermedades como el cancer, la

diabetes y el Alzheimer, entre otras. Como una alternativa para la prevencion y tratamiento de
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tales enfermedades, se ha propuesto el consumo de antioxidantes, especialmente de fuentes

vegetales (Pérez-Jaramillo et al., 2017).

La tendencia a nivel mundial, es la utilizacion de principios activos de plantas como
ingredientes naturales en los procesos alimentarios, debido a sus propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, colorantes, aromatizantes, saborizantes y energizantes (Chamorro, 2020).

Este trabajo de investigacion determina el perfil fitoquimico del cedron (Aloysia citrodorae
Palau) y optimiza el proceso de extraccion hidroalcohdlica de los compuestos bioactivos del

cedrdn en funcién al contenido de polifenoles y capacidad antioxidante.
2. METODOLOGIA
2.1  Recoleccion y secado del material vegetal

Se recolectd la planta de cedron antes de la etapa de floracion, luego se escogid las hojas libres
de alteraciones morfoldgicas y enfermedades, posteriormente, se seco en una estufa a 40 °C
hasta lograr una humedad menor al 5% m/m. A continuacién, se triturd el material vegetal con
un molino de cuchillas de alta velocidad (15 000 min-1.15 s), hasta obtener un polvo fino
(Gaibor et al., 2017).

2.2 Determinacion del perfil fitoquimico de hojas de cedron (Aloysia citrodorae Palau)

Se determinod el perfil fitoquimico en el material vegetal seco, para lo cual se realiz6
extracciones en tres diferentes disolventes: alcohol etilico (80% v/v), éter de petréleo y agua

destilada y se siguid la metodologia planteada por Miranda y Cuéllar (2000).
2.3 Optimizacion del proceso de extraccion hidroalcohdlico de las hojas de cedron

La optimizacion del proceso de extracciéon hidroalcohdlico de los compuestos bioactivos del
cedrén, se ejecutd mediante maceracion del material vegetal en una relacion 1:10
(masa/disolvente), para el disefio experimental y procesamiento de la informacion se utilizo el
programa Design Expert 8.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.), esperando que el
extracto hidroalcohélico de cedron obtuviera mayor cantidad de polifenoles totales y capacidad
antioxidante reductor del hierro. Para la optimizacién numérica se empled un disefio de
superficie de respuesta IV Optimo, el cual generé un modelo matematico que describe el
comportamiento de las variables de respuesta (contenido de polifenoles totales y capacidad

antioxidante reductora de hierro).
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Los factores evaluados fueron la concentracion de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y
temperatura (C). La Tabla 1, muestra las condiciones experimentales seleccionadas para el

disefio de experimentos, donde se describen los minimos y méaximos de los factores.

Tabla 1. Condiciones experimentales seleccionadas para el disefio de experimentos

Factor Nomenclatura | Unidad Tipo Subtipo Minimo Méaximo
Concentracién
A % Numérica | Discreta 60 90
de etanol
Tiempo de
B horas Numeérica | Discreta 6 24
extraccion
Temperatura C °C Numérica | Discreta 30 60

Fuente: Maldonado y Reinoso, 2021

Los datos obtenidos del disefio de superficie respuesta son reportados en la matriz

experimental presentada en la Tabla 2.

La matriz del disefio experimental (Tabla 2), indica un total de 23 corridas experimentales,
entre las que se incluyen cinco réplicas. Estas combinaciones fueron simuladas en los
experimentos de laboratorio, donde el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante

reductor del hierro fueron las variables de respuesta.

Con el programa Design Expert 8.0.6 se procesd la informacion, donde se escogi6 una de las
soluciones sugeridas por el modelo matematico, la cual obtuvo una mayor deseabilidad a las
condiciones de extraccion optimizadas. Para validar la optimizacion se replicé el experimento
a las condiciones optimizadas por el programa y se compard con los valores predichos
generados de la optimizacién, las variables a evaluar fueron el contenido de polifenoles y la

capacidad antioxidante reductora del hierro.
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Tabla 2. Matriz del disefio experimental

Corridas Etanol | Tiempo | Temperatura

(%) (h) (°C)
1 60 24 30
2 60 6 60
3 60 6 30
4 75 24 60
5 90 6 30
6 60 15 60
7 90 15 30
8 90 15 30
9 75 24 30
10 75 6 30
11 75 15 60
12 75 6 60
13 90 24 30
14 60 24 60
15 60 15 30
16 90 15 60
17 90 15 60
18 90 24 60
19 90 6 60
20 75 24 60
21 75 24 30
22 75 15 30
23 60 6 30

Fuente: Maldonado y Reinoso, 2021
2.4  Determinacion de la capacidad antioxidante reductora del hierro

La metodologia de evaluacion de la actividad antioxidante de extractos de plantas, se
fundamenta en determinar la capacidad que tienen los compuestos fitoquimicos para reducir el

hierro férrico a ferroso. Mediante disoluciones acidas se crea un medio para la reaccion del
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complejo Fe**-TPTZ, este complejo reacciona con sustancias reductoras produciendo Fe?*-
TPTZ, este compuesto posee una coloracion azul oscura, que tiene una absorcion maxima de
radiacion a 593 nm y puede ser empleada por la metodologia de espectrofotometria (Texeira et
al., 2013).

Para la preparacion del reactivo FRAP, se pes6 0,0078 g de TPTZ [2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-
triazina], a este se le aflade 1 mL de HCI (1:1), luego, se coloca 2,5 mL de HCI 40 mM y se
agita hasta disolver completamente. Posteriormente, se adiciond 25 mL de buffer acetato y 2,5

mL de disolucién 20 mM de FeCls, esta mezcla se incub6 a 37 °C por 15 minutos.

En tubos de ensayo de 10 mL, se colocd 50 pL del extracto de la muestra y de los estandares
de la curva de calibracion. Luego, se afiadio 1.5 mL del reactivo FRAP. Se dejo reposar a 37°C
durante 30 minutos. Posteriormente, con un espectrofotometro se midié la absorbancia a 593
nm (Nanasombat y Wimuttigosol, 2011). Para la curva de calibracion de Fe?* se emple6 una
sal de Mohr [Fe(NH4).SO4] como patrén primario. Los resultados se expresaron como p mol
Fe?* /g (Texeira et al., 2013; Nanasombat y Wimuttigosol, 2011).

2.5  Determinacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de polifenoles totales se empleo el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los
compuestos fendlicos reaccionan con este reactivo en medio basico, dando una coloracién azul
intensa que tiene una maxima absorcion a los 764 nm. Para preparar la muestra se peso 1 g del
material vegetal y se le coloc6 10 mL del disolvente, luego, se homogenizo y centrifugd (MLW
modelo T 52, Alemania) durante 10 minutos a 3500 min-1. Se tom6 1 mL del sobrenadante y
se diluy6 hasta que ingrese en la curva de calibracién para la cuantificacion. En tubos de ensayo
de 10 mL se coloc6 50 pL de la muestra y de los estandares de la curva de calibracion, luego,
se adiciond 2.5 mL de disolucion acuosa de Folin-Ciocalteu. La disolucién se agit6 y se dejo
en reposo durante 5 minutos, posteriormente se afiadié 2 mL de una disolucién al 7.5% (m/v)
de Na,COs3, se agitd hasta alcanzar una mezcla homogénea, se dejo reposar durante 2 horas y
se leyd la absorbancia a 765 nm. Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizo acido
galico como patrén. Los resultados se expresaron en miligramos de acido galico /100 g de

muestra (Singleton et al., 1999).
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2.6 Caracterizacion del extracto hidroalcohdlico optimizado

La caracterizacion del extracto hidroalcohdlico optimizado de cedron, se lo realizo en funcién
a la capacidad antioxidante reductora de hierro, contenido de polifenoles totales, sélidos
solubles refractométricos (NTE INEN-ISO 2173, 2013), determinacion de sélidos totales por
gravimetria (AOAC 925.105/90., 2010), pH (NTE INEN-1SO 1842, 2013), acidez valorable
(NTE INEN-ISO 750, 2013) y turbidez (NTE INEN-ISO 7027, 2013).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1  Perfil fitoquimico de hojas de cedron (Aloysia citrodorae Palau)

Mediante pruebas cualitativas, se detectaron la presencia o ausencia de metabolitos secundarios
en las hojas de cedron. La Tabla 3, muestra la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides
en los extractos acuoso y alcoholico, por lo que es viable la extraccion con estos disolventes.
Veélez et al. (2019), manifiesta que los compuestos flavonoides e hidroxiladas son solubles en
disolventes acuosos, alcohdlicos e hidroalcohdlicos. Ademas, se encontrd azlcares reductores,
principios amargos, compuestos grasos Y triterpenos. En menor cantidad se hall6 alcaloides y

grupos lactonicos.

Tabla 3. Perfil fitoquimico del cedron (Aloysia citrodora palau)

Metabolito Ensayo Ex’,cracto Extra,cFo Extracto
Etéreo Etandlico | Acuoso
Compuestos grasos Sudan +++
Alcaloides Drangendorff +- + -
Agrupamiento lacténico Baljet +- +-
Triterpenos / esteroides Lieberman B. +++ +++
Catequinas Catequinas +++
Resinas Resinas -
Azucares reductores Fehling - +++
Saponina Espuma +++ +++
Compuestos fenolicos Cloruro férrico +++ +++
(111)
Aminoécidos libres/ aminas Nihidrina -
Quinonas/ benzoquinonas Bortranger +++
Flavonoides Shinoda +++ +++
Glucdsidos cardiotonicos Kedde -
Mucilagos Mucilagos +++
Principios amargos Principios +++
amargos
+: Presencia +-: Regular -: Ausencia

Fuente: Maldonado y Reinoso, 2021
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3.2  Optimizacion del proceso de extraccion hidroalcohdlico de las hojas de cedron

La Tabla 4, muestra los modelos codificados de las variables respuesta contenido de polifenoles

totales y capacidad antioxidante reductor de hierro.

Para el modelo matematico de la variable dependiente de contenido de polifenoles totales, se
observa que se adaptd a un modelo lineal, resulto significativo con un nivel de confianza del
95,0%, mostrando que existio una relacion estadisticamente significativa a los factores de
concentracion de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y temperatura de extraccion (C). El R?

indico que el modelo ajustado explica el 98.97% de la variabilidad del contenido de polifenoles.

Tabla 4. Parametros de los modelos codificados de contenido de polifenoles totales y la

capacidad antioxidante reductor del hierro

) ) Capacidad antioxidante

Indicador Contenido Polifenoles reductor del hierro (UM
totales (mg/Q)
Fe 2+/g muestra)

Intercepto 80.97 806.51*
A 16.09* 102.32*
B 2.00* 17.49*
C 1.18* 24.92*
AB - 0.41
AC - -10.46*
BC - 0.65
A? - -25.562*
B? - 0.61
R? 0.9911 0.9862
R? ajustado 0.9897 0.9782
R? predicho 0.9860 0.9543
F modelo 708.06* 124.65
F falta de ajuste 6.35 1.03
Precision adecuada 69.26 33.35
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Nota: A: concentracion de etanol; B: tiempo de extraccion; C: temperatura de

extraccion. *Valor significativo para p < 0,05. Fuente: Maldonado y Reinoso, 2021

Para el modelo matematico de la variable dependiente de contenido de polifenoles totales, se
observa que se adapt6 a un modelo lineal, result6 significativo con un nivel de confianza del
95.0%, mostrando que existio una relacion estadisticamente significativa a los factores de
concentracion de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y temperatura de extraccion (C). EI R2
indico que el modelo ajustado explica el 98.97 % de la variabilidad del contenido de

polifenoles.

En funcion a los coeficientes, se observa que el término concentracién de etanol (16.09) y
temperatura de extraccion (2.00) tuvieron mayor influencia sobre el modelo de contenido de
polifenoles, seguido del tiempo de extraccion (1.18). En la Tabla 4, se observa el signo positivo
de los coeficientes, lo que quiere decir que el contenido de polifenoles totales aumenta a medida
que aumenta la concentracion de etanol (A), tiempo de extraccién (B) y temperatura de
extraccion (C), y viceversa. La influencia de estos factores sobre el contenido de polifenoles
totales se observa en la figura 1.

Contenido de polifenoles totales (mg/g)

T200

55 000
Tiempo de extraccion (h) Temperatura {"C)

00 B0

Figura 1 Influencia de la concentracion de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y
temperatura de extraccion (C) en el contenido de polifenoles totales (mg/g) del extracto
hidroalcohdlico de cedrdn.
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Para el modelo matematico de la variable dependiente capacidad antioxidante reductora del
hierro, se observa que el modelo cuadratico resulto significativo para un nivel de confianza del
95.0%. De acuerdo a los resultados, existié una relacion estadisticamente significativa a los
factores de concentracién de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y temperatura de extraccion

(C).

El R? indicd que el modelo ajustado explica el 97.82% de la variabilidad en la capacidad
antioxidante. En funcidn a los coeficientes, se observa que el término concentracion de etanol
(102.32) y temperatura de extraccion (24.92) tuvieron mayor influencia sobre el modelo de
capacidad antioxidante, seguido del tiempo de extraccion (17.49). El signo positivo de los
coeficientes que se muestra la Tabla 4, indica que al aumentar la concentracion de etanol (A),
tiempo de extraccion (B) y temperatura de extraccion (C), aumenta la capacidad antioxidante
reductora del hierro y viceversa. La influencia de estos factores sobre la capacidad antioxidante

se observa en la figura 2.

De las 6 soluciones optimizadas propuestas para el proceso de extraccion hidroalcohodlica de
las hojas de cedron, se selecciond la de mayor conveniencia estadistica (0.995), con una
concentracion de etanol del 90% v/v, tiempo de extraccion de 24 horas y temperatura de
extraccion de 60°C, que correspondi6 con un contenido de polifenoles totales de 101.24 mg/g

y capacidad antioxidante de 916.92 uM Fe %*/g.

+Ig mucisra)

5
-

T

: . 55 (M
Tiempo de extraccién (h) Bon 7000 Temperatura (°C)

Capacidad antioxidante reductora del hierro
{uM Fe
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Figura 2. Influencia de la concentracion de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y
temperatura de extraccion (C) en la capacidad antioxidante reductor del hierro (UM Fe 2+/g
muestra) del extracto hidroalcohdlico de cedrodn.

3.3  Caracterizacion del extracto hidroalcoholico optimizado

Para comprobar la validez de la optimizacion del disefio, se replico el experimento a las
condiciones de concentracion de etanol del 90% v/v, tiempo de extraccion de 24 horas y
temperatura de extraccion de 60°C. En la Tabla 5, se observa que el extracto presentd valores
de polifenoles totales y capacidad antioxidante, similares a los obtenidos a través de la
optimizacion numeérica, lo que confirmo la validez de los modelos obtenidos para el proceso
de extraccion. Ademas, se caracterizo el extracto en solidos totales, solidos solubles, acidez

valorable, pH y turbidez.

Tabla 5. Caracterizacion fisica y quimica del extracto hidroalcohélico de cedrén optimizado

Parametro Media
Capacidad antioxidante 917.23£3.03
reductor del hierro (UM Fe?+/g

muestra)

Contenido Polifenoles totales

(mg/g) 102.13+0.3
Solidos totales (%0) 45+0.3
Acidez (% m/m de &cido citrico) 0.15+0.02
Sélidos solubles (°Brix) 152+0.4
pH 6.98 +0.4

Fuente: Maldonado y Reinoso, 2021
4. CONCLUSIONES

Las hojas de cedrdn, presentaron una mayor presencia de compuestos fenolicos y flavonoides
en los extractos acuoso y alcohdlico. Ademas, las condiciones Optimas de extraccion
correspondieron a 90% (v/v) de etanol, 24 h como tiempo de extraccion y 60°C como

temperatura de extraccion. El contenido de polifenoles totales de 102.13 mg/g y capacidad
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antioxidante de 917.23 uM Fe 2*/g fueron similares a los estimados mediante la optimizacion

numérica del proceso.

Al aumentar los factores de temperatura (°C), concentracion de etanol%(v/v) y el tiempo de
extraccion (h), se incrementaron el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
de los extractos hidroalcoholicos de las hojas de cedron.

El extracto hidroalcohdlico tiene una alta capacidad antioxidante y contenido de polifenoles,
por lo que puede ser utilizado como un antioxidante natural, en formulaciones de productos

alimentarios.
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