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Resumen

En este trabajo se evalud el proceso de extraccidn de aceite de flores de G. jasminoides
procedentes de la finca San Pablo, ubicada en Fusagasuga Cundinamarca. El aceite se obtuvo
mediante la tecnologia de extraccion con fluidos supercriticos utilizando CO> como solvente. Se
evaluaron diferentes condiciones de presion y temperatura, utilizando un disefio factorial 22,
sobre el rendimiento de extraccion, la actividad antioxidante (DPPH y FRAP), la actividad
antibacteriana por difusion en agar nutritivo y la actividad antiplaquetaria utilizando como patron
heparina. Las mejores condiciones de extraccion de aceite de G. Jasminoides fueron 325 bar y
65°C, en las cuales se obtuvo un rendimiento de 8,61% en aceite. La actividad antioxidante se
evidencio con un valor de 2,8 mg equivalente a Trolox/100g de muestra seca por el método
DPPH, para el método FRAP se obtuvo un valor de 3,2 mg equivalente a Trolox/100g de
muestra seca. La actividad antibacteriana reporté halos de inhibicion de 4,5 mm para la bacteria
E. Coli y 6,5 mm para la bacteria S. aureus y en la actividad antiplaquetaria la muestra de sangre

no mostrd agregamiento plaquetario y se coagulo después de 180 segundos.

Palabras claves: (Antioxidante, gardenia, aceite esencial, actividad antibacteriana, dioxido de

carbono, DPPH, FRAP, fluidos supercriticos)
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Introduccion

La gardenia (Gardenia jasminoides) es una especie de hoja perenne perteneciente a la familia
Rubiaceae y originaria de Asia Oriental, particularmente de China, la cual ha sido usada
principalmente en la medicina tradicional y también como arbol ornamental (Yin & Liu, 2018).

La importancia del aceite esencial de gardenia radica en sus propiedades relajantes,
antiinflamatorias, sedantes y altamente antioxidante capaz de retrasar el crecimiento de los
radicales libres que son causados por las especies ROS. Varios componentes quimicos de G.
Jasminoides han sido aislados y caracterizados, incluyendo iridoides, glucésidos iridoides,
triterpenoides, acidos organicos y compuestos volatiles, los cuales le confieren propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas y antitrombdticas.

Sus antioxidantes contribuyen a evitar el envejecimiento celular inhibiendo el dafio producido
por los radicales libres, por lo tanto, al evidenciar una alta actividad antioxidante en este extracto
es posible utilizarlo en la industria alimenticia y asi enriquecer algunos alimentos y hacerlos
atiles en este sentido para diversos seres Vvivos.

La determinacidn de sus actividades antibacteriana y antiplaquetaria es fundamental, ya que
se podria utilizar en la industria farmacéutica especificamente como principio activo en la
fabricacion de antibidticos y antiagregrantes plaquetarios.

Adicionalmente en la extraccién del aceite esencial es muy frecuente el uso de solventes
organicos los cuales resultan toxicos para el ambiente, razén por la cual el proyecto se enfoca en
obtener aceite esencial de G. Jasminoides a partir de la utilizacion de un solvente inocuo y de
bajo costo como lo es el CO2 en estado supercritico.

La obtencion del aceite de esta forma ambientalmente amigable y la determinacion de sus



bioactividades podrian contribuir a optimizar el uso del aceite de gardenia en beneficio de la

sociedad.

12
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1. Marco de Referencia

En este apartado se contextualizan los conceptos mas relevantes para el desarrollo de este
trabajo, tales como Gardenia jasminoides, sus propiedades bioldgicas y quimicas, las
caracteristicas de su aceite esencial, las técnicas de extraccion de éste y las propiedades
bioactivas de interés para esta propuesta: la actividad antioxidante, antibacteriana y

antiplaquetaria.

1.1. Gardenia jasminoides

Gardenia jasminoides o gardenia es una especie de hoja perenne perteneciente a la familia
Rubiaceae y es originaria de Asia Oriental. G. jasminoides ha sido usada ampliamente en la
medicina tradicional China por sus propiedades biologicas y también como arbol ornamental (J.
Liu & Yin, 2015). En este sentido, se han documentado diferentes actividades farmacoldgicas de
extractos y compuestos aislados de diferentes 6rganos de G. jasminoides (Yin & Liu, 2018), tales
como: antioxidante, hepatoprotectora, antinflamatoria, neuroprotectora, antidiabética,
bactericida, antitumoral, vasoprotectora, entre otras. En la tabla 1 se resumen algunas de las
actividades bioldgicas mencionadas. En dicha tabla se relaciona la bioactividad estudiada con los
extractos y/o compuestos identificados, asi como los 6rganos asociados a G. jasmonoides. Como
se puede observar, la amplia gama de bioactividades estudiadas dan cuenta del gran potencial de
esta especie como fuente de compuestos de interés farmacéutico. En la tabla 2 se presentan
algunos compuestos representativos presentes en diferentes rganos de G. jasminoides. Como se
puede apreciar, se trata de metabolitos tipo terpeno y glucésidos de iridoides. Los terpenos de G.

jasminoides han sido identificados en los aceites esenciales de esta especie y han sido
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relacionados con el aroma de la misma asi como con diversas actividades bioldgicas (Tabla 1)

(Xiao, Li, Wang, & Ho, 2017). Por otra parte, los iridoides son otra familia representativa de

metabolitos que se caracterizan por presentar un esqueleto base de ciclopenta[c]pirano abierto

(Rios, 2016). En G. jasminoides se ha establecido la presencia de iridoides sustituidos con

glucosa (J. Liu & Yin, 2015).

Bioactividad Extracto/Compuesto Organo Modelo/Método Referencia
Crocina Fruto In vitro/Tiocianato (Chen et al.,
férrico 2008b)
Derlvadqs _del 4cido Fruto In vitro/DPPH (Kimetal.,
Antioxidante quinico 2006)
In vitro/DPPH;
. . peroxidacion lipidica, (Leeetal.,
Glicoproteinas Fruto anion superoxido y 2006h)
radicales hidroxilo.
Extracto obtenido por . In vitro/Virus sicicial (Maet al,
Iy, Raices . X
decoccion acuosa respitatorio 2002)
Antiviral Extrat_:to h'droaICOhOI.@ Fruto In vivo/Influenzavirus (Wang etal,
obtenido por maceracion 2006)
Iridoides glicosidados Fruto In vitro/Virus HIN1 (L2|Oeltge;I.,
Penta-acetil-genip6sido Fruto In vivo/Glioma C6 (Chz;ra%:)t al.,
L In vivo/
Anticancer Fraccion butandlica Fruto Corioalantoidea de (Kooetal,
” 2004a)
embrion de pollo
Fraccion . . (Limetal.,
diclorometandica Fruto In vitro/Linea KB oral 2010)
. . - s In vivo/Edema planar (Koo et al.,
Antiinflamatoria Genipina, genipdsido Fruto murino 2006)
i S In vitro/Plaquetas (Suzuki et al.
_ _ Genipina, genipdsido Fruto murinas 2001)
Antiplaquetaria -
In vitro/Trompo (Zhang et al.,
Extracto acuso Fruto .
murino 2013a)
In vitro/Candida
alibans; Escherichia (Ragasa et
Iridoide 1 Fruto coli; Pseudomonas g
. i al., 2007)
aeruginosa;
Antimicrobiana Staphylococcus aureus
In vitro/Fusarium
- L . oxysporum; (Lelono et
Genipina, geniposido Hojas Corynespora al., 2009)
cassiicola

Tabla 1. Actividad bioldgica de extractos y compuestos de G. jasminoides
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Dadas las propiedades bioactivas sefialadas y los compuestos quimicos relacionados con las
mismas, G. jasminoides es aceptado por la legislacion china como alimento medicinal homologo
(Medicine Food Homology) y también es utilizado como colorante para fideos y aditivo en

confiteria y derivados de avena en paises orientales (Han, Wen, Zhou, & Fan, 2015).

Organo Clase de metabolito Compuestos representativos Estructura
Acetato de bencilo

Hidroxicitronelal CH;
Eugenol, HL H
a-Farneseno b
Guaiol CHy
(2)-3-hexenil tiglato

Bulnesol |
Benzoato de cis-3-hexenilo HC™ "CHs
trans-p-ocimeno a-Farneseno
a-terpineol

Flor Terpenos Sesquiterpenos

Genipdsido H
Genipin-1-B-D-gentiobidsido
Terpenos Shanzhisido
Glucosidos iridoides 5B-hydroxigeniposido
10-acetilgenipdsido
Acido picrocrocinico

Fruto

Gardeno6sido

Genipdsido

7B, 8p-epoxy-8a-dihidrogeniposido
8-epiapodantherésido

Galidsido

8-0O-metilmonotropeina

Cerbinal.

Terpenos

Hojas Glucésidos de iridoides

Shanzhiside
Escandosido
Shanzhisido
Gentiobidsido
Tarendsido

Acido geniposidico
D-manitol
Estigmasterol
Acido betulinico
Acido oleanélico Shanzhisido
Acido sirinico

Tabla 2. Algunos compuestos representativos de G. jasminoides

Terpenos

Otros organos Glucésidos de iridoides

Otro producto derivado de G. jasminoides es el aceite esencial, el cual posee interés

cosmético, farmacéutico y alimentario. Sus generalidades se presentan a continuacion.
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1.2 Aceite esencial de G. jaminoides

El aceite esencial de G. jasminoides es obtenido generalmente a partir de sus flores y fruto
(Lim, 2014) y sus componentes volatiles son acidos alifaticos, cetonas, aldehidos, ésteres,
alcoholes, derivados aromaticos y productos de la transformacion de los iridoides (Xiao et al.,
2017). La técnica de extraccion mas empleada para la obtencion del aceite esencial es la
hidrodestilacion empleando aparatos tipo-Clevenger, con la cual se han obtenido composiciones
tales como: a-farneseno (28.41 %), guaiol (5.89 %), ( Z )-3-hexenil-tiglato (5.47 %), bulnesol
(5.03 %), cis-3-hexenil benzoato (4.21 %), linalool (22.05 %), trans-B-ocimeno (10.59 %), a-
terpineol (9.03 %), metil tiglato (2.66 %), tetracosano (5.64 %), germacreno D (0.03 %),
germacreno B (0.08 %), B-cariofilleno (0.05 %), calareno (0.14 %), nerol (0.4 %), a-thujene
(0.03 %), cis-3-hexenol (0.22 %), mirceno (0.02 %), a-pineno (0.02 %), B-pineno (0.02 %), entre
otros (Obuzor & Nwaokolo, 2010). El aceite esencial de G. jasminoides también ha sido

obtenido mediante otras técnicas como se resume en la tabla 3.

Técnica de extraccién Pardmetros de extraccion Resultados (%)
Presion: 36.8 MPa Acido linoléico 44
Temperatura: 65 °C Acido palmitico 26.4
Flujo sc-CO,: 15 Kg/h Acido oléico 24.6
Presion: 29,8 MPa 16 componentes mayoritarios
Temperatura: 49,9 °C identificados.
Tiempo: 93,8 min
Extraccidn con fluidos supercriticos Acido linoléico 44.3
Presion: 30 MPa Acido oléico 24.9
Temperatura: 55 °C Acido palmitico 24.8
Flujo sc-CO3: 15 Kg/h Acido estedric 2.5
Acido linolénic 1.3
Presion: 12-25 MPa Rendimiento aceite 12
Temperatura: 45 °C
Extraccion con fluidos subcriticos  n-Butano Acidos grasos 77.6
Extraccion asistida por microondas 28 kHz-100 W Rendimiento aceite 16.5

Tabla 3. Otras técnicas de extraccién empleadas para la obtencion de aceite esencial de G. jasminoides. Tomada y
adaptada de Xiao et al., 2017
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Como se puede observar en la tabla 3, se han aplicado diferentes técnicas de extraccion para
la obtencion de aceites esenciales a partir de G. jasminoides. Cabe resaltar que la técnica de
extraccion y el disolvente empleado inciden significativamente sobre la composicion del aceite y
el porcentaje de recuperacion del mismo.
Dado el interés de la técnica de extraccion con fluidos supercriticos para este trabajo, a
continuacion, se realiza una descripcion de los conceptos fundamentales relacionados con la

técnica.

1.3 Extraccion con fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es una técnica de amplia difusion en el campo
de los productos naturales gracias a las ventajas que presenta. SFE se basa en el uso de una
sustancia (disolvente) por encima de sus valores criticos de temperatura (Tc) y presion (pc), en los

cuales no hay variaciones de estado (Brunner, 2005), como se observa en la figura 1.

1
§ Solid /Lupercritlcé

Critical
point (CP)

Triple

point (TP) Gas

T
T, Temperature —>

Figura 1. Diagrama de fases de una sustancia pura. Tomada de Brunner, 2005

En condiciones supercriticas la solubilidad de un analito de baja volatilidad en un fluido

subcritico (T < Tc) o supercritico (T > Tc) es funcién de la temperatura y de la presién del
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proceso (Brunner, 2005). En la figura 2 se observa este fendmeno y la dependencia de la

densidad del fluido (lineas punteadas) en funcion de la presion (lineas segmentadas).

) S
High pressure ¢ S

P

T 7,

Solute solubility

T, Temperature —s

Figura 2. Solubilidad de un analito en funcién de la temperatura y la presién. Tomada de Brunner, 2005

Dado este fendmeno, dos de las variables més importantes que afectan un proceso de
extraccion con fluidos supercriticos son la temperatura y la presion, por lo que son factores a
optimizar.

Uno de las sustancias mas empleadas en SFE es el dioxido de carbono porque presenta
condiciones supercriticas bastante asequibles en términos energéticos (Tc =31.2 °Cy pc = 71.3
MPa), es quimicamente inerte, reciclable, gaseoso a condiciones normales, no es inflamable, ni
toxico (Singh, Dhanani, & Kumar, 2017).

La instrumentacién basica de un equipo SFE se ilustra en la figura 3, la cual consiste de un
cilindro que provee el diéxido de carbono, una bomba que lleva el fluido a condiciones de
presion, un precalentador que lleva el fluido a condiciones de temperatura, una celda de
extraccion en el que se coloca la muestra, un separador en el cual el diéxido de carbono pierde

las condiciones supercriticas y se separa de la muestra como gas y un colector de extracto.
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Figura 3. Esquema de un equipo SFE. 1. Cilindro CO2; 2. Bomba COg; 3. Precalentador; 4. Celda de extraccion; 5.
Separador; 6. Controlador de temperatura; 7. Colector de extracto; a-f. Valvulas de paso; h-j. Manémetros. Tomada
de (Castro-Vargas, Rodriguez-Varela, Ferreira, & Parada-Alfonso, 2010)

SFE también ha sido empleado para la obtencién de aromas y aceites esenciales dada la gran
eficiencia de la técnica para extraer compuestos volatiles y termolabiles, asegurando el potencial
bioactivo de los mismos (Capuzzo, Maffei, & Occhipinti, 2013).

Dado que en este trabajo se estudia el potencial antioxidante, antibacterial y antiplaquetario
del aceite de G. jasminoides empleando SFE, a continuacion se definen las generalidades de

estas bioactividades.

1.3 Actividad Antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que pueden impedir, retrasar o inhibir el proceso de
oxidacion que ocurre por influencia del oxigeno atmosférico o por las especies reactivas de

oxigeno: 05, 0,,HO*,NO*, ONOO~, HOCI, RO(0)*,LO(0)". Los antioxidantes son usados para
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estabilizar productos alimenticios, cosméticos, farmacéuticos e incluso derivados petroquimicos.

Los antioxidantes estan implicados en los mecanismos de defensa del organismo contra
patologias asociadas a los radicales libres, de ahi el interés generalizado por el estudio y
busqueda de sustancias con actividad antioxidante. Si bien existen antioxidantes enddgenos de
naturaleza enzimatica (p. e: superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa) y no
enzimatica (p. e: &cido urico, bilirrubina, albimina, metaloproteinas), que protegen al organismo
frente a los radicales libres, también es posible encontrar antioxidante exogenos que coadyuvan
con dicho rol, tales como vitaminas (p. e: E, C, D, K), carotenoides (p. e: B-caroteno), minerales
(p. e: Cu, Mn, Zn, Fe, Se), flavonoles (p. e: quercetina, rutina), terpenos (p. e: limoneno,
terpineno), entre otros.

En los dltimos afios se han desarrollado métodos quimicos (in vitro) para aproximarse al
potencial antioxidante de una sustancia, algunos de los cuales estan basados en sistemas
quimicos de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y de electrones (SET). Los

mecanismos de HAT y SET se ilustran en la Figura 4.

Transferencia de atomos de hidrégeno
HAT

X'+ AH—XH+ A’

Transferencia de solo un electron

SET

X"+ AH— X~ + AH"
. H0 .
AH™ == A"+ H,0
X~ + H,0" — XH + H,0

M(III) + AH — AH™ + M(II)

Figura 4. Mecanismos HAT y SET. Tomado y adaptado de (Prior, Wu, & Schaich, 2005).
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A través de un método HAT se mide la capacidad de un antioxidante de atrapar radicales

libres (X*) mediante la donacion de un atomo de hidrégeno (donde AH es cualquier donor de H).

Mientras que en un sistema SET se estudia la capacidad de un antioxidante para transferir un

electron y reducir cualquier compuesto, incluidos metales (M), carbonilos y radicales. Algunas

las técnicas que se fundamentan en mecanismos HAT y SET se resumen en la Tabla 4.

Ensayo de capacidad
antioxidante

Principio del método

Determinacion del producto
final

Espectrometria

DPPH Reaccion antioxidante con un Colorimetria
radical organico
ABTS Reaccion antioxidante con un Colorimetria
radical catidnico organico
FRAP Reaccion antioxidante con un Colorimetria
complejo de Fe (111).
PFRAP Reduccion de ferricianuro de Colorimetria
potasio por antioxidantes vy
posterior reaccién de
ferrocianuro de potasio con Fe®*
CUPRAC Reduccion de Cu (1) a Cu (1) por  Colorimetria
antioxidantes.
ORAC Reaccion  antioxidante con Pérdida de fluorescencia de la
radicales peroxilo, inducida por fluoresceina.
APPH (2,2 - azobis-2-amidino-
propano)
HORAC Capacidad antioxidante para Pérdida de fluorescencia de la
apagar los radicales OH, fluoresceina.
generados por un sistema tipo
Fenton basado en Co (11).
TRAP Capacidad antioxidante para Extincién de

eliminar los radicales derivados
del luminol, generados a partir de
la descomposicion APPH

guimioluminiscencia

Fluorimetria

Emision de luz por una sustancia
qgue ha absorbido luz u otra
radiacion electromagnética de
diferente longitud de onda

Registro de  espectros de
excitacion /  emision  de
fluorescencia.

Tabla 4. Métodos analiticos para el analisis de la actividad antioxidante. Tomado y adaptado de (Pisoschi &

Negulescu, 2012).

Uno de los métodos mas usados para estudiar la actividad antioxidante de compuestos y

extractos es el método colorimétrico del DPPH. EI DPPH" (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es
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un radical libre estable debido a la deslocalizacion de la esfera electrénica que envuelve a la
molécula, por lo que no dimeriza como ocurre con la mayoria de los radicales. La
deslocalizacion electronica del DPPH® causa su color parpura caracteristico con una banda de
absorcion maxima a 520 nm. Cuando el DPPH" reacciona con un atomo de hidrégeno de una
fuente donora (sustancia o extracto antioxidante), el radical es reducido a su forma molecular con
la consecuente desaparicion del color purpura (Ver Figura 5). De esta manera la disminucién en
la absorbancia depende linealmente de la concentracion del antioxidante. EI Trolox (&cido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) es usado como antioxidante de referencia en este

método.
0
ot 7N Q
—0 W,
_ Mo ¢
0
\r v N/ 0 )=
- ) -
/i N, T oan M W H—— B + o
£ b
: 7\ d
N=0 . / \\
o = =0
0 -
1,1 - difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Parpura Amarillo

Figura 5. Reaccién de decoloracién del DPPH. Tomado y adaptado de (Alam, et al., 2012)

Otro método de gran importancia para la evaluacion de la actividad antioxidante de
compuestos y extractos es el método del potencial reductor férrico-FRAP. FRAP se basa en el
potencial que tiene una sustancia o un extracto para reducir el Fe3* a Fe?*, para lo cual se emplea
el complejo ion férrico-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) (Ver Figura 6). La union entre el
ligando y el ion ferroso genera un color azul marino intenso. La absorbancia se puede medir para

probar la cantidad de hierro reducida y se puede correlacionar con el potencial antioxidante de la



23

sustancia o extracto evaluado. El Trolox o el &cido ascorbico son empleados como referencias.

R
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P M | N N
\\| |/ = =

Fe**-TPTZ + Antioxidante reductor Fe?*-TPTZ (Azul intenso a 595nm)
Figura 6. Reaccion del método FRAP. Tomado y adaptado de (Prior et al., 2005)
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Tanto el método DPPH como FRAP son habitualmente usados para evaluar sustancias de

mediana y baja polaridad como las que se pueden encontrar aceites de origen vegetal.

1.4. Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana de un compuesto o extracto esta relacionada con la capacidad de
este para inhibir el crecimiento de una poblacién bacteriana bien sea por un efecto bacteriostatico
0 bactericida (Quesada, 2013). La actividad antibacteriana se evaltia sometiendo a una poblacién
bacteriana que crece en agar a una sustancia o extracto de interés. S. aureus y E. coli son los
organismos de prueba mas utilizados para realizar actividades contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, respectivamente (Cervantes Garcia & Garcia Gonzélez). La susceptibilidad de
la bacteria puesta en prueba esta directamente relacionada con el tamafio de la zona de inhibicion
en milimetros. Se considera que la bacteria es susceptible cuando el diametro de la zona es
mayor a 30-35 mm; intermedios cuando el didmetro de la zona varia entre 20 a 30 mm y
resistentes cuando la zona es menor a 15y 20 mm. (Herrera, 1999). S. aureus es considerado un
patdgeno con gran potencial para causar multiples infecciones en el humano y en los animales. S.

aureus es una especie virulenta, responsable de un amplio espectro de enfermedades, que van
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desde infecciones de la piel y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con la vida.
El impacto de las cepas de S. aureus sobre la salud es la resistencia que puede presentar

a multiples antibidticos (Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzalez, & Salazar-Schettino, 2014). Por
otra parte E. coli es responsable de toxoinfecciones alimentarias generadas a partir de productos
carnicos contaminados. Existen numerosas cepas de E.Coli que se pueden encontrar en patologia
humana y que presentan una virulencia marcada. Son conocidas como agentes responsables de
gastroenteritis infantil, especialmente en paises en vias de desarrollo, causando la muerte de
cerca de un millén de nifios cada afio debido a deshidratacién y a otras complicaciones (Canet,

2016).

1.5 Actividad Antiplaquetaria

Los antiplaquetarios son un grupo de sustancias gque tienen como funcién evitar que las
plaquetas se agrupen y formen coagulos sanguineos (figura 7). Los coagulos se pueden formar
cuando se presentan lesiones bien sea externa por ejemplo en el caso de una cortadura o interna
que es cuando se presenta dentro de los vasos sanguineos, en este Gltimo caso es cuando se dan

los infartos vasculares (Perez, 2008).

Musculo
liso

Endotelio

Membrana basal
MEC (Coligeno)

Figura 7. Mecanismo de agregacion plaquetaria Tomada de (Cacheda, 2011)
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A continuacion, se presentan los farmacos méas conocidos que presentan inhibicion plaquetaria

y su mecanismo de accion, siendo la aspirina el mas comunmente usado a nivel mundial.

Farmaco Blanco de accion
Inhibicion irreversible de la ciclooxigenasa, lo que
provoca la disminucion del TxA2, y disminucion en

Aspirina la formacion de prostacidina en el endotelio vascular
que es un importante inhibidor de la agregacion
plaquetaria.
Trifusal Variante de la aspirina.
Bloquea la fosfodiesterasa plaquetaria, se produce
Dipiridamol un aumento del AMPc que bloquea al calcio que
interviene en la agregacion.
Ticlopidina Inhiben los receptores de ADP de plaquetas y por
tanto bloquean la activacion plaquetaria inducida por
el ADP.
Abciximal, etifibatide  Antiagregantes que basan su accion en el blogueo de
y tirofiban la GPIIb / llla.

Tabla 5. Inhibidores plaguetarios Tomada de (Palomo, et al., 2008)

Para determinar la actividad antiplaquetaria se emplea una aproximacion inicial que consiste
en exponer una muestra de sangre a una sustancia o extracto de interés, para observar el tiempo
de coagulacién. Esta coagulacion es comparada la de una muestra de sangre sin tratar y con otra

muestra tratada con heparina (Quesada, et al., 2013).
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2. Justificacion

En la extraccion de aceites esenciales es muy frecuente el uso de metodologias que resultan
costosas y de bajo rendimiento, razon por la cual este proyecto se enfoca en obtener aceite
esencial de G. Jasminoides a partir de la utilizacion de un solvente inocuo y de bajo costo como
lo es el CO2 en estado supercritico.

También se pretende caracterizar las bioactividades de este extracto y compararlas con el
obtenido de manera tradicional. Entre las bioactividades a analizar tenemos en primer lugar la
actividad antioxidante de la cual se han desarrollado estudios y se ha comprobado que es alta en
el extracto de esta planta, los antioxidantes contribuyen a evitar el envejecimiento celular
inhibiendo el dafio producido por los radicales libres, por lo tanto al evidenciar una alta actividad
antioxidante en este extracto es posible utilizarlo en la industria alimenticia y asi enriquecer
algunos alimentos y hacerlos Utiles en este sentido para diversos seres vivos.

La Eschericia Coli y el Estafilococo Aureus son bacterias que generan enfermedades
importantes en el ser humano, la determinacion de la actividad antibacteriana en estas dos
especies es fundamental, ya que se podria utilizar en la industria farmacéutica especificamente
como principio activo en la fabricacion de antibi6ticos.

En cuanto a la actividad antiplaquetaria se pretende establecer si el extracto de Gardenia tiene
la capacidad de inhibir la agregacion plaquetaria causante de problemas como la trombosis, los
derrames cerebrales, entre otros a través de una prueba comparativa con otros inhibidores
elaborados por la industria farmacéutica.

La obtencion del aceite de una forma ambientalmente amigable y la determinacion de estas

bioactividades podrian contribuir a optimizar el uso del mismo en beneficio de la sociedad,
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buscando aplicaciones industriales del aceite esencial fomentando el incremento de la
produccidn de gardenias en el pais.

Este proyecto permite al estudiante aplicar técnicas diferentes e innovadoras a nivel de
extraccion e inclusive proyectarse hacia la creacion de empresa a partir de una materia prima que

todavia tiene mucho campo de accién en el pais.
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3. Planteamiento del Problema

La extraccion del aceite esencial de G. Jasminoides con solventes organicos representa un
problema ambiental ya que dichos solventes son altamente tdxicos, costosos y de dificil
recuperacion. El uso de solventes libera a la atmosfera compuestos organicos volatiles (COV’s),
que provocan problemas importantes en el entorno natural, como la degradacion y destruccion de
la capa de ozono. El caracter volatil de los solventes hace que éstos se evaporen rapidamente en
el aire, alcanzando concentraciones importantes en espacios confinados. Los riesgos mayores
para el ser humano se producen por la absorcion de éstos a través de la piel y por inhalacién. Por
ello, algunos solventes estan asociados a la irritacion ocular, molestias nasales y de garganta,
jaquecas, reacciones cutaneas y alérgicas, disnea, nauseas, fatiga, mareo, aborto espontaneo,
malformaciones congénitas, lesiones cerebrales, interferencias en la capacidad reproductiva, o al
cancer infantil.

Ademas, la mayoria de los solventes son inflamables y explosivos, lo que representa otro tipo
de riesgo diferente asociado a estas sustancias. Algunos no arden necesariamente con facilidad,
pero si tienden a descomponerse a altas temperaturas dando lugar a otros compuestos altamente
toxicos. (Sanchez Montero & Andrés).

Teniendo en cuenta los riesgos mencionados anteriormente queda patente la necesidad de
minimizar la exposicion humana a estas sustancias, por lo que el estudio de diferentes sistemas
de reemplazo de los mismos con medios de reaccion alternativos como los fluidos supercriticos
representa una posibilidad de reducir ampliamente el perjuicio que estos solventes pueden
ocasionar obteniendo los mismos productos con un minimo de dafio tanto para las personas como

para el ambiente.
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El fluido supercritico mas empleado para las extracciones es el CO», debido a sus multiples
propiedades ya que es un gas totalmente inocuo que en condiciones de presion y temperatura
superiores a su punto critico se convierte en un solvente muy potente, sirviendo como elemento
separador eficaz totalmente limpio. Sus principales ventajas radican en la facil separacion de
sustancias; las suaves temperaturas en el proceso que evita el dafio al producto; al ser un
compuesto no inflamable, no corrosivo, no téxico, no cancerigeno; su capacidad selectiva y la no
generacion de residuos, constituye una opcion mucho mas limpia y segura que los procesos
convencionales, que permite preservar ademas los principios activos y caracteristicas propias de
las sustancias.

El uso de esta metodologia permite obtener productos de origen natural como los aceites
esenciales, conservando sus principios activos los cuales se evidencian evaluando las
bioactividades del mismo. Por tal razén, a través de este proyecto de investigacion se pretende
determinar la influencia de la presion y la temperatura en el rendimiento y las bioactividades
(actividad antioxidante, antibacteriana y antiplaquetaria) del aceite esencial de G. Jasminoides
mediante la extraccion con CO> supercritico comparando los resultados con un aceite esencial
obtenido por métodos convencionales (hidrodestilacion). Estas bioactividades resultan de gran

importancia a nivel industrial y/o farmacéutico.



4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Estudiar la bioactividad de extractos de G. Jasminoides obtenidos con CO; supercritico.

4.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la presion y la temperatura sobre el aceite esencial de G.
Jasminoides en la extraccion con CO; supercritico.
2. Determinar la actividad antioxidante del extracto de G. Jasminoides mediante los

métodos DPPH y FRAP.

30

3. Analizar la actividad antibacteriana del extracto de G. Jasminoides en E. Aureus y E.

Coli.

4. Establecer la potencial actividad antiplaquetaria del extracto de G. Jasminoides.
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5. Metodologia

La propuesta investigativa se desarroll6 en cinco etapas a saber: (1) Preparacion de la
muestra (recoleccion, limpieza, secado, molienda y almacenamiento); (2) Obtencion de extractos
empleando fluidos supercriticos (EFS) variando la presion y la temperatura e hidrodestilacion
como técnica de comparacion; evaluacién de la (3) actividad antioxidante, (4) actividad
antibacteriana y (5) actividad antiplaquetaria.

La metodologia se resume en el siguiente diagrama:

5.1. Diagrama del disefio de la investigacion

(1) Preparacion de la Muestra

3
(2) Obtencion de extractos
5
= ) 4
_ Clésic?a: - Emergente: Fluidos
Hidrodestilacion Supercriticos (EFS)
AP 4‘

1

Evaluacion de actividades

3

| y y

(3) Antioxidante: (4) Antibacteriana: (5) Antiplaquetaria:
DPPH v FRAP Difusiéon en Agar in vitro

4 y b

l

Seleccion de mejores condiciones de extraccion

Figura 8. Esquema general
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5.2. Lugar de Ejecucion

Las actividades experimentales se realizaron en la Universidad Nacional de Colombia. Sede
Bogota. Facultad de Quimica. Laboratorio de Fluidos Presurizados y en la Universidad Nacional
Abierta y a Distancia. Sede Nacional José Celestino Mutis, Bogota, Colombia. Laboratorio

Multipropdsito y Laboratorio de Microbiologia.

5.3. Materiales y Métodos

5.3.1. Recoleccidn del material vegetal

Figura 9. Recoleccion y cultivo de flores de G. Jasminoides

Las flores de G. jasminoides se recolectaron en estado de madurez éptimo con los pétalos
completamente abiertos y en el momento mas alto de sol (12:00 m) para disminuir humedad por
rocio de manera aleatoria, septiembre de 2017, en el cultivo de la finca San Pablo, ubicada en
municipio de Fusagasuga (Figura 9), departamento de Cundinamarca, cuyas caracteristicas

geogréficas y ubicacion se describen en la tabla 6 y la figura 10 respectivamente:

Caracteristica Descripcion
Ubicacion 4°22'20.4"N 74°22'30.6"W (Figura 7)
Area 3551 m?
Altitud 1649 msnm
Temperatura promedio 19.4°C
Humedad relativa 56%
Caracteristica del suelo Franco arcilloso, acido pH=4,99.

Tabla 6. Caracteristicas geograficas de la muestra
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Figura 10. Ubicacion geogréfica finca San Pablo, Fusagasuga

5.3.2. Preparacion de la muestra:
La muestra recolectada (~10 kg) se proceso in situ (instalaciones del cultivo), separando los

pétalos de la yema (cogollo o “chupdn”) y descartando material enfermo, manchado o sucio.
Posteriormente, los pétalos son divididos en dos muestras, una de las cuales es almacenada en
bolsas herméticas en refrigeracion para su uso en fresco, mientras que la otra es fue extendida
sobre una superficie limpia a la sombra para proceder a su secado a temperatura ambiente por 60
dias. Posteriormente, los pétalos secos son troceados manualmente y molidos con hielo seco, a
fin de reducir el tamafio de particula. La muestra seca y molida es almacenada en bolsas

herméticas y almacenada a -20 °C hasta su uso (Banchero,et al., 2008).

5.3.3. Extraccion por Hidrodestilacion
La extraccion por hidrodestilacion se desarrollo utilizando el montaje descrito en la Figura 11.
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Figura 11. Equipo de extraccion por hidrodestilacion: (1) resistencia de calentamiento, (2) bal6n de fondo plano de
dos bocas con desprendimiento de 500 mL, (3) termdmetro, (4) condensador con enfriamiento y (5) embudo de
recoleccion y separacion del extracto

En el proceso de extraccion por hidrodestilacién se emplearon ~100 g de los pétalos de G.
jasminoides (muestra almacenada en fresco), los cuales fueron puestos en el balén de fondo
plano (2) junto con 300 ml de agua destilada, se realizo el montaje de acuerdo a la figura 8
verificando que no presentara fugas, y se extrajo hasta agotamiento de la muestra, finalmente el
extracto fue separado en el embudo de decantacion, recolectado en frascos ambar de 50 mL y

almacenado a -20 °C hasta su uso. El procedimiento se realiza por triplicado.
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5.3.4. Extraccion con COz2 supercritico

Para el proceso de extraccion con CO- supercritico se utilizo el equipo descrito en la figura

12.

Figura 12. Diagrama esquematico y fotografia del equipo de extraccion supercritica con CO2: (1) cilindro de COz; (2)
bomba Nova Werke AG CH-8307 Effretikon; (3) bafio de precalentamiento; (4) valvula reguladora de presion (BPR),
(5) celda de extraccion; (6) una chaqueta de calentamiento y regulador de temperatura; (7) manémetro y (8) colector
de extracto.

En el proceso de extraccion se usaron ~40 g de la muestra seca y molida los cuales fueron
puestos en la celda de extraccion. El sistema fue cerrado y se alcanzaron las condiciones de
extraccion de acuerdo al disefio experimental Tabla 7. Las extracciones se realizaron en
discontinuo con ciclos de 10 min durante 120 min. Los extractos fueron recolectados en frascos

ambar de 10 mL y almacenados a -20 °C hasta su uso.

5.3.5. Disefio experimental
Con el fin de conocer el efecto la presion y la temperatura en el proceso de extraccion

supercritica sobre el rendimiento de extracciéon y las actividades antioxidante, antibacterial y

antiplaquetaria, se empled un disefio factorial 22, como como se muestra en la Tabla 7.
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Ensayo Presion (Bar) Temperatura (°C)
1 275 45
2 325 65
3 325 45
4 275 65

Tabla 7. Condiciones de presion y temperatura utilizadas en la extraccion con CO2 supercritico

Cada ensayo del disefio fue realizado por duplicado y los resultados fueron reportados como la

media * desviacion estandar (x * sd).

5.3.6. Determinacién de la actividad antioxidante de Extractos

La actividad antioxidante fue determinada por los ensayos DPPH y FRAP.

A. Ensayo DPPH

La capacidad para la eliminacion de radicales libres se desarrollé de acuerdo con el

método propuesto por (Granados, Yafiez, & Diofanor, 2014), con algunas

modificaciones. Trolox fue empleado como estandar y se construyd una curva de

calibracion entre 25 y 500 uM. Se dispusieron 10 mL de la una solucion Stock 24 % p/v

de DPPH la cual fue diluida con metanol hasta alcanzar una absorbancia de 1,100 + 0,02

a 515 nm. Posteriormente, 950 uL de la solucion de DPPH fue mezclada con 50 uL de

extracto y agitada con vortex por 5 s. Luego de 30 min de incubacion, se realizé la lectura

de la absorbancia a la longitud de onda sefialada cada 10 minutos por 2 horas, hasta

lectura constante. Los valores finales fueron relacionados con la curva de calibracién

determinando el % de inhibicion de acuerdo con la ecuacion 1, donde Ao corresponde a la

absorbancia de control (mezcla sin extracto) y A; a la absorbancia de la mezcla de
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reaccion (DPPH con extracto o Trolox). Los resultados se expresan como mg
equivalentes de Trolox por cada 100 g de muestra en base seca (mg Eq-Trolox/100g

muestra).

%Inhibicién = 100 (2=22) 1)

Ap

B. Ensayo de FRAP

El ensayo de FRAP fue desarrollado de acuerdo a la metodologia propuesta por
(Agudo Medina, 2010), con algunas modificaciones. El reactivo de FRAP fue preparado
mezclando 2,5 mL de la solucién TPTZ (10 mM en HCI 40 mM) con 25 mL de buffer
acetato (300 mM, pH 3,6) y 2,5 mL de FeCls » 6H.0 (20mM). Para cada ensayo, en un
tubo eppendorf de 2,0 mL se preparo la solucion de lectura con 900 pL del reactivo de
FRAP, 90 L de agua destilada y 30 pL del patrén (Trolox) o del extracto (concentracion
2mg/mL o 8mg/mL) y se incubd a 37 °C durante 4 minutos, luego de lo cual se mide la
absorbancia inicial a 593 nm y se realizan lecturas cada 10 minutos durante 2 horas hasta
alcanzar valores de absorbancia constantes. La curva de calibracién fue preparada con
Trolox entre 200uM a 600uM siguiendo el mismo procedimiento. Los resultados se
expresan como mg equivalentes de Trolox por cada 100 g de muestra en base seca (mg

Eg-Trolox/100g muestra).

5.3.6. Evaluacion de la actividad antibacteriana por difusion en Agar
La actividad antibacteriana fue evaluada mediante la metodologia propuesta por (Ramirez,
Aristizabal y Marin, 2012). Las cepas bacterianas (E. coli o S. aureus) fueron sembradas de

manera independiente en agar nutritivo (extracto de carne, extracto de levadura, peptona,
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carbohidratos y cloruro de sodio) (Montoya, 1999) en forma de rejilla empleando cajas de Petri.
Se realizaron 5 pozos de 6 mm de diametro sellando el fondo con 15 pL de agar. En cada pozo se
adicionaron 3pL del extracto de gardenia, todos los tratamientos se llevaron a incubacion a 37°C
por 24 horas. Luego del tiempo de incubacion se midieron los halos de inhibicion, en los que se
observa el crecimiento de la colonia bacteriana, se considera activo cuando el halo medido es >
30 mm, de actividad intermedia con didmetro entre 20-30 mm y no activo (o resistente) cuando

el didmetro es < 20 mm.

5.3.7. Actividad antiplagquetaria
La evaluacién de la actividad antiplaquetaria se desarrollé de acuerdo al procedimiento

propuesto por Quesada y cols, 2013. Para cada ensayo se extrajo 1 mL de sangre humana de un
paciente sano. Se empled heparina como control positivo y referencia. 6L de sangre fueron
dispuestos en un portaobjetos, a los cuales se les agregd 3uL de heparina. La mezcla se incub6
por 2 min, luego de lo cual se midié el tiempo de coagulacion. La evaluacion de los extractos se
realizé reemplazando la heparina y siguiendo el mismo procedimiento. Los resultados se
reportaron indicando el tiempo de coagulacion de cada extracto relacionados con el de la

heparina.

5.3.8 Andlisis estadistico
El efecto de las variables independientes (presion y temperatura) sobre las respuestas de las
actividades evaluadas fue analizado mediante diagramas de Pareto y el andlisis de la varianza

(ANOVA) empleando Statistica 12®.
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6. Analisis de resultados

6.1. Rendimiento de extraccion

Los rendimientos de extraccion de los procesos de extraccion mediante arrastre con vapor y

SFE se resumen en la Tabla 8.

Actividad antibacterial

Técnica Condicion Actividad antioxidante (mm) Actividad
de Presi  Temp Rendimiento antiplaquetari
extraccio on eratur (9/100 g) DPPH (mg FRAP (mg E. Coli S. aureus a

n (bar) a(°C) Eq/100 g) Eq/100g) ()

275 45 512 +0,20 208+0,14 550+042 405+0,33 6,03+0,25 1845+0,71
325 65 8,56 £ 0,35 271+0,16 306+035 437+035 6,63+0,25 1830+1/41

SFE 325 45 6,86 + 0,33 3,09+0,12 3,73+0,39 4,15+0,28 6,05 + 0,09 186,5+2,12
275 65 3,72+0,41 2,30 £0,40 7,25 +0,49 4,42 +0,52 6,50 £ 0,25 1845+ 1,85
Hidrodest
ilacion 96 4 4,6 6,8 9,0 14,0 360

Tabla 8. Resultados experimentales

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo determinar que el extracto con mejor
porcentaje de rendimiento (8,56 g/100g) fue el obtenido a 325 bar y 65 °C. De acuerdo con el
diagrama de Pareto (Figura 13) el efecto positivo de la presion es significativo sobre esta
variable, seguido por el efecto de la interaccidn presion-temperatura, mientras que la temperatura

no afecta el rendimiento. El ANOVA se resume en la tabla 9.

(1)Presion (bar) 14,0408{

1by2 | 6,625051

(2)Temperatura (°C) | ,641134

p=,05

Figura 13. Diagrama de Pareto Rendimiento (g/100g)
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El estudio realizado por He y cols. (2010) muestra que las mejores condiciones de extraccion
con sc-CO; para frutos de G. jasminoides fueron 368 bar y 65°C con un rendimiento de 9,77%,
lo cual es similar al obtenido en este estudio. También resulta interesante mencionar que, en
dicho trabajo He y cols. (2010), obtuvieron el menor rendimiento a 200 bar y 65°C (1,08%),
cuyo valor también es similar al obtenido a las condiciones experimentales.

En cuanto al proceso de hidrodestilacién empleado como referencia, se obtuvo un
rendimiento de 4%, el cual es menor a los valores obtenido por SFE, lo que da cuenta de un
proceso mas eficiente, lo que puede estar relacionado con alta volatilidad, alta difusividad y baja
viscosidad del CO>, lo que permite transportar de los componentes del extracto con mayor
facilidad; de igual manera, la selectividad de CO, permite obtener microcomponentes valiosos
como compuestos antioxidantes y antimicrobianos, como se muestra en los resultados

relacionados con estas variables.

6.2. Determinacion de la actividad antioxidante

6.2.1. Método DPPH
De acuerdo con la metodologia descrita se estudié la capacidad antioxidante de los extractos

para inhibir la formacién del radical libre de DPPH. Los resultados obtenidos fueron interpolados
en la curva de calibracion realizada con trolox (-0,007x + 0.5491; R20.97). Con los resultados
obtenidos se determind la actividad antioxidante de cada uno de los extractos (ver Tabla 8). El
extracto que presenta la mejor actividad fue el obtenido a 325 bar y 45 °C. De acuerdo con el
diagrama de Pareto (Figura 14) la presion es la variable que mas afecta al DPPH como respuesta,

mientras que los efectos combinados presion-temperatura y temperatura no son importantes.
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(1)Presion (bar) 4,234269 -

lby2 | -1,78049

(2)Temperatura (°C) | -,4339

—
Figura 14. Diagrama de Pareto DPPH (mg Eq/100g)

Se han realizado diversos estudios con respecto a la actividad antioxidante de frutos de la
planta de G. jasminoides, en los cuales se ha determinado que son una excelente fuente de
antioxidantes para ser empleados como suplementos dietéticos. En el estudio realizado por
Beong Ou Lim se encontraron actividades de 0,14 mg/mL y 0,36 mg/mL para los extractos
acuoso y etanolico del fruto de G. jasminoides, respectivamente.

En el estudio realizado por Xiao Wenping y sus colaboradores acerca de las bioactividades de
los extractos obtenidos a partir de los frutos de G. jasminoides se evidencia una gran actividad
antioxidante en los extractos obtenidos con agua y etanol. Los valores para DPPH fueron de 0,14
mg/mL para el extracto acuoso y 0,36 mg/mL para el extracto etanolico respectivamente,
mostrando mayor capacidad antioxidante el extracto acuoso al igual que en el estudio anterior.
(Xiao, Li, Wang, & Ho, 2017)

No se encuentran reportes con respecto a resultados en este tipo de ensayos para extractos

obtenidos a partir de flores, lo cual hace de este proyecto algo novedoso en cuanto a este campo,
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ya que se demuestra que no solamente el fruto de la planta tiene una gran capacidad antioxidante,
sino que ademas las flores pueden ser usadas para tal fin. En los resultados obtenidos se puede
apreciar que el extracto obtenido por hidrodestilacion tuvo una actividad antioxidante de 4,6mg
Eqg/100g.

Los resultados obtenidos para la actividad antioxidante con DPPH sugieren que la flor de G.
jasminoides contiene compuestos capaces de transferir atomos de hidrégeno estabilizando el
radical DPPH, lo cual esta determinado por la energia de disociacion de enlace de la sustancia
que contiene el hidrogeno a transferir. Estos compuestos tienen una energia de disociacién de
enlace (EDE) muy baja lo que hace que la reaccion entre el radical libre y el antioxidante sea
termodinamicamente mas favorable que la reaccion entre el radical libre y el sustrato oxidable.

Las reacciones TAH son rapidas, independientes del pH y el solvente, pero sensibles a la
presencia de metales y agentes reductores los cuales pueden generar una aparente mayor

reactividad del antioxidante. (Londofio, 2012).

6.2.2. Método FRAP
De acuerdo con la metodologia descrita se estudi6 la capacidad antioxidante de los extractos

mediante el método FRAP. Los resultados obtenidos fueron interpolados en la curva de
calibracion realizada con trolox (0.0047x + 0.3067; R20.91). Con los resultados obtenidos se
determind la actividad antioxidante de cada uno de los extractos (ver Tabla 8). El extracto que
presenta la mejor actividad fue el obtenido a 325 bar y 65 °C. De acuerdo con el diagrama de
Pareto (Figura 15) la presion es la variable que mas afecta al FRAP como respuesta (efecto
negativo), seguido de la interaccion presion-temperatura (efecto negativo), mientras que el efecto

de la temperatura no es importante.
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(1)Presion (bar) -10,073

1by2 | -4,07846

(2)Temperatura (°C) } 1,832349

p:,OI5
Figura 15. Diagrama Pareto FRAP (mg Eq/100g)

En el estudio realizado por Priyanka Maurya y sus colaboradores se extrajeron siete
polimetoxiflavonas de Gardenia Lucida, estos componentes son considerados bioactivos. Se
encontrd que el compuesto Xanthomicrol presenta un gran potencial reductor férrico
(1,07uM/100g de muestra seca). (Maurya, Singh, Gupta, & Lugman, 2016).

Los resultados obtenidos sugieren que las condiciones de extraccién a 325 bar y 65 °C son las
mas favorables para el arrastre de compuestos reductores de hierro, lo cual se ve reflejado en su
mayor actividad antioxidante con el método FRAP.

Los compuestos antioxidantes detectados mediante el método FRAP estan correlacionados
con el grado de hidroxilacidon y conjugacion aromatica, los cuales son compuestos con
potenciales redox menores a 0,07v. Se ha argumentado que la capacidad para reducir el hierro se
correlaciona poco con la estabilizacion de radicales libres; sin embargo, la oxidacién o reduccion
de radicales para formar iones puede detener la oxidacion en cadena y por lo tanto el poder

reductor reflejaria la capacidad de un compuesto para regular el estado redox (Londofio, 2012).
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Al determinar el coeficiente de correlacion (Figura 16) entre los valores equivalentes a Trolox
por 100g de muestra seca se obtuvo un valor de 0.72, lo que muestra una correlacion positiva,
donde las dos variables se correlacionan en sentido directo, es decir que a valores altos de
equivalentes a Trolox con DPPH, le corresponden valores altos de equivalentes a Trolox con
FRAP y viceversa. Esto sugiere que los componentes capaces de captar radicales libres podrian

ser los mismos que reducen oxidantes en esta planta.

DPPH Vs FRAP

&

Fi v=07 + e |
. ¢ =0,7212x = 2,3757
RE=0,5132

I
un
=)

g

Figura 16. Coeficiente de correlacion DPPH vs FRAP

La actividad antioxidante observada puede relacionarse con a la presencia de compuestos de
tipo terpenoide, como el linalool, tipicos en los aceites esenciales (Xiao, Lo, W vs Ho, 2017) El
linalool (2,6-dimetil-2, 7-octadieno-6-ol) es un monoterpeno presente en mas de 200 tipos de
plantas, y es el principal componente de varios aceites esenciales. El linalool tiene una amplia
gama de propiedades farmacoldgicas potenciales, tales como antiséptico, ansiolitico,
antiinflamatorio, antifungico, antimicrobiano y proapoptético en diferentes lineas de células
tumorales. Sin embargo, su uso principal esta asociado como una molécula olorosa o fragancia

en productos tépicos, en productos cosméticos y en la industria de fragancias. Actla como
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antioxidante protegiendo los lipidos, la sangre y demas fluidos corporales del ataque de radicales
libres de especies del oxigeno, como oxigeno singlete, y radicales hidroxilo, peroxido y

superéxido (Rodriguez, 2017).

6.3. Actividad antibacteriana

De acuerdo con la metodologia planteada para este ensayo se realizé una siembra con las
bacterias correspondientes (E. coli y S. aureus) empleando la técnica en rejilla, posteriormente
se adicionaron 3 uL de los extractos y se llevaron a incubacion a 37 °C durante 24 horas.

Pasado este tiempo se midieron los halos para determinar la inhibicion o no inhibicion de
cada extracto, los ensayos se realizaron por duplicado; para los cuales se obtuvieron los
resultados que se aprecian en la tabla 4, donde se pudo concluir de acuerdo a lo que se observé
que todos los extractos presentaron inhibicion, deteniendo el crecimiento de las bacterias
evidenciando que todos los extractos tienen un mayor efecto de inhibicién sobre la bacteria S.
aureus. Sin embargo, no se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los
extractos (p > 0,05) por lo que tampoco es posible establecer los efectos de los factores relativos

a la extraccion (presion y temperatura) sobre la actividad antibacteriana sobre E. coli (Figura 17).

(2)Temperatura (°C) 1,106845
1lby2 -,269735
(1)Presién (bar) ,1023134

p=,05

Figura 17. Diagrama de Pareto Inibiciéon E. Coli (mm)
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Por otra parte, la actividad antibacteriana sobre S. aureus se ve afectada principalmente por la
temperatura (efecto positivo), evidenciandose diferencias estadisticas sobre las condiciones de

extraccion. (Figura 18).

(2)Temperatura (°C) } 3,312684
(1)Presion (bar) , 4552977
lby2 ,3610982
p=,05 .

Figura 18. Diagrama de Pareto Inhibicion (mm)

En la literatura no se encuentran muchos reportes bibliograficos acerca de la actividad
antibacterial del extracto de G. jasminoides, sin embargo, en estudios realizados con otros
extractos como el de mandarina y naranja (Juaréz, y otros, 2010) se han reportado resultados
donde se considera que estos extractos tienen actividad antibacterial con halos a partir de 2 mm.

En el estudio realizado por Martinez y colaboradores (Martinez, Ojeda, Sulbaran, & Nava,
2003) donde se utilizd extracto de mandarina Dancy para determinar su actividad antibacterial en
Streptococus aureus se presentaron halos de inhibicién de 5mm en extractos puros y 4 mm en
extractos diluidos. En los extractos de G. jasminoides puros se presentaron halos de 6,0 mm vy 6,5
mm para los extractos obtenidos con CO; supercritico y de 14,0 mm para el extracto obtenido
por hidrodestilacion, lo cual sugiere que la actividad antibacterial del extracto de G. jasminoides

es mayor a la de la mandarina Dancy para esta bacteria. (Martinez, Ojeda, Sulbaran, & Nava,
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2003).

En el estudio elaborado por Juarez y colaboradores se establecieron halos de 21 mm a 28 mm
con aceite esencial de naranja para la bacteria S. aureus y total inactividad del extracto frente a la
bacteria E. Coli. Los halos obtenidos con aceite de G. jasminoides muestra una actividad
antibacteriana leve con halos de 4 mm a 5 mm en los extractos obtenidos con CO; supercritico y
un halo de 9 mm para el aceite obtenido por hidrodestilacion para la bacteria E. Coli, lo cual
sugiere una actividad mayor a la encontrada con los aceites de naranja y menor a la actividad
antibacteriana frente a la bacteria S. aureus. (Juaréz, y otros, 2010)

Los diferentes estudios analizados muestran una mayor actividad inhibitoria en las bacterias
gram positivas que en las bacterias gram negativas, esto es debido a la composicion de la pared
celular de las bacterias, ya que las gram negativas contienen una doble capa lipidica y una capa
de peptidoglicano que las hace mas resistentes a la accion de las sustancias antimicrobianas.

El coeficiente de correlacién para la actividad antibacteriana en los extractos obtenidos con
CO- supercritico muestra un coeficiente de correlacion de 1 lo que indica que es una correlacion

perfecta positiva, ya que ambas variables aumentan en proporcién constante.

6.4. Actividad antiplaquetaria

Teniendo en cuenta la metodologia propuesta para este ensayo, se obtuvieron los tiempos de
coagulacién de sangre expuesta a los extractos obtenidos. Para el extracto obtenido por
hidrodestilacion y el extracto a 275 bar y 45°C se observo que hubo distension de la sangre y el
extracto a 325 bar y 75°C presenta decoloracion de la sangre, todos los extractos presentan
retardacién en la coagulacion obteniendo un mayor tiempo con el hidrodestilado. Si bien en

todos los casos con los extractos se evidencio coagulacion, es evidente que la agregacion
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plaquetaria no se da, ya que el aspecto de la sangre es diferente al de la muestra de sangre de
control. La sangre se separ0 en pequefios puntos y en vez de unirse se separaron.
Adicionalmente, no se observaron diferencias estadisticas entre los extractos y la actividad

antiplaquetaria como respuesta, por lo que no es posible establecer efectos (Figura 19).

(2)Temperatura (°C) } -1,4596
1lby2 } -1,4596
(1)Presion (bar) ,2085144

Figura 19. Diagrama de Pareto Tiempo de coagulacion (s)

Se han realizado estudios in vivo con extractos obtenidos por decoccion acuosa de G.
jasminoides en los cuales se ha evidenciado que no influye en la circulacion de la sangre en
células musculares. También se han separado algunos componentes presentes en la G.

Jasminoides como n- butanol fraccidn genipin que muestra inhibicion de la actividad PLA..

Factor de respuesta Variables Suma de Gradosde  ValorF Valor p R?
independientes cuadrados libertad
Rendimiento Presién (bar) 21,58245 1 197,1450 0,000149 0,9837

Temperatura (°C) 0,04500 1 0,4111  0,556325

Presion x 4,80500 1 43,8913  0,002692
Temperatura

Error puro 0,43790 4

Total 26,87035 7

DPPH Presion (bar) 1,001113 1 17,92904 0,013324  0,84182
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Temperatura (°C) 0,010512 1 0,18827  0,686738
Presion x 0,177012 1 3,17014  0,149599
Temperatura
Error puro 0,223350 4
Total 1,411988 7
FRAP Presion (bar) 17,79061 1 101,4794 0,000546  0,96812
Temperatura (°C) 0,58861 1 3,3575  0,140843
Presion x 2,91611 1 16,6338  0,015118
Temperatura
Error puro 0,70125 4
Total 21,99659 7
Actividad Presién (bar) 0,001512 1 0,010468 0,923432  0,24647
antibacteriana Temperatura (°C) 0,177013 1 1,225106  0,330442
E. Coli Presion x 0,010512 1 0,072757  0,800707
Temperatura
Error puro 0,577950 4
Total 0,766988 7
Actividad Presion (bar) 0,010513 1 0,20730 0,672514  0,73876
antibacteriana Temperatura (°C) 0,556513 1 10,97387  0,029580
S. Aureaus Presién x 0,006612 1 0,13039  0,736290
Temperatura
Error puro 0,202850 4
Total 0,776488 7
Actividad Presion (bar) 0,12500 1 0,043478 0,845015  0,51832
antiplaquetaria Temperatura (°C) 6,12500 1 2,130435 0,218172
Presién x 6,12500 1 2,130435 0,218172
Temperatura
Error puro 11,50000 4
Total 23,87500 7

Tabla 9. ANOVA
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Conclusiones

Con la obtencion de extractos de G. jasminoides obtenidos con CO2 supercritico se
logré determinar una alta bioactividad donde se evidencio su buen comportamiento
antioxidante y antibacteriano.

Los extractos de G. jasminoides obtenidos a 325 bar y 45 °C 325 bar y 65 °C
presentan actividad antioxidante observada mediante los métodos DPPH y FRAP (2,8 mg
Eq/100g y 3,06 mg Eq/ 100g, respectivamente) lo que sugiere que el material es fuente
importante de sustancias con capacidad para inhibir o retardar procesos oxidativos
involucrados en multiples fendmenos como la conservacion alimentos. Asimismo, la
técnica de extraccion con fluidos supercriticos demostro ser eficiente para la obtencion de
extractos con este tipo de potencial.

Los extractos supercriticos obtenidos tienen alto potencial para ser usados como
bacteriostatos frente a E. coli y S. aureus. Asimismo, se identifico que S. aureus presenta
mayor sensibilidad a los extractos obtenidos.

Se determino que a pesar de que los extractos presentan una retardacion en la
coagulacion de la sangre, su potencial antiplaquetario no es significativo.

El efecto de la presion y la temperatura sobre el aceite esencial de G. jasminoides en la
extraccion con CO;z supercritico incide de manera determinante, aunque en la mayoria de
los casos el efecto de mayor importancia fue la presion, esto implica que es necesario
estudiar un mayor rango de presiones para conocer en detalle la naturaleza de este efecto

sobre las variables de respuesta.
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Recomendaciones

Es necesario establecer la naturaleza quimica de los extractos obtenidos empleando
técnicas como la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, a fin de
establecer la correlacion entre la bioactividad y la composicion quimica.

Es necesario adelantar estudios sobre los efectos bacteriostaticos y bactericidas de los
extractos sobre las bacterias estudiadas, relacionados con aspectos dosis-respuesta y
modificaciones metabdlicas en los microorganismos a fin de determinar la viabilidad

farmacéutica de los extractos.
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