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RESUMEN

El aceite esencial de Eucalyptus globulus, reconocido por sus propiedades
antioxidantes, fue extraido mediante la técnica de hidrodestilacion con arrastre
de vapor de hojas frescas y secas recolectadas en Crucita, Portoviejo, Ecuador.
Las muestras se procesaron a temperaturas de 40 °C, 50 °C y 60 °C para
evaluar su rendimiento y capacidad antioxidante. El rendimiento del aceite
esencial oscilé entre 0,47 % y 1,16 %, siendo mayor en las hojas frescas. La
actividad antioxidante se determind mediante dos métodos basados en la
eliminacion de radicales libres, obteniendo valores entre 92,8 y 112
microgramos por mililitro en el primer método, y entre 75,1 y 408 microgramos
por mililitro en el segundo, expresados como equivalentes de trolox. Los
resultados mostraron una actividad antioxidante significativa, aunque menor
que en estudios previos. Se concluye que las hojas frescas producen mayores
rendimientos y se recomienda optimizar las condiciones de extraccién
empleando mezcla de disolventes agua: etanol para incrementar su actividad
antioxidante.

Palabras clave: aceite esencial; eucalyptus globulus; antioxidantes;
hidrodestilacion.

ABSTRACT

The essential oil of Eucalyptus globulus, recognized for its antioxidant
properties, was extracted using the hydrodistillation technique with steam
distillation from fresh and dried leaves collected in Crucita, Portoviejo, Ecuador.
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The samples were processed at temperatures of 40 °C, 50 °C, and 60 °C to
assess their yield and antioxidant capacity. The essential oil yield ranged from
0.47% to 1.16%, with the highest yield obtained from fresh leaves. Antioxidant
activity was determined using two methods based on free radical scavenging,
yielding values between 92.8 and 112 micrograms per milliliter in the first
method and between 75.1 and 408 micrograms per milliliter in the second,
expressed as trolox equivalents. The results demonstrated significant
antioxidant activity, although lower than reported in previous studies. It was
concluded that fresh leaves yield higher amounts of essential oil, and it is
recommended to optimize extraction conditions using a water:ethanol solvent
mixture to enhance antioxidant activity.

Keywords: essential oil; eucalyptus globulus; antioxidant; steam distillation.
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Introduccion

Los aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias volatiles
biolégicamente activas que se utilizan como agentes aromatizantes vy
constituyen una serie de productos comerciales [1]. En la actualidad, su
importancia es mas destacada debido a la creciente demanda de las industrias
alimentaria, cosmética y farmacéutica [2, 3, 4].

El eucalipto (Eucalyptus spp.) es un género grande que pertenece a la familia
Myrtaceae, que cuenta con alrededor de 900 especies y subespecies. Es un
arbol alto y perenne originario de Australia y Tasmania, y se cultiva en la
mayoria de las regiones subtropicales y templadas céalidas del mundo [5]. Entre
las diversas especies, E. globulus es la mas popular y la de mayor actividad
antioxidante, generalmente se encuentra en regiones subtropicales de Bolivia,
Brasil, Chile, China, India, Paraguay, Portugal, Espana y Uruguay [6]. El aceite
esencial extraido de las hojas de E. globulus también posee una fuerte actividad
antioxidante, en gran medida debido a las proteinas globulusina A y
eucaglobulina. Estos compuestos eliminan los radicales libres DPPH de manera
dependiente de la concentracidén y poseen una actividad inhibidora mas fuerte
que el acido ascorbico [7].

Por otro lado, los métodos de extraccibn mas empleados para obtener
compuestos bioactivos de las hojas, frutos o corteza del eucalipto son:
extraccidén con Soxhlet, hidrodestilacidon y extraccién con fluidos supercriticos.
Dos Santos Ferreira, Pereyra y col. han utilizado combinaciones de disolventes
metanol y agua en una proporcién de 90:10 v/v, etanol y agua en una
proporcién de 70:30 v/v o solo agua dependiendo de la parte de la planta que
se utilice [8, 9]. La hidrodestilacion utilizando el equipamiento Clevenger
permite obtener los compuestos bioactivos por arrastre con vapor de agua. La
muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos pequefos, es
encerrada en un balén y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado. La esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
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recolectada y separada de la fraccidn acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especificamente las utilizadas para
perfumeria [10].

En el Ecuador existe un gran empleo de la medicina tradicional que se ha
trasmitido desde nuestros ancestros para curar diversos tipos de enfermedades
[11]. Es por ello, que el objetivo de este trabajo es aislar el aceite esencial de
hojas eucalipto de la especie globulus mediante la hidrodestilacidon con arrastre
de vapor y evaluar el rendimiento y su actividad antioxidante con los métodos
DPPH y ABTS.

Métodos

Esta investigacion se realizd6 mediante la aplicacién de un procedimiento para
la extraccién de aceite esencial de eucalipto. El procedimiento consta de tres
pasos.

Paso 1: Procesamiento del material vegetal
Las hojas colectadas fueron lavadas con agua destilada y seleccionadas para
garantizar su buen estado; después se trocearon, pesaron y se secaron a 40
°C, 50 °C, 60 °C en una estufa de la Marca Memmert, modelo TwinDisplay, y
procesadas inmediatamente.
En la recoleccién del material vegetal, se realizé con base en los registros de
las colecciones del Herbario Regional de la Universidad Técnica de Manabi, las
hojas de las plantas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) fueron
recolectados en la parroquia Crucita, ciudad de Portoviejo, provincia de Manabi,
Ecuador (0052'2”S 80°29'39"”0). Se recolecté 15 kg de material, en el periodo
comprendido en el mes de Julio de 2024, bajo la supervision del botanico, quien
realizé la identificacion taxondmica de la especie.
Paso 2: Aplicacion de la hidrodestilacion
La obtencién del AE por hidrodestilacién (HD) se realizd6 en un equipo de
hidrodestilacion del tipo Clevenger. Se colocé 200 g del material vegetal y se
introdujeron en el balén de extraccion de 1 L, que tenia un contenido de 600
mL de agua destilada. El tiempo de extraccion fue de 3 horas (3, 12, 13).
El aceite esencial obtenido se separd por decantacién, las muestras quedaron
almacenados en viales ambar a 4 °C hasta la realizacion de los analisis
pertinentes. A partir de estos analisis se estim6 el rendimiento del aceite
esencial. Los materiales utilizados se listan: las hojas de Eucalyptus globulus,
solventes, reactivos, y equipos de laboratorio.
Paso 3: Evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial
La evaluacién de la actividad antioxidante se realizé mediante los siguientes
métodos:

e Método del radical DPPHe
La actividad captadora de radicales libres DPPHe se determind con el empleo
del método descrito por (14) con algunas modificaciones. Primero se prepara
una disolucion 0,1 mM del reactivo DPPH en un volumétrico ambar y se deja
reposar 24 horas en la nevera y oscuridad. Posteriormente se realiza la curva
de calibracién con Trolox, preparando las diluciones (5, 10, 15, 20 y 25) uM.
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Se aflade 1 mL de disolucion de DPPH y 1 mL de los estandares o muestras. La
mezcla se deja reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad,
para luego medir la absorbancia con un espectrofotémetro (Thermo Scientific
Genesys180) a una longitud de onda de 517 nm, se utiliza como blanco la
misma disolucién sin agregar la muestra a analizar. Los resultados del método
DPPH se expresan en equivalente Trolox/mL de aceite esencial, a partir de la
curva de calibracién cuya ecuacién es y= -0,007x + 0,407 con un coeficiente
de determinacién (R2) de 0,999.

e Meétodo del radical ABTSe+
El radical ABTSe+ se formo tras la reaccion de 3,5 mM de ABTS con 1,25 mM
de persulfato potasico (concentracién final). Las muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 16-24 h. Una vez formado el
radical ABTS se diluyd con etanol hasta obtener una absorbancia de 0,7+ 0,05
a 734 nm.
La curva de calibracién Trolox y=-0,011x + 0,369 (R2?) 0,996, se obtiene de
acuerdo con las siguientes diluciones (5, 10, 15, 20 y 25) yM. Se afiade 1 mL
de solucidon de ABTS y 1 mL de los estandares o muestras. La disolucidn se deja
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.
Posteriormente se mide con un espectrofotometro (Thermo Scientific
Genesys180) a una longitud de onda de 734 nm.
Los resultados del método ABTS se expresan en Actividad Antioxidante
Equivalente a Trolox (TEAC) por sus siglas en inglés. Esta se calcula a partir de
la siguiente expresion 1 [15].

TEAC =&Y
m

(1)

Donde:
C: concentracién estabilizada por la curva
V: Volumen de la muestra
m: Masa de la muestra

e Contenido fendlico
La determinacién del contenido total de fenoles se realizé mediante el método
de Folin-Ciocalteu segun la metodologia de [16] con algunas modificaciones.
Se tomaron 200 pL de muestra y estandares (acido galico) para luego agregar
1,5 mL de agua destilada; posterior a esto se agregaron 100 pL del reactivo de
Folin Ciocalteu, se homogenizd y se dejo reaccionar durante 5 minutos, pasado
este tiempo se agregaron 200 pL de una disoluciéon de carbonato de sodio al
20% (m/v). La mezcla se homogenizd e incubo a temperatura ambiente y a
oscuridad durante 1 hora. Se leyeron las muestras a 760 nm en un
espectrofotdmetro marca Thermo Scientific Genesys180 y los resultados se
calcularon a partir de la curva de calibraciéon y=-0,011x + 0,369 (R2) 0,996
realizada con las diluciones del patron.
Los resultados estadisticos se expresaron como el promedio + el error estandar
de la media (ESM) y se analizaron mediante Prueba t de Student. Valores de p
< 0,05 fueron considerados significativos.
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Resultados

Aplicacion de la hidrodestilacion

Se realizé la extraccion de aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus
usando la técnica con arrastre de vapor por hidrodestilacion con la trampa tipo
cleveanger. Los resultados se realizaron por triplicado para cada muestra y se
aprecian en la tabla 1.

Tabla 1 - Rendimiento obtenido por el método de hidrodestilaciéon con arrastre de
vapor para las muestras estudiadas.

Temperatura de secado (°C) Rendimiento (%)
Sin secado 1,1679+0,0266 2
40 0,5839+0,0266 ®
50 0,5686+ 0,0266 °
60 0,4764+0,0266 ©
p-valor <0,0001

La figura 1 refleja graficamente los resultados del rendimiento obtenido.
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Fig. 1- Rendimiento de hojas frescas y secadas a 40, 50 y 60 °C de la especie
Eucalyptus globulus por hidrodestilacion.

El rendimiento del aceite esencial obtenido varié entre 0,47 y 1,16%, con un
promedio de 0,76% siendo mas elevado para las hojas sin secado y mas bajo
para las hojas secadas a 60 °C (fig. 1). Estos valores son un poco bajos con lo
reportado en estudios previos para la especie Eucalyptus globulus tabla 3,
donde se obtuvo rendimientos tipicos entre 1,21-3,10% bajo condiciones
similares a las utilizadas en nuestro trabajo [4].

Evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial
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Se evalué la capacidad antioxidante del aceite esencial usando el método DPPH
(inhibicion del radical libre DPPH) y el método ABTS (decoloracién de catidn
radical ABTS e+), obteniendo los siguientes resultados (Tabla 2).

Tabla 2 - Parametros de actividad antioxidante obtenidos mediante los métodos de
DPPH y ABTS para las muestras estudiadas

Temperatura | Actividad Antioxidante

de secado (Hg Equivalente Trolox-mL-lde aceite)

°C DPPH ABTS

Sin secado 92,8392 + 5,8549 b 408,2313 + 54,6677 @
40 59,9795 + 1,2267 ¢ 100,7184 + 3,5699 b
50 104,2300 £9,7572 ab 86,1832 + 5,1853 b
60 112,6897 £8,3849 @ 75,1279 + 4,1058 ©
p- valor <0,0001 <0,0001

La actividad antioxidante medida por el ensayo DPPH presento valores (59,9-
112,6 ug/mL), siendo mas elevados para las hojas secadas a 60 °C 112,6 ug
Equivalente Trolox-mL-lde aceite, indicando una buena actividad antioxidante.
El ensayo ABTS mostré valores entre (75,1-408,2 ug/mL) de aceite. La mejor
respuesta para este ensayo fue para las hojas sin secado con un valor de 408,2
Mg Equivalente Trolox-mL™! de aceite corroborando la actividad antioxidante

significativa del aceite esencial (Fig. 2).
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Fig. 2 - Actividad antioxidante con DPPH y ABTS de hojas frescas y secadas a 40, 50
y 60 °C de la especie Eucalyptus globulus

En la tabla 3 se presentan los resultados de los contenidos fendlicos para las
hojas frescas y secadas a distinta temperatura expresados en mg de
equivalente de acido galico por mililitros de aceite esencial.

Tabla 3 - Contenido fendlico de hojas frescas y secadas a 40, 50 y 60 °C de la
especie Eucalyptus globulus

Temperatura Contenido fendlico

(mg EAG - mL A.E.)
Sin secado 34,729 +£ 0,3359 b
40 33,8510 + 1,3916 b
50 64,7750 £1,3626 a
60 62,1370 + 1,3091 2
p- valor <0,0001

El contenido fendlico estuvo entre (34,729-64,7750 mg EAG - mL A.E), inferior
a lo reportado Dezsi S et al. [6]. Se observa que el menor valor de polifenoles
correspondié a la muestra sin secado 34,729 + 0,3359 mg EAG - mL A.E,
mientras que el mayor valor se obtuvo para la muestra secada a 50 °C 64,7750
+1,3626 mg EAG - mL A.E (Fig. 3).
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Fig. 3 - Grafica de contenido fendlico total vs Temperatura de secado de la especie
Eucalyptus globulus
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Discusion

El rendimiento del aceite esencial obtenido en este estudio (0,76% en
promedio) es mas bajo a los valores reportados en la literatura para Eucalyptus
globulus, y se encuentra en el rango de lo reportado para las especies E.
camaldulensis, E. grandis, E. saligna (Tabla 3) [4].

Ademads, es importante destacar que este método de hidrodestilacidon tipo
cleveanger permitié obtener aceite esencial con un mayor grado de pureza en
comparacion con lo reportado por Andrea Cedefio y colaboradores, quienes
emplearon el método de extraccion Soxhlet. Dicho método presentd trazas de
impurezas provenientes del disolvente etanol en el rendimiento final del aceite
esencial de eucalipto [17].

La variabilidad observada entre las muestras podria atribuirse a diferencias en
la composicidon quimica de las hojas, que pueden verse influenciadas por
factores como la edad de las hojas, la temporada de recoleccion, y las
condiciones climaticas [18]. Por otro lado, pensamos que la metodologia
empleada también influye. Zhang, An et al. [19] emplearon otra forma de
extraccién con fluidos supercriticos utilizando la extraccién con agua subcritica.
Este método utiliza agua caliente (de 100 a 374 °C) a alta presién (de 10 a 60
bares) para la extraccion de aceites esenciales. Esta metodologia es mas rapida
y eficiente que la hidrodestilacién. Algunas de las ventajas son un menor tiempo
de extraccion, una alta calidad del extracto, menores costos del disolvente de
extraccion y su naturaleza respetuosa con el medio ambiente ya que se utilizé
(H20).

Comparado con otras especies de eucalipto (tabla 4), el Eucalyptus globulus
muestra un rendimiento ligeramente superior de aceite esencial, lo cual puede
ser considerado adecuado para aplicaciones comerciales debido a su alta
calidad en componentes activos como el 1,8-cineol, limoneno, linaool, «-
eudesmol, Epiglobul, B-mirceno y Globulol.

Tabla 4 - Concentracion y el rendimiento de los principales compuestos bioactivos
de cuatro especies de eucalipto.

Compuestos E. E. E. grandis E. saligna
bioactivos globulus camaldulensis
Rendimiento (%) 1,21- 0,26-3,48 0,26-3,01 0,19-1,42
3,10

1,8-cineol (%) 17,2-90 8,7-74,7 18,4-19,8 6,2-93,2
a-pineno(%) 2,2-16,1 6,1-22,5 11,4-52,7 12,8
B-pineno(%) 0,4
a-terpineol (%) 5,5-6,0 8,8
y-terpieneno (%) 16,3-29,2 20,10-24,6
Terpinen-4-ol (%) 0,34 14,2-15,2
Limoneno (%) 6,6-17,8 3,3-7,1
Linalool (%) 0,24
a-eudesmol (%) 0,39
Epiglobul (%) 0,44
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p-cimeno 5,3-13,1 12,2-21,7 8,7-59,6 21,3-24,4
B-mirceno (%) 1,5
Globulol 2,77

Los valores obtenidos para la actividad antioxidante (59,9-112,6 pg/mL) con
DPPH sugiere que el aceite esencial de Eucalyptus globulus posee una actividad
antioxidante que se encuentra entre los valores reportados comparada por
Mishra, Sahu y col. (20) ICso= 79,55 + 0,82 ug/mL . Para el método con ABTS
(75,1-408,2 pg/mL) también reflejd una capacidad antioxidante que se
encuentra en el rango de la reportada por (10) ICso = 100,30 + 0,05 pg/mL.
Se puede apreciar que la temperatura de secado que se utilizé influyo en la
capacidad antioxidante. Quizas estos valores pueden ser atribuido a una menor
0 mayor presencia de flavonoides, saponinas, terpenos como el 1,8-cineol, a-
pineno y los compuestos fendlicos globulusina A (Fig. 4) y eucaglobulina (Fig.

5), que potencian esta actividad [7].
OH

0]
O OH
@)}\O
W
HO

Fig. 4 - Estructura quimica de la globulosina A

OH

Fig. 5 - Estructura quimica de la eucaglobulina

Los resultados muestran que para los aceites esenciales los valores que se
obtienen con el ABTS expresados en ug Equivalente Trolox-mL-lde aceite, son
mayores que los obtenidos con la técnica DPPH para las hojas sin secar y
secadas a 40 °C. Quizas esto se deba a que el método de la decoloracion del
cation-radical ABTSe+ es aplicable a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, lo
que le permite su implementacion en sistemas, tanto acuosos como lipofilicos
[21]. El ABTS, ademas, es muy soluble en agua y quimicamente estable [21].
En cambio, el DPPH solo puede disolverse en medio organico por lo que mide
preferentemente la capacidad antioxidante de compuestos poco polares o no
polares [22].
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Sin embargo, la actividad antioxidante observada podria verse influenciada por
la concentracion de aceite esencial utilizada en los ensayos y por la pureza del
aceite extraido. Estudios adicionales podrian enfocarse en el fraccionamiento
de los componentes del aceite para identificar cuales contribuyen mas
significativamente a la actividad antioxidante [23].

A pesar que la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles obtenido
fue inferior comparado con lo reportado para el aceite esencial de Eucalyptus
[6] pensamos que se justifica como su potencial uso en la industria
farmacéutica como agente antioxidante natural [18].

Conclusiones

1. El rendimiento de la extraccion de aceite esencial de Eucalyptus globulus fue
mas alto en hojas frescas, lo que indica que el proceso de secado reduce la
eficiencia del método de hidrodestilacion.

2. La temperatura de secado y el estado de las hojas (frescas o secas) tienen
un impacto significativo en el rendimiento y la calidad del aceite esencial
obtenido. Las hojas frescas a temperatura ambiente resultaron ser las mas
adecuadas para obtener un aceite esencial de alta calidad.

3. A pesar de los rendimientos relativamente bajos, el aceite esencial de
Eucalyptus globulus tiene un potencial considerable para su uso como
antioxidante natural en la industria farmacéutica y cosmeética, con la
recomendacion de optimizar las condiciones de extraccion para maximizar
su eficiencia.

4. Aunque el aceite esencial de Eucalyptus globulus mostrd una buena actividad
antioxidante, esta fue inferior a la reportada en otros estudios, lo que podria
deberse a una menor concentracion de compuestos bioactivos clave en las
muestras analizadas.

5. Seria beneficioso realizar estudios adicionales que exploren métodos de
extraccion alternativos, como la extraccién con fluidos supercriticos, que
podrian mejorar el rendimiento y la calidad del aceite esencial, asi como su
actividad antioxidante.
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