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Resumen

Las plantas responden a variaciones ambientales, como las causadas por la
época del afio, la fertilizacion y los dafnos ocasionados por plagas y enfermedades,
lo cual influye en la produccién de metabolitos secundarios que regulan la activi-
dad metabdlica, tal como los fitoquimicos fenédlicos (FF). Igualmente la produc-
cién de FF se ve afectada por el estado fenolégico de la planta. Con el objetivo de
determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales en plantas de guayabo
(Psidium guajava L..), se muestrearon hojas jovenes y recientemente maduras de
la parte media de los cuatro cuadrantes de la copa de seis plantas ubicadas en la
parcela experimental del Centro Socialista de Investigacién y Desarrollo Fruticola
(CESID-Fruticola y Apicola) de CORPOZULIA (10°49°46,6"'LN; 71°46°29,2'LO).
La extraccion de los FF se realizé con ultrasonido empleando 0,52 de muestra
seca y una mezcla metanol:agua (80:20% v/v). Para la cuantificacién por
espectrofotometria de absorcion UV-VIS, se utilizé como estandar acido galico
para fenoles totales y catequina para flavonoides totales. Los resultados mostra-
ron mayor contenido de fenoles (9.071,46 mg AG.100 g'! muestra seca) y flavonoides
(2.845,21 mg catequina.100 g!' muestra seca) en hojas jévenes en comparacion
con las recientemente maduras [(fenoles (4.663,57 mg AG.100 g' muestra seca) y
flavonoides (1.705,83 mg catequina.100 g muestra seca)], destacandose la hoja
joven como el mejor estado fenoldgico de la hoja para la cuantificacién de fenoles
y flavonoides totales en plantas de guayabo.
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Abstract

Plants respond to environmental changes, such as those caused by the
time of year, fertilization, and damage caused by pest and diseases, which influence
the production of secondary metabolites that regulate the metabolic activity,
such as phenolic phytochemicals (FF). FF production also is affected by plant
growth stage. In order to determine the content of total phenols and flavonoids,
young and recently mature leaves were sampled from the middle in the four
quadrants of the canopy of guava plants (Psidium guajava L.) located in the
experimental lot of the Centro Socialista de Investigacién y Desarrollo Fruticola
(CESID-Fruticola y Apicola) of CORPOZULIA (10° 49’46, 6"LLN, 71° 46°29.2"L.O).
The FF, were extracted by ultrasound assisted extraction using 0.5 g of dry
sample and a mixture of methanol: water (80:20% v/v). For the quantification of
UV-VIS absorption spectrophotometer, gallic acid and catechin were used as
standards for total phenols and total flavonoids, respectively. The results showed
major content of phenols (9071.46 mg AG.100 g' dry sample) and flavonoids
(2845.21 mg catechin.100 g' dry sample) in young leaves as compared with recently
mature ones [(phenols (4663.57 mg AG.100 g' dry sample) and flavonoids (1705.83
mg catechin.100 g dry sample)], highlighting the young leaf phenological stage
as the best leaf for the quantification of total phenols and flavonoids in plants of
guava tree.

Keywords: antioxidant, secundary metabolites, guava.

Introduccion Introduction

Los polifenoles constituyen un Polyphenols constitute a group of
grupo de compuestos que desempenan compounds that have an important
una importante funcién en practica- role in almost all the interactions that
mente todas las interacciones que una a plant establishes with its
planta establece con su entorno environment (Haslam, 1988, 1989).
(Haslam, 1988, 1989). Los fenoles son Phenols are part of a big family with
una amplia familia que posee méis de more than 4.500 members. Among the
4.500 miembros. Dentro del grupo de phenol groups are the phenolic acids
los fenoles estan los acidos fenélicos y and the wide family of the flavonoids,
la amplia familia de los flavonoides among others.
entre otros. The flavonoids are located in the

Los flavonoides se encuentran en fruits, vegetables, seeds and flowers
frutas, verduras, semillas y flores (Formica and Regelson, 1995). These
(Formica y Regelson, 1995). Desempe- have an important role in the vegetal
fnian un papel importante en la biologia biology, thus, these respond to the light
vegetal; asi, responden a la luz y contro- and control the auxin levels that
lan los niveles de las auxinas reguladoras regulate the growth and the
del crecimiento y la diferenciacién de las differentiation of plants (Hertoget al.,
plantas (Hertog et al., 1996). 1996).
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Las plantas responden a varia-
ciones ambientales, como los ocasiona-
dos por la época del ano, la fertiliza-
cién y los danos causados por plagasy
enfermedades, lo cual influye en la
produccion de metabolitos secundarios
(Strack, 1997). Una caracteristica fun-
damental del metabolismo secundario
es que los productos secundarios no se
encuentran uniformemente en toda la
planta y son con frecuencia limitados
a 6rganos particulares y a determina-
das células y tejidos dentro de ese Or-
gano (Bevan et al., 1989; Van der Meer
et al., 1990).

Los fitoquimicos fendlicos (FF)
son metabolitos secundarios que regu-
lan la actividad metabdlica, siendo es-
tos esenciales para el desarrollo (creci-
miento y reproduccién) de las plantas.
La importancia de los fenoles radica
en que producen soporte mecanico a
las plantas, contribuyen en la colora-
cion de las flores y frutos, protegen
contra patdgenos y herbivoros y tienen
una gran efectividad protegiendo los
tejidos frente a la radiacién
ultravioleta (Strack, 1997); ademas,
estos compuestos presentan propieda-
des relacionadas con la salud huma-
na, debido a su actividad antioxidante
(Cartaya y Reynaldo, 2001; Kuskoski
et al., 2005).

Los compuestos fenolicos en espe-
cies vegetales pueden variar, dentro de
un mismo individuo, en respuesta a fac-
tores genéticos, ontogénicos, bidticos y
abidticos, presentando diferentes concen-
traciones en los diversos 6rganos de la
planta. Enlo que respecta a las hojas, la
regulacion de la sintesis de compuestos
fenolicos es una parte importante del
desarrollo de dicho 6rgano. Por otro lado,
el destino de los carbohidratos formados
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The plants respond to
environmental variations, such as the
caused by the season of the year, the
fertilization and the damages caused
by pests and diseases, which influence
the production of secondary
metabolites (Strack, 1997). A main
characteristic of the secondary
metabolite is that the secondary
products are not uniformly found on
the plant, and are frequently limited
to particular organs and to specific
cells and tissues inside this organ
(Bevan et al., 1989; Van der Meer et
al., 1990).

The phenolic phytochemicals
(FF) are secondary metabolites that
regulate the metabolic activity, being
essential for the development (growing
and reproduction) of the plants. The
importance of the phenols relies on
that these produce mechanical support
to the plants, contribute to the coloring
of the flowers and fruits, protect
against pathogens and herbivorous
and have a great efficiency protecting
the tissues against the UV radiation
(Strack, 1997); also, these compounds
have properties related to the human
health, due to its antioxidant activity
(Cartaya and Reynaldo, 2001;
Kuskoski et al., 2005).

The phenolic compounds in ve-
getal species might vary among the
same individual, in response to genetic,
ontogenetic, biotic and abiotic factors,
presenting different concentrations in
the different organs of the plant.
Regarding the leaves, the synthesis
regulation of the phenolic compounds
is an 1mportant part of the
development of this organ. On the other
side, the carbohydrates formed during
the photosynthesis, some of which will
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durante la fotosintesis, parte de los cua-
les se emplearan en la conformacion es-
tructural de la planta (metabolismo pri-
mario) y otros en el metabolismo secun-
dario, tendran una gran influencia en
la cantidad y calidad de los compuestos
fenolicos producidos (Matsuki, 1996). El
objetivo de esta investigacion fue deter-
minar el contenido de fenoles y
flavonoides totales en hojas
fenolégicamente jovenes y recientemen-
te maduras de plantas de guayabo.

Materiales y métodos

Ubicacién del ensayo

El ensayo se realizé en el Centro
Socialista de Investigacion y Desarro-
1lo Fruticola (CESID-Fruticola y
Apicola) de CORPOZULIA
(10°49746,6"°'LN; 71°46°29,2""LO) ubi-
cado en la altiplanicie de Maracaibo,
especificamente, en el Municipio Mara,
estado Zulia. Esta zona presenta condi-
ciones de bosque muy seco tropical
(Ewel y Madriz, 1976) con precipitaciéon
anual de 600 a 800 mm distribuidos en
dos picos bien definidos de Abril a Mayo
y de Octubre a Noviembre, siendo éste
ultimo el mas pronunciado. Presenta
una evaporacién de 2.000 a 2.200 mm,
una temperatura media anual de 28°C
y una humedad relativa de 75%. Los
suelos estan clasificados como Typic
Haplargids, con textura franco areno-
sa; 78,00% arena; 8,00% arcilla; 14,0
% de limo y 0,90% de materia organi-
ca; 0,12 ds m'deconductividad eléctri-
cay 6,9 de pH (COPLANARH, 1975).

Material vegetal

Se seleccionaron seis individuos
(3%) de una misma poblacién de plan-
tas de Psidium guajava (designadas
como planta: 1, 2, 3, 4, 5y 6) de la
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be employed in the structural
formation of the plant (primary
metabolism) and other secondary
metabolisms, will have a great
importance on the quantity and quality
of the phenolic compounds produced
(Matsuki, 1996). The objective of this
research was to determine the content
of phenols and total flavonoids in
phenolic young leaves and recently
mature guava plants.

Materials and methods

Location of the essay

The essay was carried out at the
Socialist Center of Research and Fruit
Development (CESID-Fruticola y
Apicola) of Corpozulia (10°49°46.6"'NL;
71°46°29.2""WL) located on the
Maracaibo’s plain, specifically in Mara
parish, Zulia state. This area presents
very dry tropical forest conditions
(Ewel and Madriz, 1976) with annual
rainfall from 600 to 800 mm,
distributed into two well defined peaks
from April to May and October to
November, being the latter the most
pronounced. It presents evaporation
from 2.000 to 2.200 mm, mean annual
temperature of 28°C and a relative
humidity of 756%. The soils are
classified as Typic Haplargids, with
loamy sandy texture; 78.99% sand;
8.00% clay; 14.0% loam and 0.90% of
organic matter; 0.12 ds mof electric
conductivity and 6.9 of pH
(COPLANARH, 1975).

Vegetal matter

Six individuals were chosen (3%)
from the same population of Psidium
guajava plants (designed as plant: 1,
2, 3, 4, 5 and 6) of the promissory
collection of 14-year-old canopies,
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coleccién de copas promisorias de 14
anos de edad, establecidas en el banco
de germoplasma del CESID-Fruticola
y Apicola de CORPOZULIA, las cua-
les fueron propagadas sexualmente,
regadas por microaspersion con una
frecuencia interdiaria y fertilizadas
con férmula quimica completa con una
frecuencia trimestral, a razén de 300g
por planta. El criterio para la selec-
cién de los individuos consistié en ga-
rantizar la cantidad de material vege-
tal requerido en los analisis de labora-
torio para la determinacién de fenoles
y flavonoides totales.

La copa de cada planta se divi-
di6 de forma imaginaria en cuatro cua-
drantes (norte, este, sur y oeste),
muestreando seis pares de hojas jove-
nes y recientemente maduras en la
parte media de la copa de cada plan-
ta, para un total de veinticuatro pa-
res por cada condicién fenologica. Las
muestras seleccionadas se sometieron
a secado en estufa a 60 °C por un pe-
riodo de 72 horas, se molieron y pro-
cesaron hasta obtener un material ho-
mogéneo.

Reactivos y estandares

Los reactivos empleados fueron
Na,CO, (99,9% de pureza, Merck®),
NaOH (99% de pureza Reidel- De
Haén®), NaNO, (Fisher Scientific
Company®), Folin & Ciocalteu
(Merck®) y AICL, anhidro (97% de pu-
reza, Merck®).

Los estandares empleados fueron;
acido géalico (98% de pureza HPLC,
Fulka®) y (+)-catequina (98% de pure-
za, Sigma®).

Los solventes empleados en el
desarrollo del trabajo fueron: metanol
(99,80% de pureza, grado HPLC,
Merck) y agua destilada.
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established at the germplasm bank of
CESID-Fruticola y Apicola of
CORPOZULIA, which were sexually
propagated, irrigated by micro-
aspersion every other day, and
fertilized with a complete chemical for-
mula quarterly at a reason of 300g per
plant. The criteria used for selecting
the individuals consisted on
guaranteeing the quantity of the ve-
getal material required on the
laboratory analysis for determining the
phenols and total flavonoids.

The canopy of each plant was
divided into four quadrants (north,
east, south and west), sampling six
pairs of young and recently mature
leaves in the middle of the canopy of
each plant, for a total of twenty four
pairs by each phenolic condition. The
selected samples were let dried in a
stove at 60°C for 72 hours, grinded and
processed until obtaining a
homogeneous material.

Reactive and standards

The reactive employed were
Na,CO, (99.9% of pureness, Merck®),
NaOH (99% of pureness Reidel- De
Haén®), NaNO, (Fisher Scientific
Company®), Folin & Ciocalteu
(Merck®) and AICL, anhydrous (97% of
pureness, Merck®).

The standards employed were:
galic acid (98% of pureness HPLC,
Fulka®) and (+)-catechin (98% of
pureness, Sigma®).

The solvents applied for
developing the research were:
methanol (99.80% of pureness, HPLC,
Merck) and distilled water.

Extraction of phenols and
flavonoids

The obtaining of the phenolic
extracts was based on the ultrasound



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2014, 31: 60-77

Extracciéon de fenoles y
flavonoides

La obtencién de los extractos
fenolicos se baso en el método de ex-
traccion ultrasénica desarrollado por
Kim et al. (2003), con algunas modifi-
caciones. Una porcion (0,5 g) del ma-
terial vegetal seco y pulverizado se co-
locé en un matraz de 25 mL y se adi-
ciond 10 mL de la solucién extractora
(metanol: agua 80:20% v/v), posterior-
mente, se realiz6 la extraccién ultra-
sénica (35 KHz) por 20 min y se proce-
di6 a filtrar por gravedad, a través de
lana de vidrio, lavando el material
filtrante con 5 mL de metanol. El pro-
cedimiento de extraccién se repitio y
los extractos se recolectaron en un ba-
16n volumétrico de 50 mL, el cual, se
enraso con la solucién extractora. El
extracto fendlico obtenido se filtr6 a
través de papel de filtro Whatman No.
1y se conservé en frasco Ambar, para
la determinacién de fenoles totales
(FeT) y flavonoides totales (F1T).

Determinacion de Fenoles
Totales (FeT)

La determinacién de FeT se baso
en el método reportado por Kim et al.
(2003), empleando el método descrito
por Singleton y Rossi (1965), con algu-
nas modificaciones. Para ello, una ali-
cuota (200 iLy) del extracto fendlico fue
transferido a un balén volumétrico de
25 mL que contenia 9 mL de H,Od.
Seguidamente, 1 mL del reactivo Folin
& Ciocalteu fue adicionado a la mez-
cla y agitado. Después de 5 min, se
agregaron 10 mL de Na,CO, al 7% m/
v y se aforé con H,0d, agitando vigo-
rosamente. Posteriormente, se proce-
di6 a incubar por 90 min en un lugar
oscuro y se medi6 la absorbancia
(Spectronic 20 Genesys®, USA) a una
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extraction method developed by Kim
et al. (2003) with some modifications.
A portion (0.5 g) of the dry and powder
material was put on a 25 mL flask,
and 10 mL of an extracting solution
was added (methanol: water 80:20% v/
v), subsequently, the ultrasound
extraction was performed (35 KHz) for
20 min, and was filtered by gravity,
using glass wool and washing the
filtering material with 5 mL of
methanol.

The extraction procedure
repeated and the extracts were
collected in a volumetric jar of 50 mL,
and were made up with an extracting
solution. The phenolic extract obtained
was filtered using the filter paper
Whatman No. 1 and was preserved in
amber jar, for determining the total
phenols (FeT) and total flavonoids
(F1T).

Determination of Total
Phenols (FeT)

The determination of FeT was
based on the method reported by Kim
et al. (2003), employing the method
described by Singleton and Rossi
(1965), with some modifications. An
aliquot (2001L) of the phenolic extract
was transferred to a volumetric balloon
of 256 mL which had 9 mL of H,Od.
Subsequently, 1 mL of the Folin &
Ciocalteu reactive was added to the
mix. 5 minutes later, 10 mL of Na,CO,
at 7% m/v was added and gauged with
H,0d, agitating it vigorously. Later,
it was proceeded to incubate for 90 min
in a dark place and the absorbance was
measured (Spectronic 20 Genesys®,
USA) at a wave longitude of 750 nm.

The final absorbance of each
sample was compared to a standard
curve of galic acid (0-20 mg.L")
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longitud de onda de 750 nm. La
absorbancia final de cada muestra fue
comparada con una curva estandar de
acido galico (0-20 mg.L") preparados
en H,Od. La curva se construy6 si-
guiendo el mismo procedimiento des-
crito para la muestra pero sustituyén-
dola por 1mL de cada patrén de acido
géalico (20, 40, 60,80, 100, 150, 200,
250, 500 mg.L"), y utilizando H,Od
como blanco. El contenido de fenoles
totales del material vegetal se expresé
en mg equivalente de acido galico
(GAE).100g"' de muestra seca. La pre-
cisién analitica se evalué mediante las
desviaciones estandares relativas
(DER) obtenidas para un total de tres
repeticiones por muestra.
Determinacion
Flavonoides Totales (FIT)
El contenido de FIT se determi-
né de acuerdo al método colorimétrico
descrito por Zhishen et al. (1999), con
algunas modificaciones. Una alicuota
(2001L) del extracto fendlico se trans-
firié a un balén volumétrico de 10 mL
que contenia 4 mL de H,Od. A tiempo
cero, se agreg6 0,3 mL de una solu-
cién de NaNO, al 5% m/v. Después de
5 min, se anadié 0,3 mL de AICI, al
10% m/v. A los 6 min, se agregd 2 mL
de NaOH 1 M, se diluy6 llevando el
volumen a 10 mL con H,0d. Inmedia-
tamente, la absorbancia se midi6é a una
longitud de onda de 510 nm. La
absorbancia de la muestra fue compa-
rada con una curva estandar de
catequina (0-25 mg.L") preparada en
H,Od. La curva se construy6 siguien-
do el mismo procedimiento utilizado
para evaluar la muestra pero sustitu-
yéndola por 1 mL de cada patrén de
catequina (20, 40, 60, 80, 100, 150, 200,
250 mg.L"), empleando H,0Od como

de
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prepared in H,Od. The curve was built
following the same procedure described
for the sample but replacing it for 1
mL of each pattern of galic acid (20,
40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 500
mg.L?), and using H,0d as the
witness. The content of total phenols
of the vegetal material was expressed
in mg equal to galic acid (GAE).100g
! of dry matter. The analytical
accuracy was evaluated with the
relative standard deviations (RSD)
obtained for a total of three
replications per sample.

Determination of Total
Flavonoids (TF1)

The TFI content was determined
according to the colorimetric method
described by Zhishen et al. (1999), with
some modifications. An aliquot (2001L)
of the phenolic extract was transferred
to a 10 mL volumetric balloon with 4
mL of H,0Od. In zero time 0.3 mL of a
NaNO, solution at 5% m/v was added.
Once passed 5 min 0.3 mL of AICl, at
10% m/v were added. Within 6 min, 2
mL of NaOH 1 M were added, diluting
it with a volume at 10 mL with H,Od.
The absorbance was measured
immediately, at a wave longitude of
510 nm. The absorbance of the sample
was compared with a standard
catechin curve (0-25 mg.L!) prepared
in H,Od. The curve was built following
the same procedure using to evaluate
the sample, but replacing it by 1 mL
of each catechin pattern (20, 40, 60,
80, 100, 150, 200, 250 mg.L"), using
H,Od as witness. The content of total
flavonoids of the vegetal material was
expressed in mg equal to catechin
(CE).100g" of dry matter. The
analytical accuracy was evaluated
using the relative standard deviations
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blanco. El contenido de flavonoides to-
tales del material vegetal fue expresa-
do en mg equivalente de catequina
(CE).100g* de muestra seca. La preci-
si6n analitica se evalué a través de las
desviaciones estandares relativas
(DER) para un total de tres repeticio-
nes por muestra.

Analisis Estadistico

Se utilizo un disefio experimen-
tal totalmente al azar con arreglo en
parcelas divididas considerando el efec-
to de la planta como parcela principal
y el estado fenol6gico de la hoja como
la parcela secundaria. Se conformaron
doce tratamientos definidos por la
planta (seis plantas) y los dos estados
fenoldgicos de las hojas (joven y recien-
temente madura) con tres repeticiones
por tratamiento. En el procesamiento
de los datos se utilizaron estadisticas
descriptivas, andlisis de varianza con
pruebas de separacién de medias por
minimos cuadrados, ajustadas por
Tukey haciendo uso del programa es-
tadistico SAS para Windows (SAS (r)
9.0, 2000-2003).

Resultados y discusiéon

El contenido medio de fenoles y
flavonoides totales en los seis indivi-
duos analizados de la misma poblacién
de Psidium guajava se muestra en el
cuadro 1. Se observaron diferencias
estadisticas significativas (P<0,01) en
el contenido medio de fenoles y
flavonoides totales entre los estados
fenoldgicos de las hojas. Las hojas de
guayabo fenolégicamente jévenes pre-
sentaron mayor contenido de fenoles
totales (9.071,46 mg AG.100 g'! mues-
tra seca) y flavonoides totales (2.845,21
mg catequina.100 g'' muestra seca), en
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(RSD) for a total of three replications
per sample.

Statistical analysis

A randomized split plot design
was used considering the effect of the
plant as main plot, and the phenolic
phase of the leave as secondary plot.
Twelve defined treatments were
defined per plant (six plants), and two
phenolic phases of leaves (young and
recently mature) with three
replications per treatment. For
processing the data were used
descriptive statistics, variance
analysis with mean division tests by
squared meter, adjusted by Tukey and
using the statistic software for
Windows (SAS (r) 9.0, 2000-2003).

Results and discussion

The phenol and total flanoids
content in the six individuals analyzed
of the same population of Psidium
guajava is shown on table 1. Statistical
significant differences (P<0.01) were
observed in the phenol and total
flavonoid content among the phenol
and total flavonoid content among the
phenolic phases of the leaves. The
phenolic young guava leaves presented
higher content of total phenols
(9.071,46 mg AG.100 g dry sample)
and total flavonoids (2.845,21 mg
catechin.100 g! dry sample) compared
to the recently mature leaves (4.663,57
mg AG.100 g' dry sample and 1.705,83
mg catechin.100 g dry sample,
respectively).

The results obtained agree to
those reported by Laitinen et al.
(2000), who found variations among
the types and quantities of flavonoids
in different phenolic phases of the
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comparacién con las hojas reciente-
mente maduras (4.663,57 mg AG.100
g! muestra seca y 1.705,83 mg
catequina.100 g'! muestra seca, respec-
tivamente).

Los resultados obtenidos concuer-
dan con el reporte de Laitinen et al.
(2000), quienes encontraron variacio-
nes entre tipos y cantidades de
flavonoides en diferentes estados
fenolégicos de la planta de Betula
pendula. También concuerdan con los
publicados por Ricco et al. (2011), quie-
nes senalaron que la concentracién de
fenoles y flavonoides totales en las ho-
jas jévenes de cedrdon (Aloysia
citrodora) fue mayor aproximadamen-
te un 89% (1,9 veces) y 21,5% respec-
tivamente que el contenido presente en
las hojas adultas.

Resultados similares fueron encon-
trados en otras especies vegetales
(Waterman y McKey, 1989; Riipi et al.,
2002; Del Bario et al., 2003; Rugna et
al., 2008; Rodrigues et al., 2008), donde
las hojas jévenes presentaron igualmen-
te una mayor concentraciéon de
polifenoles respecto de las hojas adultas.

Con relacién a este comporta-
miento Strack (1997) y Lavola (1998),
reportaron que la induccién de la sin-
tesis fenolica por la luz ultravioleta y
las diversas actividades fisiolégicas
mediadas por polifenoles, producen un
aumento de la concentraciéon de los
compuestos fenolicos totales durante la
formacién del brote y la etapa de desa-
rrollo temprano de las hojas. Posterior-
mente, durante el crecimiento tardio
de la hoja, el aumento en materia seca
daria lugar a un efecto de dilucién que
disminuiria las concentraciones de los
compuestos fendlicos (Jones y Hartley,
1999).
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Betula pendula plant. These results
also agree to the reported by Ricco et
al. (2011) who mention that the
concentration of phenols and total
flavonoids in the young leaves of
Aloysia citrodora, was higher in
approximately 89% (1.9 times) and
21.5% respectively, than in the content
present in the adult leaves. Similar
results were found on other vegetal
species (Waterman and McKey, 1989;
Riipi et al., 2002; Del Bano et al., 2003;
Rugna et al., 2008; Rodrigues et al.,
2008), where the young leaves also
presented a higher concentration of
poliphenols regarding the adult leaves.

In relation to this behavior,
Strack (1997) and Lavola (1998)
reported that the induction of the
phenolic synthesis by the ultraviolet
light and the diverse physiologic
activities mediated by the polyphenols,
produce an increment of the
concentration of total phenolic
compounds during the formation of the
bud and the early development phase
of leaves. During a late growth of the
leave, the increment in dry matter
would give place to a dilution effect
that would reduce the concentrations
of the phenolic compounds (Jones and
Hartley, 1999).

According to Rodrigues Salgado
et al. (2008), the carbohydrates are
normally employed in the formation of
the fruit and the vegetative grow of the
plants, in a way that the young leaves
are -after the fruits- the most
important organs of the plant in using
the nutrients and carbohydrates for
their development.

In the plants, the synthesis of
phenolic compounds uses the products
of the primary metabolism among,
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De acuerdo con Rodrigues
Salgado et al. (2008), los carbohidratos
son empleados normalmente en la for-
macién del fruto y el crecimiento
vegetativo de las plantas, de manera
que las hojas jévenes son, después de
los frutos, los érganos mas importan-
tes de la planta en utilizar los
nutrientes y los carbohidratos para su
desarrollo.

En las plantas, la sintesis de com-
puestos fendlicos utiliza los productos
del metabolismo primario, entre otros
compuestos, como sus precursores. La
biosintesis fenélica procede por la cons-
truccion del anillo aromatico a partir
de precursores de hidratos de carbono
que ya contienen el grupo hidroxilo
requerido. Son considerados productos
del metabolismo secundario de las es-
pecies vegetales que se producen en
células especialmente diferenciadas
(Bianchiy Canuel, 2011). De acuerdo
con Oziyigit (2008), los compuestos
fenolicos son sintetizados en las hojas
y luego son transportados a otros teji-
dos y érganos. Por lo tanto, la canti-
dad total de estos compuestos en las
hojas son mayores que en otros 6rga-
nos y tejidos de las plantas.

Los compuestos fendlicos vegeta-
les aumentan la rigidez de las paredes
celulares de la planta actuando como
puentes moleculares entre los compo-
nentes de la pared celular (Fry, 1986);
son precursores de la lignina, que es
un polimero fendlico principal en las
plantas, y se producen por accién de las
peroxidasas mediante la polimerizacién
de estos compuestos fendlicos en caso
de lesiones, de estrés o para protegerse
del medio ambiente (Lewis y
Yamamato, 1990; Kefeli et al., 2003;
Asami et al., 2003; Ewané, 2012).
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such as their precursors. The phenolic
biosynthesis proceeds by the
construction of the aromatic ring after
the precursors of carbon hydrates
which constitute the required hydroxyl
group. Products of the secondary
metabolism are known as the vegetal
species produced in the well
differentiated cells (Bianchi and
Canuel, 2011). According to Oziyigit
(2008), the phenolic compounds are
synthesized in the leaves and are later
transported to other tissues and
organs. Therefore, the total quantities
of these compounds in the leaves are
higher than in other organs and
tissues of the plants.

The vegetal phenolic compounds
increase the rigidity of the cellular
walls of the plant, acting as molecular
messengers among the components of
the cellular wall (Fry, 1986); are also
precursors of lignin, which is a main
phenolic polymer in the plants, and are
produced by the action of the
peroxidases by the polymerization of
these phenolic compounds in case of
lesions, stress or to protect themselves
against the environment (Lewis and
Yamamato, 1990; Kefeli et al., 2003;
Asami et al., 2003; Ewané, 2012).

Because of the latter, the results
obtained in the current research might
be explained by the morphology of
young leaves, which are more sensitive
to external factors due to low
lignifications that increase with the
age of the tissue. During the period
prior the foliar maturation, leaves
show a higher vulnerability to biotic
and abiotic factors that might require
the translocation of photo-assimilates
for the secondary metabolisms of
young leaves. Previous researches
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Por lo anteriormente expuesto,
los resultados obtenidos en la presente
investigacion pueden ser explicados por
la morfologia de las hojas jévenes, que
son mas susceptibles a factores exter-
nos debido a su baja lignificacién, que
aumenta con la edad del tejido. Duran-
te el periodo previo a la maduracién
foliar, las hojas muestran una mayor
vulnerabilidad a factores bidticos y
abiéticos que pueden requerir la
translocacién de fotoasimilados para el
metabolismo secundario de hojas jéve-
nes. Estudios previos de Mondolot et
al. (2006) en Coffea canephora, sena-
lan que este comportamiento ya se ha
observado en las hojas de café, que
cuando jovenes tienen claramente una
mayor concentracién de acidos
clorogénicos (CGA) en relacién con ho-
jas maduras (46,9% versus 25,8% del
total CGA, respectivamente).

El contenido medio de fenoles to-
tales en las hojas de los seis arboles de
guayabo de la misma poblacién de P.
guajava analizados, se muestran en el
cuadro 2. El analisis de varianza de-
tect6 diferencias estadisticamente sig-
nificativas (P<0,01) para la interaccién
planta y estado fenolégico, observan-
dose diferencia estadistica significati-
va (P<0,01) entre las plantas 1y 2 para
el contenido de fenoles totales en la
hoja joven, siendo la hoja joven de la
planta 2 la que present6 el mayor con-
tenido de fenoles (14.022,55 mg AG.100
g muestra seca) que la hoja joven de
la planta 1 (11.987,38 mg.kg?). Para
el resto de las plantas (3, 4, 5y 6) no
se observaron diferencias entre ellas.
Sin embargo, entre éstas, la planta 5
presento el mayor contenido de fenoles
totales (8.524,18 mg AG.100 g'! mues-
tra seca) para la hoja joven y la planta
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carried out by Mondolot et al. (2006)
in Coffea canephora, mention that this
behavior has been observed in coffee
leaves, which when are young have a
higher concentration of chlorogenic
acids (CGA) in relation to mature
leaves (46.9% versus 25.8% of the to-
tal CGA, respectively).

The content of total phenols in
the leaves of six guava trees of the same
P. guajava population analyzed is
shown on table 2. The variance
analysis detected statistical significant
differences (P<0.01) for the interaction
of the plant and the phenolic phase,
observing a significant statistical
difference (P<0.01) among plants 1 and
2, for the content of total phenols in
the young leaves, being the young leave
of the plant 2 the one which presented
the highest phenol content (14.022,55
mg AG.100 g dry sample) than the
young leave of the plant 1 (11.987,38
mg.kg"). For the rest of the plants (3,
4, 5 and 6) none differences were
observed among them. However,
between these, plant 5 presented the
highest content of total phenols
(8.524,18 mg AG.100 g dry sample)
for the young leave, and plant 3 the
lowest content of total phenols
(3.282,00 mg AG.100 g dry sample)
for the recently mature leave.

In relation to the average content
of total flavonoids among the six
analyzed individuals (table 3) of P.
guajava, the variance analysis detected
significant statistical differences
(P<0.01) for the interaction of the plant
and the phenolic phase, obtaining the
highest content of total flavonoids in
the plants 1, 2 and 3 for the young
leaves, without observing statistical
significant differences (P<0.01) among
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3 el menor contenido de fenoles totales
(3.282,00 mg AG.100 g'* muestra seca)
para la hoja recientemente madura.
En relacién al contenido prome-
dio de flavonoides totales entre los seis
individuos analizados (cuadro 3) de P.
guajava, el analisis de varianza detec-
t6 diferencias estadisticas significati-
vas (P<0,01) para la interaccién plan-
ta y estado fenolégico, obteniéndose el
mayor contenido de flavonoides tota-
les en las plantas 1, 2 y 3 para la hoja
joven, sin observarse diferencias esta-
disticas significativas (P<0,01) entre
éstas plantas, siendo la planta 2 la que
presenté el mayor contenido de
flavonoides totales (3.743,45 mg
catequina.100 g!' muestra seca) en la
hoja joven y la planta 1 el menor con-
tenido de flavonoides totales (3.450,62
mg catequina.100 g! muestra seca)
igualmente en la hoja joven. Sin em-
bargo, entre éstas y el resto de las plan-
tas (4, 5y 6) se observaron diferencias
estadisticas significativas (P<0,01),
siendo el contenido de flavonoides to-
tales menor para las plantas 4, 5y 6.
Laitinen et al. (2005), sefialaron
que los metabolitos secundarios en las
plantas estan determinados por facto-
res genéticos y ambientales y con fre-
cuencia ha sido reportada una gran
variacion intraespecifica. Asi mismo,
Matsuki (1996), report6 que la concen-
tracién de compuestos fendlicos en es-
pecies vegetales puede variar, dentro
de un mismo individuo, en respuesta
a factores genéticos, ontogénicos,
bidticos y abidticos. Por otro lado, el
destino de los carbohidratos formados
durante la fotosintesis, tendran una
gran influencia en la cantidad y cali-
dad de los compuestos fenélicos produ-
cidos. Sin embargo, Castellano y
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these plants, being plant 2 the one that
presented the highest content of total
flavonoids (3.743,45 mg catechin.100
g' dry sample) in the young leave, and
plant 1 lower content of total flavonoids
(3.450,62 mg catechin.100 g dry
sample) as well as in the young leave.
However, among these and in the rest
of the plants (4, 5 and 6), statistical
significant differences were observed
(P<0.01), being the content of total
flavonoids lower for plants 4, 5 and 6.

Laitinen et al. (2005) said that
the secondary metabolites in the plants
are determined by genetic and
environmental factors and a great
intra-specific variation has been
frequently reported. Likewise, Matsuki
(1996), reported that the concentration
of phenolic compounds in vegetal
species might vary inside an individual
in response to genetic, ontogenic, biotic
and abiotic factors.

On the other side, the destination
of the carbohydrates formed during the
photosynthesis will have an important
influence on the quantity and quality
of the phenolic compounds produced.
However, Castellano and Espinoza-
Garcia (1997), indicated that on the
members of a population, can be
observed different metabolic profiles
product of the structural variety inside
the same secondary metabolic group,
which is part of the adaptation strategy
of the plant to the environment.

On the other hand, Vargas-
Alvarez et al. (2005), related the
increment of the concentration of
phenols with the handle that is
regularly produced in the trees of any
crop, with the aim of improving and
increasing the quality and
productivity, most of the times
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Espinoza-Garcia (1997), sefialan que
dentro de los miembros de una pobla-
cién pueden observarse perfiles
metabdlicos diferentes producto de la
variedad estructural dentro de un mis-
mo grupo de metabolitos secundarios,
lo cual es parte de la estrategia de
adaptacion de la planta al medio am-
biente.

Por otra parte Vargas-Alvarez et
al. (2005), relacionaron el incremento
de la concentracion de los fenoles, con
el manejo que regularmente se da a
los arboles de cualquier cultivo con el
objeto de mejorar e incrementar tanto
calidad y productividad, la mayoria de
las veces inherente a la estructura fi-
sica del arbol. Entre estos manejos
destacan la poda, la sequia y la
defoliacién los cuales causan dario fisi-
co y fisiolégico y por consiguiente in-
cremento en la concentracién de
fenoles. Por ello, el manejo agronémi-
co de las plantas puede afectar el me-
tabolismo secundario que promueve la
sintesis de flavonoides (Chaves et al.,
1993; 1997).

Conclusiones

La hoja joven es el mejor estado
fenolégico de la planta de guayabo para
la obtencién de un mayor contenido de
fenoles y flavonoides totales.
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inherent to the physical structure of
the tree. Among these handles are
highlighted the prune, drought and
defoliation, which cause physical and
physiological damage, therefore, and
increment in the concentration of
phenols. Thus, the agronomic handle
of the plants might affect the secondary
metabolisms that promote the
synthesis of the flavonoids (Chaves et
al., 1993; 1997).

Conclusions

The young leave is the best
phenolic phase of the guava plant for
obtaining a higher content of phenols
and total flavonoids
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