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RESUMEN

El aceite esencial del fruto Dacryodes peruviana se obtuvo mediante hidrodestilacion,
se determind su composicidbn quimica por cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas y al detector de ionizacién de llama. La actividad biol6gica
fue evaluada por el método de microdilucion en caldo y la actividad antioxidante
mediante dos métodos espectofotométricos ABTS*. y DPPH. También se determindé las
propiedades fisicas del aceite. Se identificaron 44 compuestos que representan un
98,37% del aceite esencial, los componentes mas representativos fueron: a-
Phellandrene (50,32%), Limonene (23,03%), pB-Phellandrene (8,27%), Terpinolene
(5,23%), p-Cymene (3,06%), B- Pinene (2,57%) y Sabinene (1,44%). La densidad fue
de 0,846 g/cm?, el indice de refraccién de 1,4751 y la actividad 6ptica de +12,154. El
aceite esencial presentd una actividad biolégica débil frente a Staphylococcus aureus
con una CMI de 0,625mg/mL mientras que las demas cepas bacterianas fueron
inactivas. El aceite esencial de esta especie no presentd actividad antioxidante a las

diferentes concentraciones evaluadas.

PALABRAS CLAVES: Dacryodes peruviana, hidrodestilacion, cromatografia de gases,
ABTS*. DPPH, CMI



ABSTRACT

The essential oil from the Dacryodes peruviana fruit was obtained through
hydrodistillation. The chemical composition is determined by gas chromatography
coupled with mass spectrophotometry and by flame ionization detector. Biological
activity was evaluated by broth microdilution method and the antioxidant activity by two
spectrophotometric methods: ABTS+ and DPPH. Oil physical properties were also
determined 44 compounds components were identified representing 98,37% of the
essential oil. The most representative components were: a-Phellandrene (50,32%),
Limonene (23,03%), B-Phellandrene (8,27%), Terpinolene (5,23%), p-Cymene (3,06%),
B- Pinene (2,57%) and Sabinene (1,44%).The density was 0,846 g/cm?, refractive index
was 1,4751 and optical activity +12,154. The essential oil presented a weak biological
activity in front of Staphylococcus aureus with a MIC of 0,625mg/mL, while other bacterial
were inactive. The essential oil for this species did not present antioxidant activity for the

different evaluated concentrations.

KEYWORDS: Dacryodes peruviana, hydrodistillation, gas chromatography, ABTS+,
DPPH, MIC.



INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales para curar algunos malestares de la salud es una
practica muy comun en muchos paises ( Mufietén, 2009). Desde la antigliedad se utiliza
remedios naturales, elaborados a partir de los experimentos de Pitdgoras, Galeno e
Hipdcrates y de las investigaciones de los médicos y herboristas recogidas a lo largo
de los siglos. En los paises en desarrollo, muchas personas satisfacen sus necesidades
saludables con plantas medicinales. En Europa y América, ha renacido el interés por los
productos naturales, estimulado por un mayor conocimiento de la accion de las plantas
(Wills, 2002).

En las dltimas décadas se ha demostrado un extraordinario auge de la quimica de los
productos naturales en el ambito mundial. Entre los tres grupos de productos de origen
botanico que mayor posibilidad poseeran en la préxima década se encuentran los
aceites esenciales y sus constituyentes provenientes de diferentes especies vegetales
(Acevedo et al., 2013).

Por ende, los aceites esenciales son uno de los principales productos naturales usados
en un amplio rango de materiales comerciales y de consumo masivo; los cuales se
definen como mezclas complejas de sustancias organicas volatiles, procedentes en su

mayoria del metabolismo de organismos vegetales (Pino et al., 2009)

Esta investigacion esta enfocada en el fruto de Dacryodes peruviana una especie de la
familia Burseraceae. Conocida cominmente como Copal, es un arbol que crece en los
bosques himedos de Colombia, Per( y Ecuador. El mesocarpio del fruto maduro es

comestible y es consumido abundantemente por poblaciones indigenas. (Flores, 1988).

El fruto de Dacryodes peruviana, aln no reporta estudios de la composicion quimica,
actividad bioldgica y actividad antioxidante, en lo que respecta al aceite esencial, por
esta razon es significativo el estudio de dicha especie con el fin de aportar informacion

para futuros estudios y aplicaciones a nivel industrial y farmacéutico.

En el presente estudio se determind la composicidbn quimica, propiedades fisicas,
actividad biol6gica y antioxidante del aceite esencial del fruto D, peruviana del cantén
Yacuambi. Se desarrolla en 3 capitulos, el primer capitulo titulado Marco Teorico, en el
segundo capitulo se da a conocer los materiales y métodos utilizados para llevar a cabo

la investigacion y en el capitulo 3 se expone y analiza los resultados.
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Esta investigacién contribuye al estudio de la flora aromatica de la Regién Sur del
Ecuador que se desarrolla en la Seccion de Ingenieria de Procesos del Departamento

de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.

Se pretende determinar los compuestos quimicos presentes en el aceite esencial del
fruto de D, peruviana mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-EM) y al detector de ionizacion de llama (GC-FID), utilizando dos tipos
diferentes de columnas, DB-5MS y HP-INNOWAX. Las propiedades fisicas como la
densidad, indice de refraccién y actividad éptica del aceite esencial, conjuntamente
determinar si esta especie vegetal tiene potencial antimicrobiano mediante el método de
microdilucién en caldo que evalla la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
actividad antioxidante de dicha especie mediante dos métodos espectrofotométricos:

capacidad de atrapamiento del cation-radical ABTS+ y del radical DPPH.



CAPITULO |
MARCO TEORICO



1.1. Aceites esenciales.

Un aceite esencial es una mezcla de sustancias organicas volatiles, pertenecientes a
diferentes clases de compuestos como: ésteres, alcoholes, hidrocarburos, aldehidos,
fenoles y sus derivados, lactonas; todos son productos de los llamados metabolitos
secundarios de las plantas como consecuencia del metabolismo vegetal (Bandoni,
2000).

El aceite esencial o esencia puede estar presente en distintas partes de la planta tales
como en hojas, tallos, flores y frutos. Como ejemplo el aceite de rosa y jazmin se
encuentra en las flores; hojas el aceite de eucalipto y menta; el alcanfor en los lefios y

el de los citricos en los frutos (Dudareva & Pichersky, 2006).

La mayor parte de aceites esenciales son de olor agradable. El olor se debe
basicamente a los compuestos que contiene la planta de la que se lo extrae. No todas
las plantas tienen aceites esenciales y muchas de ellas tienen una pequefia cantidad

que hace muy complicada la extraccion del mismo (Pozo & Naranjo, 2006).

Los aceites esenciales de plantas aromaticas o partes de ellas son obtenidos por
arrastre con vapor de agua; ocupan un papel importante en los mercados farmacéuticos,

perfumeria, cosmetologia y la agro-industria (Bruneton, 1991).

1.1.1. Extraccion.

Dependiendo de la aplicacion, la clase de la planta y la parte que se utilice para la
extraccion de los aceites esenciales se tienen varias técnicas de extraccion, siendo los
obtenidos por arrastre de vapor los de mas alta calidad para uso medicinal y terapéutico
por su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porgue no requiere tecnologia
sofisticada (Olaya & Méndez, 2003)

En el método de destilacion por arrastre con vapor de agua, la materia prima vegetal
generalmente fresca es cargada en un hidrodestilador, de modo que forme un lecho fijo
compactado, es sometido a una corriente de vapor de agua sobrecalentada. Conforme
el vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se calienta y va liberando el
aceite esencial contenido, siendo arrastrado y posteriormente condensado (Martinez,
2001; Rodriguez et al., 2012).



A la salida del condensador, se adquiere una emulsién liquida inestable, que es

separada en un florentino (Rodriguez et al., 2012).

1.1.2. Clasificacion de los aceites esenciales

Se clasifican con base en diferentes criterios. De acuerdo con su consistencia los aceites

esenciales se clasifican en:

e Esencias fluidas: son liquidos volatiles a temperatura ambiente.

e Balsamos: son de consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a
sufrir reacciones de polimerizacion.

e Oleorresinas: tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son
tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas (Martinez, 2003)

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como:

e Naturales: se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas posteriores.

o Atrtificiales: se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma
esencia con uno o varios de sus componentes.

= Sintéticos: como su nombre lo indica son los producidos por procesos de sintesis
gquimica (Martinez, 2003).

1.1.3. Caracterizaciéon
1.1.3.1. Caracteristicas fisicas

La caracterizacion fisica de los aceites esenciales es muy significativa para determinar
el rendimiento del aceite esencial de cada recoleccion usando la relacion entre el
volumen de aceite esencial obtenido y la masa de la muestra vegetal. También se
determina el indice de refraccibn, humedad relativa, densidad, actividad 6ptica y
propiedades sensoriales como olor, color y sabor. Los aceites esenciales son volatiles
y son liquidos a temperatura ambiente, con frecuencia tienen una coloracién que va
desde incoloro-amarillo palido a verde esmeralda. Son mas ligeros que el agua. Los
aceites esenciales cambian rapidamente de un liquido a un estado gaseoso; son

facilmente inflamables y queman con una llama brillante (Baiz, 1999).



Son solubles en alcoholes y en disolventes organicos habituales, como éter o cloroformo
y en alcohol etilico de alta gradacién. Son liposolubles y muy poco solubles en agua,

pero son arrastrables por el vapor de agua (Martinez, 2003).

1.1.3.2. Caracteristicas quimicas.

Un aceite esencial es una mezcla de varias sustancias quimicas diferentes (aldehidos,
fenoles, 6xidos, ésteres, cetonas, alcoholes y terpenos) que dan el aroma caracteristico
de algunas flores, arboles, frutos, hierbas, especias, semillas. Las caracteristicas
guimicas del aceite esencial se basan en la identificacion del nUmero de compuestos
presentes en el aceite esencial y el porcentaje que representa a cada uno de estos. (Taiz
& Zeiger, 2002).

Los componentes de los aceites se clasifican en:
e Hidrocarburos terpénicos: terpenos y terpenoides.
e Aldehidos: aldehido benzoico, aldehido cinamico, butanal, propanal.
e Acidos: acético, palmitico.
¢ Alcoholes: linalol, geraniol, mentol.
e Fenoles: anetol, eugenol.
e Esteres: acetato de linalilo, acetato de geranilo.

e Cetonas: tuyona (Rios, 2007).

1.1.4. Propiedades.

Los aceites esenciales presentan propiedades que son beneficiosas para el ser humano
y por lo tanto son valorizados en el mundo cuando son de origen natural. Las
propiedades del aceite esencial dependen de la procedencia del aceite, de la forma de

extraccion y de sus componentes (Berger, 2007).

Cada aceite esencial contiene propiedades especificas de la planta de la que se obtiene,
cuyos componentes quimicos nos serviran para distintas finalidades. Por ejemplo, un
aceite esencial puede ser sedante (jazmin) mientras que otro tiene capacidad para
estimular el sistema nervioso (romero). Unos destacan por sus propiedades bactericidas
(tomillo), mientras que otros tienen mayor capacidad analgésica (menta) (Carbonnel,
1998).


http://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-jazmin/
http://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-romero/
http://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-tomillo/
http://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-menta/

1.1.5. Usos y aplicaciones

Los aceites esenciales son productos con “alta actividad terapéutica”, por lo tanto son
usados en la industria farmacéutica. En cosmética se utilizan en la fabricacion de
perfumes corporales, ambientadores, aromas. En la industria alimenticia se usa como

saborizantes para condimentos, licores, dulces, golosinas, etc. (Ryman, 1995).

En la actualidad diferentes industrias emplean los aceites esenciales para impartir
aroma, siendo la industria de perfumeria la mas importante. A continuacién se
mencionan algunas de las industrias que emplean los aceites esenciales con este fin
(Plaza, 2011).

e Perfumes: para acentuar las notas de superficie, media o corazén y base o baja
de perfumes, aguas de perfume, aguas de tocador, aguas de colonia, aguas
frescas y aguas de bafio.

= Cosméticos: para hacer mas agradable, atractivo o impartir identidad a un
producto cosmeético: jabones, champuls, desodorantes, labiales, cremas,
unglentos, pastas dentales.

= Aseo y Limpieza: para otorgar fragancia a productos de limpieza personal,
limpieza para el piso, aromatizantes ambientales, limpieza de bafios, cocinas,
etc.

= Plasticos: para enmascarar el mal olor que tienen algunos cauchos y plasticos.
De esta forma se le imparte olor a los juguetes, bolsas, entre otros.

= Textiles: como enmascaradores de olores en tratamientos con mordientes antes
y después del tefiido.

= Pinturas: como enmascaradores de olores de las pinturas y barnices. Papeleria:
para impregnar de fragancias cuadernos, esquelas, tarjetas, papel higiénico,
toallas faciales y sanitarias, etc.

= Farmacoldgicas: Algunos aceites esenciales se utilizan en farmacia para la
obtencion de diversos principios activos o como excipientes y aromatizante en la
preparacion de jarabes, suspensiones y otras formas farmacéuticas (Plaza,
2011).



1.2 Cromatografia de gases.

Durante los ultimos afios se ha demostrado que una de las técnicas mas eficiente para
el estudio de la composicion de los aceites esenciales es la cromatografia de gases
acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM). Es una técnica muy conveniente para
la caracterizacion debido a que los componentes del aceite son compuestos volatiles y

de bajo peso molecular (Bandoni, 2002).

La cromatografia de gases es una técnica que separa mezclas en componentes
individuales en la cual una fase se mantiene fija y la otra se mueve a través de ella. La
fase movil muestra constituida por una mezcla que contiene el compuesto deseado en
el solvente que es generalmente un gas inerte como el helio, nitrégeno o hidrogeno a
través de una fase estacionaria que se encuentra fijada en una columna. La fase
estacionaria retrasa el paso de los componentes de la muestra, de forma que los
componentes la atraviesan a diferentes velocidades y se separan en el tiempo. Cada
uno de los componentes de la mezcla presenta un tiempo caracteristico de paso por el

sistema, denominado tiempo de retencién (Gutiérrez, 2002).

En la figura 1, se muestra un diagrama esquemaético de un cromatégrafo de gases. La
muestra de un liquido volatil o de un gas se inyecta a través de un septo (diafragma de
silicona), en un inyector caliente, en cuyo interior se evapora rapidamente. El vapor es
arrastrado a través de la columna por el gas portador, que puede ser Helio (He),
Nitrogeno (N2 o Hidrogeno (H20) y los analitos después de separados llegan al detector,
cuya respuesta aparece en la pantalla de un ordenador. La columna debe estar lo
suficientemente caliente para que los analitos alcancen una presion de vapor adecuada
y eluyan en un tiempo razonable. El detector se mantiene a una temperatura mas
elevada que la columna de forma que los analitos se encuentren en forma gaseosa
(Harris, 2007)
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Figura 1.Diagrama esquematico de un cromatégrafo de gases
Fuente: Harris, 2007

Entre los detectores mas utilizados en cromatografia de gases es el detector FID
(ionizacion de llama) que por su alta versatibilidad, hace posible la deteccion de un
elevado tipo de compuestos. Este tipo de detector es de respuesta universal, ya que es
selectivo hacia los compuestos que presentan enlaces C-H, por lo que son muy pocos

los compuestos que no dan sefial en él (Olguin, 2004).

En este detector la muestra se mezcla con una corriente de hidrogeno y luego llega a
una llama de oxigeno e hidrégeno, donde se quema y produce iones que son
conducidos a un colector de iones, gracias a un campo magnético de entre 200 y 300V,
la corriente colectada es amplificada por un circuito de alta impedancia. Este tipo de
detectores se operan a mas de 250°C para evitar la condensacion de agua y de

muestras volatiles figura 2 (Miller, 1998).

Salida
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-
=l ==_200-300 V

E {—— Difusor de Aire
= Entradade Aire
= Entrada de Hidrogeno
|| Entradade Gas
de Enmascaramiento

Columna Capilar

Figura 2.Detector de ionizacion de llama
Fuente: Miller, 1998
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1.3. Actividad biolégica.

La mayor parte de compuestos presentes en aceites esenciales obtenidos de diferentes
plantas como: fenoles, flavonoides y otros polifenoles actian frente a reconocidas
bacterias patdgenas. Las investigaciones farmacol6gicas de los aceites esenciales
estan fundamentados en las propiedades antioxidantes, antiinflamatoria, antifangicas y
antimicrobiana, a través de pruebas especificas como las pruebas de la actividad
biol6gica (Baratta, 1998).

Algunas esencias son activas contra bacterias pero no contra hongos, mientras que
otras provocan el crecimiento de estos microorganismos. Los terpenos que forman parte
de los aceites esenciales son los que confieren sus propiedades inhibitoria frente a
biolégicas (Oliva, 2011).

Entre los organismos patégenos causantes de multiples enfermedades infecciosas y
gue se evaluaran en la presente investigacion se encuentran las bacterias Gram
positivas como: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y bacterias Gram
negativas: Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgares,

Escherichia coli, Salmonella tiphymurium.

1.3.1. Bacterias.

Las bacterias, son organismos unicelulares con vida independiente y con capacidad de

reproducirse se caracterizan por presentar en su estructura dos acidos nucleicos.

Generalmente tienen enzimas, proteinas complejas y estructuras especializadas asi
como una membrana celular que los separan del mundo circundante. Provocan cuando
infectan al hombre lesiones localizadas o generalizadas de tipo inflamatorio (Antoni &
Raimondo, 2005).
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1.3.1.1. Bacterias Gram Positivas.

1.3.1.1.1. Staphylococcus aureus:

Figura 3. S, aureus
Fuente: Tortora, 2007

Es uno de los microorganismos de mayor importancia médica. Es un coco gram-
positivo, no mévil. S, aureus tiene un alto grado de patogenicidad y es el responsable
de una amplia gama de enfermedades. Es una bacteria que se encuentra en la piel y
fosas nasales de las personas sanas, que causa gran variedad de infecciones menores
de la piel y abscesos cutaneos hasta enfermedades que pueden poner en peligro la vida
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es el principal
causante de infecciones nosocomiales. Actualmente las cepas de S, aureus tienen un
amplio rango de resistencia a los antibiéticos y se pueden encontrar cepas resistentes

ultra resistentes (Bustos et al., 2006).

1.3.1.1.2. Enterococcus faecalis:

Figura 4. E, faecalis
Fuente: Tortora, 2007

Es un coco gram-positivo, inmovil, puede ser un patégeno oportunista los tipos mas

comunes son las infecciones del tracto urinario. En los Ultimos afios se ha desarrollado
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un interés creciente por el género Enterococcus, debido a la mayor incidencia de
infecciones hospitalarias graves que provoca, asi como la resistencia a diversos agentes

microbianos (Guevara et al., 2000)

1.3.1.2. Bacterias Gram Negativas

1.3.1.2.1. Escherichia coli:

~ N |
Figura 5. E, coli
Fuente: Tortora, 2007

Es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae, tribu
Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que
pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre

ellos diarrea (Rodriguez & Angeles, 2002).

1.3.1.2.2. Klebsiella pneumoniae:

Figura 6. K, pneumoniae.
Fuente: Tortora, 2007

Es un microorganismo patégeno oportunista colonizador de piel y mucosas de pacientes
hospitalizados que pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o

septicemias. Usualmente las manos contaminadas del personal son el vehiculo
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responsable de brotes epidémicos. Esta bacteria es uno de los principales

microorganismos causantes de infecciones intrahospitalarias (Andrade & Silva, 2004).

1.3.1.2.3. Pseudomona aeruginosa:

Fuente: Tortora, 2007

Es un patégeno oportunista causante de diferentes tipos de infecciones en los
pulmones, vias respiratorias, vias urinarias y también causa otras sepsis (infecciones
generalizadas en el organismo).

Esta bacteria muestra una resistencia intrinsecaa  diversos antimicrobianos: algunos
B-lactamicos, aminoglucésidos, mas recientemente a algunas quinolonas como la

cilostina (Battle, 2005).

1.3.1.2.4. Proteus vulgaris:
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Figura 8. P, vulgaris
Fuente: Tortora, 2007

Es un patdgeno reconocido como agente etioldgico de distintos procesos infecciosos,
tales como infeccion de vias urinaria, neumonias, infecciones en heridas e infecciones
Gticas. Varias investigaciones mostraron la creciente implicancia del género en
infecciones nosocomiales. P, vulgaris por lo general presenta resistencia a la

ciprofloxacina y cefalotina (Castro, 2006).
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1.3.1.2.5. Salmonella tiphymurium:

Figura 9. S, typhi
Fuente: Tortora, 2007

Es una bacteria anaerodbica facultativa, que puede en ocasiones sobrevivir en bajas
condiciones de oxigeno S, typhi causa la fiebre tifoidea en humanos, quienes son sus

Unicos hospedantes (Uribe & Suérez, 2006).

1.4 Actividad antioxidante

“‘Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando se encuentra presente en
concentraciones pequefias en relacion con las de un sustrato oxidable, demora

significativamente o previene la oxidacion de dicho sustrato” (Patifio, 2006).

Las plantas contienen una gran variedad de componentes quimicos o moléculas
bioactivas, que pueden neutralizar los radicales libres como es el caso de los aceites
esenciales (Sharafi et al., 2010).

Los aceites esenciales estan conformados por un sin niumero de componentes que
poseen actividad antioxidante, entre ellos estan los terpenos, que son sustancias que
actian como antioxidantes protegiendo los lipidos, la sangre y dem@s fluidos corporales
del ataque de radicales libres de especies del oxigeno, radicales hidroxilo, peréxido y
superéxido (Garcia, 2013).

Para determinar la actividad antioxidante se utilizan diversos métodos
espectofotométricos entre ellos los mas usados son; ABTS(2,2-azinobis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo o DPPH) (Kuskoski et
al., 2005).
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1.4.1. Método ABTS (2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

El método ABTS+; también se denomina ensayo TEAC por sus siglas en inglés: Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity. Este método se realiza usando un patrén que es Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico) (Granados et al., 2012), es una
técnica que se usa para medir la capacidad antioxidante de un material biologico,
compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza hidrofilica o lipofilica. Es el mas
indicado para evaluar la capacidad antioxidante de compuestos coloreados, como en el
caso de las antocianinas, por presentar una absorbancia maxima proxima a la regién
infrarroja (754nm), reduciendo asi, las posibilidades de interferencias de compuestos
colorados que absorben en la region visible o de compuestos resultantes de reacciones

secundarias (Salazar, 2009).

1.4.2. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

El Fundamento del método desarrollado por Brand-Willams DPPH, consiste en que este
radical tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta, decolorandose hacia
amatrillo palido por reaccién con una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida

espectrofotométricamente a 515nm (Castafieda et al., 2008).

La molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) se caracteriza como un radical libre
estable en virtud de la deslocalizacién del electrén libre durante la molécula como un
todo, como seria el caso con la mayoria de otros radicales libres. La deslocalizacién
también da lugar a que el color violeta oscuro, que se caracteriza por una banda de
absorciéon en solucion de etanol centrada en aproximadamente 520nm (Molyneux,
2004).

1.5. Plantas medicinales.

Las plantas medicinales son aquellos vegetales que elaboran productos llamados
principios activos, los cuales son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica,
beneficiosa o perjudicial, sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial a veces
especifica, es servir como droga o medicamento que alivie la enfermedad o restablezca
la salud perdida; es decir, que tiende a disminuir o neutralizar el desequilibrio organico

gue es la enfermedad (Mufioz, 2002).
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Las plantas medicinales han sido el recurso tradicional mas importante del hombre para
curar sus dolencias, en particular las infecciones microbianas y constituyen una
importante fuente en la bldsqueda de nuevos farmacos con dichas actividades
farmacoldgicas, en especial por la creciente resistencia de los microorganismos a los
farmacos actuales, a la aparicién de nuevas especies patdégenas, en especial de origen

viral o fungico (Soejarto & Gyllenhaal, 1997)

Numerosos estudios han demostrado que los antioxidantes naturales de plantas
medicinales y aromaticas estan afines con la reduccion de enfermedades crénicas. Por
tal motivo, los antioxidantes naturales aparecen como una alternativa interesante, en
especial los aceites esenciales o los extractos obtenidos de plantas comestibles que

pueden utilizarse como aditivos de los alimentos (Hui et al., 2006).

Existe un interés creciente en la medicina alternativa para la cura de numerosos
padecimientos y enfermedades que afectan a los seres humanos, por lo que las
investigaciones que tengan como objetivo el cultivo, estudio y procesamiento de plantas
medicinales con fines terapéuticos se consideran estratégicas e importantes (Soto et al.,
2002). En las comunidades carentes de servicios médicos, las parteras, los "yerberos"
y los curanderos son los responsables de la salud de los pobladores. Incluso en lugares
donde hay servicios médicos, los recursos de la medicina tradicional son utilizados por
las personas enfermas. Existen grupos indigenas con grandes conocimientos de la
herbolaria medicinal y del ambiente donde se desarrollan estas plantas. Tales
conocimientos acumulados por muchas generaciones constituyen la base de la
biodiversidad cultural global y del uso sustentable de estos recursos (Canales et al.,
2006).

Sin embargo, en muchos paises en desarrollo ha ocurrido una pérdida importante del
conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales. Asociado a ello, la
disponibilidad de estas se ha visto reducida por la degradacion de bosques y su
conversién a bosques secundarios y campos agricolas. En consecuencia, la cadena de
transmisién de dicho conocimiento se encuentra en riesgo. Es necesario, entonces,
hacer esfuerzos para evitar la pérdida definitiva del conocimiento tradicional sobre
plantas medicinales, no solo para preservar esta herencia cultural, sino también para
registrar la informacién sobre ciertas especies (tiles, que podrian ser relevantes para el
desarrollo de nuevas fuentes de medicamentos y de otros beneficios para la humanidad,

contribuyendo, al mismo tiempo, a proteger la biodiversidad (Bermudez et al., 2005).
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1.6. Flora ecuatoriana.

Constantemente se escucha que el Ecuador es un pais megadiverso, sin embargo es
necesario conocer qué implica esta definicion, que va mas alla de un nimero de plantas
y animales, el concepto de biodiversidad es muy amplio porque abarca a todos los
organismos vivos, cuya dotacion y variabilidad genética los hace precisamente
diferentes unos de otros, para que puedan desarrollarse y adaptarse a los diversos
ecosistemas del planeta. El Ecuador presenta rasgos ecoldgicos propios como son su
diversidad cultural, étnica, flora y fauna, topografia, suelos, variados climas, paisajes
naturales que hacen del Ecuador, un sistema ecologico dindmico de considerables

variaciones (Vargas, 2002).

El Ecuador situado en plena linea ecuatorial, a latitud cero es un pais con gran riqueza
cultural, natural y arqueoldgica en un espacio reducido (256.370 km2), posee una gran
diversidad geografica, bioldgica y étnica, donde convergen los Andes, Amazonia y la

cuenca del Pacifico. (Coloma & Ron, 2001).

En lo que corresponde a las especies vegetales los datos finales le corresponden al
trabajo denominado Catélogo de Plantas Vasculares del Ecuador, donde el numero de
especies aceptadas anotadas en el catalogo es 16.087. Esto incluye 595 especies
introducidas y 186 especies que se esperan encontrar en el Ecuador. Por lo tanto existen
15.306 especies nativas documentadas, el nimero de especies endémicas es 4.173 0

el 27,3% del nimero total de especies nativas.

Existen 2.110 géneros nativos en el Ecuador, un total de 390 géneros listados en el
Catélogo corresponden a especies introducidas. Sélo el 85% o el 4% de los géneros
estan representados exclusivamente por especies endémicas. El nUmero de géneros
endémicos en el Ecuador es 23, de los cuales 12 son andinos, siete son de las Islas

Galapagos, tres de la Costa y sélo uno de las tierras bajas de la Amazonia.

El nUmero mas alto de especies se encuentran en la regién andina, con 9.865 especies
0 el 64,4% del total. La regién de la costa esta representada por 4.463 especies o el
29,2% y en la regibn amazobnica se encuentran 4.857 especies o el 31,7%. En
Galapagos solamente se encuentran 699 especies 0 el 4,6%. Es claro que la gran
diversidad de plantas del Ecuador se debe en alto grado a la presencia de los Andes

(Jorgensen & Ledn- Yanez, 1999).
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En el Ecuador se ha calculado que las especies de plantas vasculares podria llegar de
20.000 a 30.000, de las cuales pueden ser tiles de 5.000 a 8.000, contando con esta
riqueza biolégica y la poblacion que la usa, en la actualidad se hace necesario proponer
gue las nacionalidades y pueblos indigenas revaloricen su milenaria sabiduria como una
contribucién ecoldgica, social, econdmica y cultural representativa para los otros seres
humanos. Este conocimiento se tiene que respetar, ya que si bien estas poblaciones no
conocen con exactitud los principios activos de las plantas, si saben como emplearlos
para que funcionen como antitumorales, antibiticas o esteroides, entre otras multiples

aplicaciones que tienen (Rios et al., 2007).

1.6.1. Flora aromatica del Ecuador.

Las plantas medicinales y sus productos derivados, han sido milenariamente utilizados
en la medicina tradicional y ahora son cada vez mas valiosos como materia prima en la
preparacion de medicamentos modernos (occidentales) para la industria farmacéutica y
herbal, cuyo mercado, igualmente importante, sigue una tendencia hacia un aumento
significativo. Se estima que el mercado mundial de farmacos de origen vegetal es de

aproximadamente 35 mil millones de dolares anuales (Durbeck, 1996).

(Durbeck, 1996) reporta el uso de aproximadamente 1.300 especies de plantas para
medicinas y uso diario por parte de los indigenas de la Amazonia. Mas de 90.000
especies de plantas de los bosques tropicales han sido estudiadas. Dichos bosques
representan los almacenes principales de materia prima natural para la medicina
moderna. Son miles los productos elaborados de plantas que sirven como analgésicos,

antibiéticos, hormonas y diuréticos, entre muchos otros usos.

1.7. La familia Burseraceae.

Son arboles o arbustos provistos de resina y a menudo de aceite esencial; hojas
alternas, por lo general imparipinnadas, algunas veces bipinnadas, trifolioladas o
reducidas a un solo foliolo, los foliolos laterales opuestos, generalmente sin estipulas;
inflorescencias axilares o terminales, basicamente se presentan paniculadas,
pseudoracimosas o0 fasciculadas, rara vez flores solitarias; flores casi siempre
unisexuales, pequefias, actinomorfas, trimeras, tetrdmeras o pentdmeras, rara vez
hexameras; caliz mas o menos cupuliforme, dividido en 3 a 5 segmentos connados o
casi libres, valvados, contortos o abiertos en botén; pétalos 3 a 5, rara vez ausentes,

libres o en pocos casos unidos para formar un tubo, contortos o valvados en botén;
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estambres dispuestos en 1 o 2 verticilos, del mismo nimero que las divisiones del céliz
0 con mas frecuencia dos veces mas numerosos, por lo general estériles en las flores
femeninas (que a menudo dan la apariencia de ser hermafroditas), filamentos por lo
comun libres, insertos debajo o rara vez sobre el disco, anteras biloculares, con
dehiscencia longitudinal, disco anular o cupuliforme, a veces inconspicuo; pistilo 1, el
ovario supero, 2 a 5-locular y de otros tantos carpelos, placentacion axilar, 6vulos 2 por
cada loculo, estilo corto o casi obsoleto, estigma 2 a 5-lobado; fruto drupaceo con
pericarpio generalmente carnoso, pero a menudo finalmente dehiscente por medio de 2
a 5 valvas, huesos (endocarpios lignificados) 1 a 5, casi siempre monospermos y con
frecuencia cubiertos por un pseudoarilo; semillas sin endospermo, embrién por lo comudn

recto a curvo (Rzedowski & Guevara, 1992).

Estas plantas, de manera muy general se caracterizan por ser arboles de porte bajo a
medio, muy ramificados con una altura aproximada de 5 a 20 metros y su corteza varia
de gris, amarilla a roja dependiendo de las especies, debido a esto en algunos lugares
se les conoce como cuajiotes rojos o amarillos, algunas tienen la corteza exfoliante, son
caducifolias en la temporada seca y florecen cuando comienzan las lluvias (Bonfil et al.,
2007).

Familia de unos 20 géneros y mas de 600 especies, distribuidas en las regiones
tropicales del mundo, con mayor diversidad en América, el norte y sur de Africa y en
Malasia. Desde el punto de vista econémico algunas burseraceas son importantes por
las resinas (copal) y los aceites esenciales que producen, utilizadas en ceremonias

religiosas, en cosmetologia y en la medicina popular(Garcia, 2002).

Los aceites esenciales de las Burseras son fuente de numerosos compuestos quimicos
volatiles, entre los que destacan terpenos y terpenoides, parte importante de la
trementina o aguarras. En el pasado la trementina fue usada mayormente como un
solvente, pero se emplea ademas para pinturas especiales, barnices y lacas; es también
importante fuente de quimicos refinados que son usados en perfumeria, desinfectantes
domésticos, liquidos limpiadores, y en la industria de alimentos modificandolos
guimicamente para producir esencias de citrico y otras resinas de burseraceas se han
empleado como sedantes, para calmar dolores de muelas, dolor de cabeza, para tratar
afecciones estomacales y de las vias respiratorias, etc.(Aldama et al., 2010; Arias et al.,
2000),
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1.7.1. El género Dacryodes

Dacryodes es un género de plantas perteneciente a la familia Burseraceae, en los
grupos de las angiospermas (plantas con flores). Comprende 77 especies descritas y

de estas, solo 61 aceptadas (Forzza, 2010).

El término Dacryodes se deriva de la palabra griega 'Dakrun’, que significa ‘lagrima’, en
referencia a la resina o exudado formado sobre la superficie de la corteza. Hay
aproximadamente 70 especies distribuidas en los bosques tropicales humedos de
Ameérica (22 especies y 14 especies no descritas), del Sury Africa Central (18 especies)

y el sudeste asiatico (18 especies) (Onana, 2008).

El género Dacryodes tiene una amplia distribucion geografica en los neotrépicos crecen
naturalmente en zonas tropicales de América, Africa y Asia. Es un arbol alto, de
profundas raices, sin refuerzos, permanentemente verde, su corteza es lisa, escamosa
con albura palida. Las flores son unisexuales. Los frutos presentan un pericarpio
carnoso y grueso y es el que predomina en las areas de bosques lluviosas (Goldstein,
1974).

Muchas especies de plantas Dacryodes estan infrautilizados y se han utilizado en la
medicina popular para el tratamiento de enfermedades, como las enfermedades de

anemia, malaria, dolor de cabeza, fiebre y piel (Ajibesin et al., 2008; Dike et al., 2012).

Las especies Dacryodes tienen una larga historia de valor medicinal. A través de los
siglos, estas especies han sido ampliamente utilizadas como etno-medicinal por las

personas nativas para tratar enfermedades (Ndah et al., 2013).

1.7.1.1. Dacryodes peruviana.

El copal comestible, mijillehe, uguna, guan& o tabonuco (Dacryodes peruviana) es un
arbol de la familia de las burseraceas, que crece en los bosques humedos de Colombia,
Per( y Ecuador. Es un arbol de 14-18 m. de altura. Fuste recto con canales irregulares,
20-40 cm. Corteza externa pardo oscuro grisaceo a parto blancuzco. Hojas compuestas,
imparipinnadas alternas, sin estipulas, de 23-40 cm. de largo y raquis alado en la base.
Lamina de foliolos subcoriaceas a membranéceas, oblongo-eliptico, 8-18 cm. de largo
y 4-7 cm. de ancho, mérgenes enteros, apice acuminado, base redondeada a obtusa,
haz verde oscuro y glabro, envés verde claro, nervaciacion conspicua en el envés;

peciolo corto de 0,6 - 0,8 cm. de longitud. Inflorescencia en panicula. Flores bisexuales.
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El fruto es una drupa ovoide en promedio mide 3,3 cm. de largo, 2-4 cm. de diametro y

1,24 cm. de espesor; pericarpio delgado 0,4 cm. de grosos (Flores, 1996).

El epicarpio y mesocarpio del fruto maduro son comestible. El sabor es agradable,
ligeramente resinoso, es aromatico y cremoso. Se ha observado, que el mesocarpio del
fruto maduro tiene propiedades dispersantes sobre suspensién de almidén. La fauna
silvestre, se alimenta del fruto. Otras partes de la planta La madera se utiliza en
construcciones rurales, carpinteria sencilla y como lefia. El latex de su tronco se aplica
sobre la piel para curar las varices, sus hojas preparadas en infusién ayudan a tratar el

asma.

La fructificacion se inicia a los 15 afios de la plantacion y se concentra en los meses de
enero y febrero. El fruto es perecible a temperatura ambiente, 3-4 dias después de la
cosecha, el fruto se deteriora. En ambiente himedo, puede conservarse 1 semana. No
se conoce la composicién quimica y valor nutritivo del epicarpio y mesocarpio; por el

sabor y aroma, se asume contienen acidos grasos y aceites esenciales (Flores, 1988).

1.7.1.2. Taxonomia de la especie Dacryodes peruviana.

Nombre Cientifico: Dacryodes peruviana
Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia: Burseraceae

Género: Dacryodes

Epiteto Especifico: peruviana

Autor Epiteto Especifico: (Loes.) H.J. Lam
Determinador: Daly, D

Fecha determinacién: 2010
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Figura 11. Especie Dacryodes peruviana
Fuente: La autora.

Figura 10. Muestra botanica de la especie

Dacryodes peruviana.
Fuente: La autora
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
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2.1. Metodologia

La siguiente investigacion se desarroll6 bajo el siguiente esquema:

[ Dacryodes Peruviana ]

1 Recoleccion de la \ Se recolectd la materia
] vegetal en el Centro Shuar
materia vegetal : Kiim, comunidad de la

parroquia la Paz, canton
Yacuambi.

2. Extraccion del aceite\ Mediante destilacion por

arrastre de vapor

A4

esencial
Técnica analitica: CG-EM
3. Determinacion de la y CG-FID
‘ Columnas: DB-5ms y HP-
Composicién Quimica P INNOWAX.

Densidad:(Norma AFNOR
E:> NF T 75-111)

Indice refraccién:(Norma
AFNOR NF T 75-112)
Actividad Optica:

Polarimetro J

4. Determinacion de Ias\
Propiedades Fisicas

A

5. Actividad . S
Microdilucion en caldo.

Biolégica (CMI) frente a bacterias.

6. Actividad ] A Métodos

espectrofotométricos:
ABTS* y DPPH

Antioxidante

Figura 12. Esquema del desarrollo de la investigacion.
Fuente: La autora
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2.1.1. Recoleccion de la materia vegetal.

La recoleccion del material fresco de las partes aéreas de D, peruviana se llevo a cabo
en la Centro Shuar Kiim, comunidad de la parroquia la Paz, cantdn Yacuambi, provincia
de Zamora Chinchipe, ubicada en la zona Sur del Ecuador en la regién Amazonica. En
la figura 13 se observa la ubicacion geografica de dicha especie con las siguientes
coordenadas: latitud 170732457E, longitud 9582196N y altura 890.2m s.n.m. (sobre el

nivel del mar).
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81°0'0"W 80°30'0"W 80°0'0"W 79°30'0"W 79°0'0"W 78°30'0"W

Figura 13. Area de recoleccion de la especie Dacryodes peruviana
Fuente: Benitez, 2016

La identificacion taxonémica de la especie fue reconocida por el Ing. Nixon Cumbicus,

docente investigador del Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja.

La especie fue recolectada en estado de fructificacion, se realizd tres recolecciones
distintas con un intervalo de 15 dias entre una y otra recoleccion, una vez recolectada
fue transportada hasta los laboratorios del Departamento de Quimica de la UTPL para
su tratamiento post cosecha el cual consisti6 en seleccionar el material vegetal,
eliminando ciertas partes deterioradas del fruto con el fin de evitar posibles

contaminaciones y que estos interfieran en nuestros resultados (figura 14)
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Figura 14. Muestra recolectada
(fruto D, peruviana)
Fuente: La autora.

2.1.2. Determinacion de la humedad.

Se realizaron tres destilaciones de cada una de ellas, se guardé aproximadamente de 1
a 2 gramos de materia vegetal para determinar la humedad. La cual se realiz6 cortando
pequefios pedazos del fruto obteniendo una muestra homogénea esto fue colocado en
capsulas de porcelana las cuales fueron llevadas a una lampara ULTRA X por 45
minutos y posteriormente fueron colocadas en el desecador por 5 minutos se expuso
nuevamente el material vegetal a la lampara por 15 minutos con el fin de eliminar el
agua presente en la especie, este proceso se realizd de 4 a 5 veces hasta que el peso

se mantuviera constante (Chamba, 2015)

La determinacion de la humedad se realiz6 por triplicado en cada una de las

recolecciones con el fin de obtener resultados confiables (Correa, 2014)

Una vez terminado el procedimiento se procedi6 a realizar los calculos respectivos para

determinar la humedad de dicha especie (Ver Anexo I) (Chamba, 2015)

2.1.3. Extraccion del aceite esencial.

Para hacer las destilaciones se realizaron tres recolecciones distintas, con un intervalo
de 15 dias entre una recoleccion y otra, se inicié el 16 de marzo del 2015, la segunda
recoleccién se realizé el 1 de abril del 2015 y la dltima recoleccion se realiz6 el 14 de
abril del 2015. Se realizaron tres destilaciones distintas dandonos asi nueve

destilaciones.
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Los aceites esenciales se obtuvieron a partir de las partes aéreas de la especie en este
caso del fruto. La extraccion se realizé por medio de destilacién por arrastre de vapor
gue se llevo a cabo en un equipo de destilacion (figura 15); en su parte interna tiene una
placa perforada donde se colocé el material vegetal troceado, por debajo de esta placa
se coloca agua que una vez que llegue al punto de ebullicién el vapor circula el material
vegetal y va arrastrando los componentes volatiles que forman parte del aceite esencial
de la planta. El vapor formado pasa por un condensador donde es condensado y la
mezcla de aceite y agua es recolectada en un florentino donde se separa por diferencias
de densidades (Rosillo, 2012).

salida de agua
fria

| . < % Ingreso de agua
» fria
ol

DESTILADOR .

. Salida de
. ]
o % agua p
caliente Pl
. B . .
1

\ . .
V., Tol Elvapor pasa 'f._
) através del

N ¥ materialy

arrastra el AE

e \ ——p  Aceite Esencial

cose>
PR 4

—
RS,

Figura 15. Proceso de destilacion
Fuente: Arias, 2012

Una vez realizada la destilacion se procedi6 a recoger el aceite esencial en una probeta
para medir su volumen (figura 16) luego se almacené el aceite en frascos ambar
herméticamente cerrados y debidamente etiquetados, con su respectivo codigo para
cada aceite se hizo constar la inicial de la especie vegetal, el nimero de recoleccion,

numero de destilacién y fecha de destilacion como se muestra en la figura 17.
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Finalmente los aceites se almacenaron en refrigeracién a -4°C, con el fin de mantener
el aceite en buenas condiciones y evitar la degradacién del aceite por parte de la luz ya

gue sus componentes son muy volatiles (Merino, 2015)

Figura 16.Recoleccion del aceite esencial Figura 17.  Almacenamiento 'y
Fuente: Correa, 2014. etiquetado del aceite esencial
Fuente: La autora

2.1.3.1. Determinacién del rendimiento.

El rendimiento se determiné de cada una de las destilaciones, relacionando el volumen
de aceite obtenido con la cantidad de materia vegetal utilizada en la destilacion;
finalmente se reportd un valor medio de todas las destilaciones (Ver Anexo II) (Flores,
2015)

2.1.4. Determinacion de las propiedades fisicas

Se determind la densidad relativa, el indice de refraccion y la actividad 6ptica del aceite
esencial del fruto de Dacryodes Peruviana (copal).

2.1.4.1. Densidad relativa.

La determinacién de la densidad del aceite esencial se realizé segin la norma AFNOR
NF T75-111(1SO 279:1998) (Ver Anexo lll), para lo cual se hizo uso del picnémetro de

1 ml, un termémetro y una balanza analitica (Correa, 2014).
Para determinar la densidad relativa del aceite esencial D, peruviana, se unio las tres

muestras de aceites obtenidas en cada destilacion para los valores obtenidos se calculé

la media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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2.1.4.2. indice de refraccion.

La determinacion del indice de refraccion se lo realizo segun la norma AFNOR NF 75-
112 25 (ISO 280:1998) (Ver Anexo IV) en el cual se utilizo un refractémetro ABBE, que
es un dispositivo electrénico que mide la velocidad de una propagacion de luz en el
aceite esencial a una temperatura determinada de 20°C (Chamba, 2015)

Para lo cual se coloc6 una gota de aceite esencial y se procedi6 a la respectiva lectura.
Se obtuvo un valor medio a partir de las muestras obtenidas de las mezclas de los tres
aceites de cada recoleccion (Rosales, 2012)

2.1.4.3. Actividad éptica.

Para medir la actividad éptica se us6 un polarimetro digital modelo Mrc- Automatic
Polarimeter P810 (figura 18) y una celda de 1dm de longitud (figura 19), en el cual se

midié la capacidad para desviar la luz polarizada del aceite esencial de la muestra

En el anexo V se muestra la formula para determinar la actividad Optica del aceite
esencial. Se obtuvo un valor promedio a partir de las muestras obtenidas de la mezcla

de los tres aceites por cada recoleccion.

Figura 18. Polarimetro digital Figura 19. Celda del polarimetro
Fuente: La autora. Fuente: La autora.
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2.1.5. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial.
2.1.5.1. Cromatografia de gases

La composicion quimica del aceite esencial del fruto D. peruviana se determind por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas y al detector de ionizacion
de llama FID, dichas corridas cromatograficas se hicieron en dos columnas, una no polar
DB-5ms y una polar HP-Innowax, con la finalidad de llevar a cabo el analisis cualitativo

y cuantitativo respectivamente.

2.1.5.1.1. Preparacion de la muestra.

A cada muestra de aceite esencial previo a su analisis cromatografico, se le realizé un
tratamiento para eliminar completamente el agua que posiblemente quedd al momento
de recolectar el aceite en los recipientes &mbar, con la finalidad de evitar problemas que
puedan afectar al sistema cromatografico. Para ello se utilizé sulfato de sodio anhidro
(Na2S04) en cantidades suficientes hasta observar que el aceite no contenga agua. Se
dej6 reposar por 30 minutos y se traspas6 a nuevos recipientes ambares etiquetados.
Cada muestra de aceite esencial para las inyecciones cromatograficas se prepararon
en un vial de cromatografia en el cual se colocé 990uL de diclorometano y 10uL de
aceite, obteniéndose una dilucion al 1% de aceite esencial, se prepararon 9 disoluciones

con los 9 aceites obtenidos de cada destilacion.

De igual manera se realizd la inyeccion de hidrocarburos (C1Odecano a C25-
pentacosano) conocidos comercialmente como TPH-6RPM de CHEM SERVICE, que
fueron inyectados tanto en la columna DB-5MS como en HP-INOWAX, ya que el tiempo
de retencion de los hidrocarburos nos sirve de base para la determinacion de los indices
de Kovats e identificacion de cada uno de los compuestos, los Hidrocarburos se

inyectaron bajo los mismos parametros que los aceites (Flores, 2015).

2.1.5.1.2. Andlisis del aceite esencial por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas y al detector de lonizacion de llama.

La identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial del fruto de D.
peruviana por Cromatografia de Gases acoplado a la Espectrometria de Masas (CG-

MS) se hizo mediante un Cromatégrafo de Gases Agilent y la obtencién de los espectros
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de cada compuesto individual. Las respectivas inyecciones se realizaron en las
columnas capilares DB-5MS y HP-INNOWAX.

El equipo que se utilizé para hacer los respectivos andlisis fue un Cromatografo de
Gases Agilent serie 6890N, acoplada a un espectrémetro de masas Agilent serie 5973
Inert; el equipo dispone de un sistema de datos “MSD-Chemstation D.01.00 SP1”,
cuenta con un inyector automéatico Split/splitless serie 7683 y un detector de ionizacion
de llama (FID) provisto de un generador de hidrogeno Gas Generator 9150 Packard”
(Figura 20).

Figura 20. Cromatdgrafo de gases

Fuente: Laboratorio de Quimica

El tamafio de las columnas fue de 30mx0, 25mm x 0,25um. La columna no polar esta
recubierta internamente de 5%-Fenil-metilpolisiloxano y la columna polar tiene un

recubrimiento interno de polietilenglicol.

La temperatura limite para la columna DB-5MS es de 325°C y para la columna HP-
INNOWAX la temperatura es de 260°C.

2.1.5.1.3. Corrida cromatografica en la columna no polar DB-5MS acoplado a

espectrometria de masas.

Para realizar las respectivas corridas cromatograficas se usaron algunas medidas bajo
los cuales se inyectaron las muestras del aceite esencial D. peruviana. También se
realizé la inyeccion de una muestra de hidrocarburos de Cjio (decano) a Cyus
(pentacosano), este conjunto de hidrocarburos comercialmente es conocido como TPH-
RPM de CHEM SERVICE. Las condiciones utilizadas para realizar correctamente la

cromatografia se describen en la figura 21 (Rosillo, 2012).
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*Modo: Split

*Radio de Particion: 50:1
*Temperatura: 250 °C
*Tipo de gas: Helio

A J

*Programacion de Temperatura:
* Temperatura inicial: 50 °C

* Tiempo inicial: 3 minutos
*Rampa: 3 °C/min

* Temperatura final: 230 °C.

[ ]

7

*DB-5MS

* Temperatura maxima: 350 °C.
*Modo: Flujo constante

*Flujo inicial: 0.9 mL/min.
*Presién inicial nominal: 6.50 psi
*Velocidad promedio: 35 cm/seg.

— A

& S

* Temperatura: 250 °C.

Figura 21. Condiciones operacionales de la
corrida cromatogréafica en la columna no polar
(DB-5MS)

Fuente: La autora.

2.1.5.1.4. Corrida cromatografica en la columna polar HP-INNOWAX acoplado

a espectrometria de masas.

Al igual que en la columna no polar, en esta columna también se inyecto hidrocarburos.
Las caracteristicas bajo las cuales se inyecto la muestra en el cromatografo se describen
en la figura 22 (Flores, 2015)
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*Modo: Split

*Radio de Particién: 50:1

* Temperatura inicial: 250 °C
*Tipo de gas: Helio

*Programacion de Temperatura:
* Temperatura inicial: 50 °C
* Tiempo inicial: 3 minutos
*Rampa: 3 °C/min
* Temperatura final: 230 °C.

R

*HP-INNOWAX

* Temperatura maxima: 270 °C.
*Modo: Flujo constante

*Flujo inicial: 0.9 mL/min.
*Presioén inicial nominal; 6.49 psi
*Velocidad promedio: 35 cm/seg.

* Temperatura: 250 °C.

Figura 22. Condiciones operacionales de la
corrida cromatografica en la columna polar (HP-

INNOWAX)
Fuente: La autora

2.1.5.1.5 Identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos quimicos
del aceite esencial D. peruviana, tanto en la columna polar como en la columna

no polar.

Como resultado de la corrida cromatogréfica, los compuestos se visualizaron en un
cromatograma el cual se define como una representacion gréfica de la sefial producida
por el detector en funcién del tiempo o del volumen de eluciéon. La identificacion de los
componentes de la muestra se lleva a cabo a partir de la posicion de los distintos picos
respecto al eje del tiempo mientras que el area de cada uno, proporcional a la

concentracion del compuesto, permite el andlisis cuantitativo.
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Para que la identificacion sea méas precisa y confiable se procedi6 a integrar, lo cual nos
permite tener una determinada cantidad de compuestos en cada una de las muestras a
analizar, esto se realiz6 a través del sistema de integracién propio del software del

equipo para luego trabajar con los picos integrados.

Obtenido los cromatogramas se procedio a calcular mediante la ecuacion 1 los indices
de Kovats (IK) de los picos integrados, para ello se comparé el tiempo retencion de los
hidrocarburos con el tiempo de retencion de los componentes del aceite esencial

aplicando la siguiente formula:

IK = 100n + 100 » RX"Rn (1)

t
tRN—tRn

Donde:

IK: indice de retencién de Kovats

n: NUumero de atomos de carbono en n-alcano;

trx: Tiempo de retencién del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos;
trn: Tiempo de retencién n-alcano que eluye antes del compuesto analizado;

trn: Tiempo de retencion de n-alcano que eluye después del compuesto analizado.

La identificacién de los compuestos se llevd a cabo en base a los indices de Kovats (IK)
determinados experimentalmente en las corridas cromatogréficas tanto en la columna
polar como no polar, valores que se compararon con los reportados por Adams (Adams,
2009), bases de datos electrénicas como Nist (National Institute of Standards and
Technology) y en articulos de revistas como Flavour and Fragrance; de modo que la
diferencia entre el IK calculado y el leido debe ser menor a 20 unidades. Ademas se
tomo en cuenta pardmetros como el numero de CAS que presenta cada compuesto de
tal modo que facilite la busqueda y la identificacién de los IK de los constituyentes

guimicos del aceite esencial de Dacryodes Peruviana.

2.1.5.1.6. Corrida cromatogréfica en la columna no polar DB-5MS, acoplada al

detector de ionizacion de llama (FID).

La metodologia llevada a cabo con el detector de ionizacion de llama (FID) es igual a la
metodologia que se llevb a cabo en la cromatografia de gases acoplada al
espectrometro de masas. Las muestras fueron tratadas de igual manera antes de ser

analizadas en el cromatdgrafo; de igual manera también se inyecto hidrocarburos, previo
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a la inyeccion de las muestras de aceite esencial del fruto Dacryodes peruviana. Lo que

difiere son las condiciones en las que opero el cromatografo. Estas condiciones se

exponen en la figura 23 (Chamba, 2015).

i

*Modo: Split

*Radio de Particion: 50:1
* Temperatura: 250 °C
*Tipo de gas: Helio

T

y

*Programacién de Temperatura:
* Temperatura inicial: 50 °C

* Tiempo inicial: 3 minutos

* Temperatura final: 230 °C.

*Rampa: 3°C/min

J

*DB-5MS

* Temperatura maxima: 350 °C.
*Modo: Flujo constante

*Flujo: 0.9 mL/min.

*Presion inicial nominal: 10.82 psi
*Velocidad promedio: 23 cm/seg.

[

]

L

)

*lonizacién de llama
* Temperatura: 250 °C.
*Tipo de llama: Aire- Hidrogeno.

Figu

ra 23. Condiciones operacionales de la

corrida cromatografica en la columna no polar
(DB-5MS) acoplada a un detector de ionizacion
de llama (FID)

Fuente: La autora

2.1.5.1.7. Corrid
al detector de io

a cromatografica en la columna polar HP-INNOWAX, acoplada

nizacion de llama (FID).

Las muestras inyectadas tuvieron el mismo tratamiento que en las cromatografias

realizadas anteriormente

y también se inyecto los hidrocarburos (C1Odecano a C25-

pentacosano), de la misma forma que se llevé a cabo con la columna no polar.
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Las condiciones operacionales utilizadas en el tratamiento de estas muestras son las

W

_

siguientes (figura 24) (Flores, 2015)

*Modo: Split
*Radio de Particion: 50:1
* Temperatura: 250 °C
*Tipo de gas: Helio

\ J

*Programacion de Temperatura:
* Temperatura inicial: 50 °C
*Tiempo inicial: 3 minutos

* Temperatura final: 210 °C.
*Rampa: 3°C/min

7

*HP-INNOWAX

* Temperatura maxima: 270 °C.
*Modo: Flujo constante

*Flujo: 0.9 mL/min.

*Presién inicial nominal: 11.37 psi
*Velocidad promedio: 24 cm/seg.

[ 1

7

+lonizador de llama
*Temperatura: 250 °C.
*Tipo de llama: Aire-Hidrogeno.

Figura 24.Condiciones operacionales de la
corrida cromatogréfica en la columna polar HP-
INNOWAX acoplada a un detector de ionizacién

de llama (FID).
Fuente: La autora.

2.1.5.1.7. Cuantificacion de los compuestos identificados mediante
cromatografia de gases acoplada al detector de ionizacion de llama (FID), en

ambas columnas polar y no polar.

Posteriormente a la elucién de los compuestos, se procedi6é a la cuantificacion de los
mismos. Los datos de hidrocarburos obtenidos en masas y en FID se utilizaron para
calcular una ecuacién de la recta con la cual se calcula los tiempos de retencién de cada

compuesto. Estos tiempos de retenciéon calculados se comparan con los tiempos de
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retencién detectados de cada muestra; los tiempos de retencién se van ajustando a los

compuestos encontrados en cada columna, polar y no polar.

2.1.6. Determinacion de la actividad biolégica del aceite esencial de

Dacryodes peruviana.

La actividad biologica fue evaluada mediante el método de microdilucién en caldo frente
a diferentes cepas bacterianas en esta prueba se calculdé la Concentracibn minima

inhibitoria.
2.1.6.1 Microorganismos empleados.

Para evaluar la actividad biol6gica se utiliz6 diferentes tipos de cepas bacterianas
patégenas, para determinar si el aceite del fruto de Dacryodes peruviana, puede ser

utilizado como un antibacteriano de amplio espectro.

Los microorganismos utilizados son cepas bacterianas obtenidas de la American Type

Culture Collection (ATCC) las cuales se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Microorganismos de prueba.

MICROORGANISMOS PATOGENOS

Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram- positivas
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 Enterococcus faecalis ATCC 29212
Klebsiella pneumoniae ATCC 9997 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Proteus vulgaris ATCC 8427
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella typhimurium LT2

Fuente. American Type Culture Collection.

2.1.6.2. Prueba utilizada para evaluar la actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana del aceite esencial del fruto de Dacryodes peruviana, se
determind utilizando el método de microdilucién en caldo reportando los resultados
como la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI); que se define como la concentracién
mas baja que puede tener un antimicrobiano al inhibir el crecimiento de un

microorganismo después de su incubacion (Andrews, 2001).
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2.1.6.2.1. Método microdilucién en caldo.

El procedimiento de microdilucion en caldo, es un método que posee la ventaja de que
se utilizan volimenes minimos de la muestra a analizar. Se utiliza una placa que
contiene 96 pocillos, en los cuales se realizan diluciones seriadas. Previamente se debe

preparar las muestras a utilizar.

2.1.6.2.2. Preparacion de la muestra del aceite esencial.

La muestra de aceite esencial que se va a emplear en este ensayo, debe estar diluida
en un disolvente adecuado y a una concentracion determinada. Con fines de
bioprospeccion se emplea una solucién de 100uL del aceite esencial en 400uL de
DMSO (dimetilsulfoxido).

2.1.6.2.3. Preparacion del cultivo bacteriano “Cultivo Overnight”.

Para la preparacion del in6culo bacteriano, previamente se realiz6 los caldos de cultivo
especificos para cada cepa bacteriana. Para la siembra en el caldo de cultivo especifico,
se utilizd6 30uL de cada cepa bacteriana, que se encontraban almacenadas en una
reserva criogénica a -80°C. Posteriormente a realizar la siembra de cada cepa se
incuban los medios por 14 — 16 horas a 37°C, por esta razon el cultivo se denomina
overnight. Las condiciones necesarias para el crecimiento de cada bacteria y los medios

de cultivo necesarios se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo y condiciones de incubacion necesarias para cada bacteria.

Pseudomonas Temperatura: 37°C

aeruginosa

Caldo Tripticasa Soya

Tiempo: 14- 16 horas

Klebsiella pneumoniae

Caldo Tripticasa Soya

Temperatura: 37°C
Tiempo: 14- 16 horas

Proteus vulgaris

Caldo Mueller Hinton

Temperatura: 37°C
Tiempo: 14- 16 horas

Escherichia coli

Caldo Mueller Hinton

Temperatura: 37°C
Tiempo: 14- 16 horas

Salmonella typhimurium

Caldo Nutritivo Oxoid

Temperatura: 37°C
Tiempo: 14- 16 horas

Enterococcus faecalis

Caldo Infusion Cerebro-
Coraz6n

Temperatura: 37°C
Tiempo: 14- 16 horas

Staphylococcus aureus

Caldo Tripticasa Soya

Temperatura: 37°C
Tiempo: 14- 16 horas

Fuente. American Type Culture Collection.
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2.1.6.2.4. Preparacion de la suspension del in6culo bacteriano.

Del cultivo overnight incubado durante la noche, se transfirieron 150-300 yL a un tubo
gue contenia 7 mL de suero fisiolégico estéril ajustando el inéculo a una concentracion

equivalente a 0,5 en la escala de Mc Farland.

De la suspensién anterior se tomaron 140 pL y se inoculé en 6,86 mL de Caldo Mueller
Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10° ufc/mL. De esta solucién
resultante se transfirieron 100 yL a la placa de cultivo para completar un volumen final
de 200 pL, de esta manera en cada pocillo la concentracion bacteriana final fue de 5x10°

ufc/mL.

2.1.6.2.5. Procedimiento.

El analisis del aceite, se realiz6 en una cabina de seguridad, previamente limpia y
esterilizada para evitar contaminaciones. La prueba se realizé en microplacas de 96
pocillos empleando el procedimiento de dilucion doble seriada: del caldo Mueller Hinton
se transfiri6 180uL a cada pocillo de la primera fila, y 100uL a los pocillos restantes,
luego se adicionaron 20uL de la solucién de aceite diluido a cada pocillo de la primera
fila excepto a los tres ultimos pocillos, los cuales contendran: 1) como control de
esterilidad (200 yL de caldo Mueller Hinton). 2) control negativo (180 uL caldo Muller
Hinton + 20 yL DMSO) y 3) como control positivo (180 pL caldo Muller Hinton + 20 L
de Tetraciclina de 1,953ug/mL para todas las bacterias utilizadas a excepciéon de
Enterococcus faecalis para la cual se emple6 Tetraciclina de 15,625ug/mL y
Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris que se emple6 Tetraciclina de 3,906ug
/mL). Para lograr una homogenizacién correcta del medio y la solucién de aceite, se
pipete6 de 15 a 20 veces la solucion de todos los pocillos de la primera fila del cual se
tomaron 100puL de la solucién homogénea y se diluyeron con 100uL del pocillo siguiente
se mezclb correctamente y se continué este procedimiento hasta obtener 8 diluciones
consecutivas; en la ultima fila de la placa se desecharon los 100uL sobrantes, asi la
concentracion final de la solucién de medio y aceite contenida en cada uno de los
pocillos fue de 1000 a 7,81ug/mL (figura 25). EI mismo procedimiento fue aplicado para

el control positivo, negativo y de esterilidad.
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Figura 25. Modelo de Microplaca IC96 para bacterias con las concentraciones de aceite (ug/mL).
Fuente: La autora.

Finalmente ya preparada la placa de microdilucion se inocul6 con 100 yL de la
suspension del indculo bacteriano en todos los pocillos, excepto en los pocillos en los
gue se coloca los controles de esterilidad, control positivo y negativo; completando asi
un volumen final de 200uL, ajustando la poblacion bacteriana a 5x105 ufc/mL. Al concluir
la inoculacion, las placas se sellaron con parafilm y fueron incubadas a 37 °C de 18-
24h.

2.1.6.2.6. Lectura de las placas de concentracion minima inhibitoria (CMI)

antibacteriana e interpretacion de los resultados.

Una vez retiradas las placas de microdilucion de la incubadora, se observa
cuidadosamente cada caja utilizando luz reflejada; se comienza examinando el control
de esterilidad para descartar cualquier tipo de contaminacién, ya que al existir
contaminacioén la prueba no puede ser interpretada y debe ser repetida.

Por otro lado el control positivo nos indica que existié un crecimiento adecuado de las
bacterias en la placa de microdilucién. El crecimiento en este pocillo se nota como

turbidez o un pellet de > 2mm.

Finalmente en el control negativo no se debe evidenciar ningln rastro de crecimiento,
por el contrario debe estar claro y sin turbidez. Para determinar en qué punto se
encuentra la concentracion minima inhibitoria de una muestra, es decir la concentracion

mas baja a la que puede actuar el aceite como antimicrobiano, se debe leer el pocillo en

42



el cual se distinga turbidez del medio. Es un proceso manual no se requiere de la ayuda

de ningun aparato 6ptico.

2.1.7. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial del

fruto de Dacryodes peruviana.

La evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial del fruto de Dacryodes
peruviana, se obtuvo mediante dos métodos espectrofotométricos: 1). Capacidad de

atrapamiento del cation — radical ABTS+ y 2). Radical DPPH.

Las mediciones se determinaron segun la absorbancia que leia el equipo de cada
muestra. Se utilizé un espectrofotometro Genesys 10 UV-VIS Scaning 333907 figura 26.
Las longitudes de onda empleadas en cada método fueron 734nm y 515nm

respectivamente.
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Figura 26. Espectrofotometro Genesys 10 UV-VIS
Scaning 333907
Fuente: La autora

2.1.7.1 Preparacién de la muestra de aceite esencial del fruto de D.

peruviana.

Para realizar el analisis de la muestra mediante los métodos mencionados, se trabajo
con 5mg de aceite esencial del cual se procedié a realizar las respectivas diluciones, la
primera dilucién se empez6 con una concentracion maxima de 1000 ppm, hasta llegar
a una concentracion minima final de 5 ppm, ya que la concentracién de Oppm solo lleva
metanol.

Los volumenes respectivos de cada dilucion fueron los necesarios para analizar cada
muestra por triplicado. En la tabla 3, se explica como se realiz6 cada dilucién, cabe

destacar que el volumen final de cada dilucién es de 5000L.
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Tabla 3. Volumen necesario para cada dilucion de aceite.

Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 yL MeOH + 5 mg de aceite esencial
Concentracion 2 (500 ppm) 2500 yL MeOH + 2500 L de concentracion 1
Concentracion 3 (100 ppm) 4000 yuL MeOH + 1000 pL de concentracion 2
Concentracion 4 (50 ppm) 2500 pyL MeOH + 2500 yL de concentracion 3
Concentracion 5 (25 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (12,5 ppm) 2500 pyL MeOH + 2500 uL de concentracion 5
Concentracién 7 (5 ppm) 3000 pL MeOH + 2000 yL de concentracion 6
Concentracion 8 (0 ppm) 5000 yL MeOH

Fuente. Investigacion Experimental
2.1.7.2. Método capacidad de atrapamiento del catién —radical ABTS+.
2.1.7.2.1 Solucién patron y de trabajo de ABTS+.

Para realizar la solucion patrén se mezclé dos reactivos diferentes. El primer reactivo
fue el reactivo de ABTS+. (2,2 —azinobis-3-etil-benzotiazolina-6sulfénido), del cual se
tomo una cantidad de 0,1015 g que se aforo a 25 mL con agua destilada. El segundo
reactivo fue persulfato de potasio, del cual se pes6 una cantidad de 0,01757 g de igual
manera se aforo a 25mL con agua destilada. El primer y segundo reactivo se mezclan y

se deja reposar por 12 horas protegidos de la luz

Transcurridas las 12 horas de reaccion, se tomo de esta soluciéon una alicuota de 1mL
afladida a 60mL de metanol, hasta obtener una absorbancia de 1,1 + 0,02 a 734nm.

Si la lectura de la absorbancia es menor al resultado que queremos conseguir se debe
afiadir mas solucion de trabajo, si por el contrario la lectura de la absorbancia es mayor
a la que esperamos debemos afiadir metanol puro. Previa a la lectura de absorbancia

de la solucion de trabajo debemos encerar el equipo con metanol

2.1.7.2.2. Estandar Trolox para ABTS+.

Para realizar la solucién estandar se utiliz6 Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromén- 2-carboxilico) y el hidroxitolueno butilado (BHT), los cuales son patrones de
referencia utilizados para expresar la actividad antioxidante del aceite esencial como
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) que es la capacidad antioxidante

equivalente a Trolox.
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Se pes6 25 mg de Trolox y se aforo en un balén de 100mL con metanol y 22mg de BHT
el cual se aforo a 50mL de metanol. En la tabla 4, mencionamos cémo se realiz6 cada
dilucion, cabe destacar que el volumen final de cada una es de 5000uL

Tabla 4. Volumen necesario para cada dilucion de Trolox y BHT.

Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 pL Trolox/BHT

Concentracion 2 (800 ppm) 1000 pyL MeOH + 4000 uL de concentracion 1
Concentracion 3 (600 ppm) 1250 yL MeOH + 3750 uL de concentracion 2
Concentracion 4 (450 ppm) 1250 pyL MeOH + 3750 uL de concentracion 3
Concentracion 5 (300 ppm) 1670 yL MeOH + 3330 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (150 ppm) 2500 pyL MeOH + 2500 uL de concentraciéon 5
Concentracion 7 (25 ppm) 4170 yL MeOH + 830 pL de concentracion 6
Concentracion 8 (0 ppm) 5000 yL MeOH

Fuente. Investigacion Experimental

Se tomo6 150uL de cada dilucién y 2850uL de la solucion de trabajo dejandolo por 2
horas en la oscuridad, transcurrido ese tiempo se procedié a leer la absorbancia a
734nm. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada concentracién de Trolox

y BHT respectivamente.

2.1.7.2.3. Lectura de muestras.

Para determinar si el aceite esencial del fruto de Dacryodes peruviana posee actividad
antioxidante, se debe evaluar la muestra con suma precisién, tanto para cada dilucion
gue se realiz6 como para cada alicuota de Trolox y BHT.

Con ayuda del espectrofotometro se procedié a la lectura de las muestras, las mismas

gue se midieron con una absorbancia de 734nm (Figura 27).

Figura 27. Muestras del aceite esencial D. peruviana
analizadas mediante el método ABTS+.
Fuente: Investigacion Experimental.
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2.1.7.3. Método radical DPPH.
2.1.7.3.1 Solucién patron y de trabajo para DPPH.

Para realizar la solucién patrén se peso6 0,024 g de reactivo de DPPH vy se afor6 a
100mL con metanol la misma que fue almacenada a -4°C hasta su uso, de esta solucién
se tom6 10mL y se adicioné 45mL de metanol obteniéndose la solucion de trabajo; se
midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 515nm ajustandose hasta obtener una
lectura de 1,1 + 0,02 (es decir los valores de la lectura de absorbancia pueden fluctuar
desde 1,08 a 1,12). Si la lectura de la absorbancia es mayor se ajusta afiadiendo

metanol puro y si por el contrario es menor se ajusta afladiendo mas solucién patrén.

Previo a la lectura de la absorbancia de la solucién de trabajo se encera el equipo con

metanol, ya que este es el disolvente que estamos usando en todo el método

2.1.7.3.2. Estandar Trolox y BHT para DPPH.

Como ya se menciono anteriormente Trolox fue utilizado como el estandar de referencia

para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial para ambos métodos.
2.1.7.3.3. Lectura de las muestras.

Al igual que la parte experimental del método de ABTS+, en este método también
utilizamos las mismas diluciones a diferentes concentraciones del aceite esencial (ver

tabla 3) y las diferentes concentraciones del estandar Trolox y BHT (ver tabla 4).
Cabe destacar que la parte experimental se realiz6 por triplicado de cada muestra

diluida. Las muestras se dejan reaccionar por 24 horas en la oscuridad y posteriormente

se procedio a la lectura de las muestras a una absorbancia de 515nm (Figura 28).
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Figura 28. Muestras del aceite esencial D. peruviana
analizadas mediante el método DPPH.
Fuente: Investigacion Experimental.

2.1.7.4. Analisis de los datos obtenidos mediante ABTS+ y DPPH.

Las absorbancias determinadas mediante el método ABTS* y DPPH de cada muestra
de aceite esencial evaluada a diferentes concentraciones, permiten calcular el

porcentaje de inhibicion (% Inh) empleando la ecuacion 2.

% Dis. = {(Abs-blanco_ Abs-muestra) " 100} )

AbS.planco

Donde:

Abs. blanco: absorbancia de la solucién de trabajo

Abs. muestra: absorbancia de la respectiva concentracion

Con los valores obtenidos de % Inh, se calcula el valor de la concentracién media
inhibitoria (Cls,) de la muestra. El Cls, de cada aceite se determiné realizando una
gréfica de concentracion (ppm) vs. Porcentaje de inhibicién (% Inh) obteniendo asi, una
ecuacion para la curva y calculando luego la concentracion para la cual el porcentaje de
inhibicion es del 50%. Para obtener la ecuacién necesaria para calcular Clg,, se utilizé

el programa OriginPro version 8E.

En ambos métodos (ABTS* y DPPH) se utiliz6 como estandar el Trolox y BHT, cuya

capacidad antioxidante se evalué en las mismas condiciones de trabajo de las muestras.

47



CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

48



3.1. Determinacion de humedad del fruto de Dacryodes peruviana

En la tabla 5 se presentan los valores obtenidos de la media de cada uno de los
porcentajes de humedad de las tres destilaciones de cada recoleccién con su respectiva

desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Tabla 5. Porcentaje de humedad de la materia vegetal

Recolecciones Humedad (%) X o
DP1 72,7
DP2 71,2 741 3.7
DP3 78,3

DP1: Primera recoleccion = DP2: Segunda recoleccion DP3: Tercera recoleccion
X: Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
O’: Desviacion estandar

Fuente: Investigacion Experimental
Elaboracién: La autora

Haciendo una comparacion entre los promedios de las tres recolecciones que se
aprecian en la tabla 5 se puede observar que el porcentaje de humedad mayoritario
corresponde para la tercera recoleccién (78,3 %) segun Margulis & Sagan, (2012), nos
sefala que la variabilidad de estos resultados se puede atribuir a las condiciones
climaticas, el suelo, el manejo de nutrientes y el desarrollo de la planta al momento de

la recoleccion.

Es importante destacar que nuestra muestra se recolecté en distintos periodos de
tiempo por ende los diversos cambios en el ambiente influyeron en la humedad de la
planta, considerando que los vientos fuertes y lluvias esporadicas hicieron que exista

variacion de humedad en las diferentes recolecciones.

3.2. Determinacién de rendimiento.

En la tabla 6 se presentan los valores obtenidos de la media de cada uno de los
porcentajes del rendimiento obtenido de las tres destilaciones de cada recoleccion con

su respectiva desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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Tabla 6.Rendimiento en % v/p del aceite esencial del fruto Dacryodes peruviana.

Recolecciones Rendimiento % X (04
DP1 4.8

4,5 0,3
DP2 4,6
DP3 4,2

DP1: Primera recoleccion  DP2: Segunda recoleccion DP3: Tercera recoleccion
X: Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
O': Desviacion estandar

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracién: La autora.

El rendimiento de los aceites esenciales fue calculado en relacién al volumen/peso; el
promedio del rendimiento mayoritario que se obtuvo fue de la primera recoleccién
dandonos un porcentaje de (4,8%) y el menor fue el de la tercera recoleccion de (4,2%),
la cantidad de material que se utilizé en la primera destilaciéon fue 2,359 Kg,
obteniéndose aproximadamente un volumen de aceite esencial de 115 mL. Mientras
gue en la tercera recoleccion se utilizd 3,099 Kg, obteniendo un volumen de aceite

esencial de 98 mL.

Segun la categorizacion propuesta por el organismo de Ciencia y Tecnhologia para el
desarrollo (CYTED) citada por Molares et al. (2009), los valores de rendimiento menores
a 5 mL/kg los considera bajos, valores entre 5 mL/kg y 10 mL/kg intermedios, y valores
superiores a 10 mL/kg alto. De acuerdo a esta clasificacion el porcentaje de rendimiento

obtenido es bastante alto siendo de 21mL/kg.
Segun Agnihotri et al.(2012), nos menciona que el tipo de planta, la porcion empleada,
el estado fisiolégico y el procedimiento de la destilacién u obtencion del material inicial

son elementos importantes a considerar en la variabilidad del rendimiento de la

destilacion por arrastre de vapor.

3.3. Determinacion de las propiedades fisicas del aceite esencial.

Entre las caracteristicas fisicas determinadas para el aceite esencial del fruto de D.

peruviana tenemos: densidad, indice de refraccion y actividad éptica.
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3.3.1. Densidad del aceite esencial.

En la tabla 7 se detalla el valor promedio de la densidad obtenida en las tres

recolecciones.

Tabla 7. Densidad relativa del aceite esencial D. peruviana

Recolecciones Densidad (g/cm3) X (04
DP1 0,8429
DP2 0,8472 0,8456 0,0023
DP3 0,8466

DP1: Primera recoleccion ~ DP2: Segunda recoleccién DP3: Tercera recoleccién
X: Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
O': Desviacion estandar

Fuente: Investigacion Experimental
Elaboracién: La autora

Como se puede observar en la tabla 7 la densidad promedio del aceite esencial obtenida

en las tres recolecciones fue de 0,846g/cm?.

La densidad de los aceites varia entre 0.84 y 1.18 g/cm? dependiendo de la especie y
del lugar de origen, segun Costa-Batllori, (2003), el valor promedio obtenido en el aceite
en estudio es comparable con la literatura, la densidad del aceite esencial se encuentra

dentro del valor establecido siendo de 0,846g/cm?®.
El resultado de densidad del presente trabajo nos indica calidad y pureza del aceite

extraido, siendo influenciado probablemente por la naturaleza de la planta y condiciones
climaticas del area geografica de procedencia (Albaladejo, 1999).
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3.3.2. indice de refraccion del aceite esencial.

En la tabla 8 se muestra el valor promedio del indice de refraccion obtenido en las tres

recolecciones.

Tabla 8.indice de refraccion del aceite esencial D. peruviana

Recolecciones indice de refraccion X (0
DP1 1,4753
DP2 1,4750 1,4751 0,0002
DP3 1,4749

DP1: Primera recoleccion  DP2: Segunda recoleccion DP3: Tercera recoleccion
X: Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
O': Desviacion estandar

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora.

El indice de refraccion registrado para aceite esencial de frutos se encuentra entre los
valores de 1,474 - 1,478 (Viturro et al., 2010). Como se puede apreciar en la tabla 8, el
promedio del indice de refraccion del fruto de D, peruviana se encuentra los valores de
referencia. Esta propiedad fisica nos indica la pureza y calidad de los aceites tanto a

nivel de laboratorio como a nivel industrial (Pérez, 2006).

3.3.3. Actividad 6ptica especifica del aceite esencial.

En la tabla 9 se detalla el valor promedio de la actividad 6ptica obtenida en las tres

recolecciones.

Tabla 9. Actividad 6ptica del aceite esencial D. peruviana

Recolecciones Actividad Optica X o
DP1 12,1562°
DP2 12,1545° 12,1543 0,0020
DP3 12,1523°

DP1: Primera recoleccion ~ DP2: Segunda recoleccion DP3: Tercera recoleccion
X: Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
O': Desviacién estandar

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracién: La autora.
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Como se puede apreciar en la tabla 9, el valor promedio de la actividad 6ptica es de

+12,154° cercano al valor de referencia obtenido de la especie Bursera graveolans

+11,023° (Manzano, 2007), dicha actividad es dextrégira porque rota la luz polarizada

en el sentido de las agujas del reloj, es decir es una sustancia Gpticamente activa y no

contiene algun tipo de adulteracion en el aceite esencial (Weast, 2010).

3.4. Compuestos quimicos del esencial D. peruviana.

3.4.1. Analisis cualitativo y cuantitativo

En la figura 29 y 30, se puede observar los perfiles cromatograficos del aceite esencial

del fruto de Dacryodes peruviana obtenidos en la columna no polar (DB-5ms) y en la

columna polar (HP-Innowax) mediante la técnica de CG-EM.

00000 007
- t-Phellandrene
o000
0000
FON000
Bhoan0
]
Hh0o00
Bononn
AR
Anooon
62
150000 Limonzne
Jaoona
260000
<0000
080 B-Phelandrene
{50000
100000 pLymeng
1.6 2
Sabingng e
50000 B-Pinene? Tepine
(R Ao o
BEG 5 W ) il 5a
L L
\.’IH a0 10,00 1200 14,00

i1
el i
16,00

a0
el LD

i

240

kil Il
Aoy

v b
0

2

1KH

L0 el ity

17 (I 1
1200 .00 1600

Figura 29. Perfil cromatogréfico del aceite esencial D, peruviana en la columna no polar (DB-

5ms)
Fuente: La autora
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Figura 30.Perfil cromatogréfico del aceite esencial D, peruviana en la columna polar HP-Innowax
Fuente: La autora.

En la tabla 10, se detalla la composicion quimica del aceite esencial del fruto de D.
peruviana en las columnas DB-5ms y HP-Innowax; los mismos que estan descritos de
acuerdo al orden de elucién en la columna DB-5ms, resaltando los compuestos con
mayores areas, se indican los indices de Kdévats tanto experimentales como los
reportados en la literatura, el porcentaje promedio relativo y desviacion estandar para

cada compuesto correspondiente a cada recoleccion.
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Tabla 10.Composicion quimica del fruto D. peruviana

DB5-ms HP-Innowax
N® COMPUESTOS |Kcal |Kref % de Cantidad Relativa? Y o Keal IKre! % de Cantidad Relativa? Y o
DP1 | DP2 DP3 DP1 DP2 DP3

1 | Tricyclene 930 926> | ... 0,08 0,03 0,05 0,03 | e | i | i | i | i |
2 |a-Thujene 934 930P 3,21 1,31 1,18 1,90 1,24 | e i | s | | |
3 | Camphene 952 954b 0,08 0,14 0,16 0,13 0,04 1069 1066¢ 0,1 0,19 0,19 | 0,16 | 0,05
4 | Sabinene 972 975b 3,04 0,47 0,80 1,44 1,40 1116 1129¢ 4,15 0,95 1,17 | 209 | 1,79
5 B-Pinene 975 974> 1,62 2,68 3,42 2,57 0,91 1103 1118¢ 2,02 4,04 451 | 352 1,32
6 | Myrcene 989 990° 0,85 0,50 0,84 0,73 020 | el i | | | i |,
7 | B- Phellandrene 998 1025° 9,13 6,80 8,88 8,27 1,28 1212 1218k 4,68 9,47 | 13,25 | 9,14 | 4,29
8 |a-Phellandrene 1003 1002° 26,01 | 72,49 | 52,46 | 50,32 | 23,32 1163 1165 29,94 | 71,03 | 53,83 | 51,60 | 20,63
9 |a-Terpinene 1013 1017° 0,26 0,37 0,32 0,32 0,05 1179 1182m 0,36 0,53 0,45 0,45 0,09
10 |P-Cymene 1021 10200 1,12 2,79 5,26 3,06 2,08 1270 12809 1,99 4,75 737 | 470 | 269
11 |Limonene 1026 10290 36,28 | 10,30 | 22,51 | 23,03 | 13,00 1196 1202 3406 | 3,88 | 12,18 | 16,71 | 15,59
12 | 3-5 Carene 1035 10110 0,29 0,16 0,08 0,18 0,11 | e | i | i | | i |
13 |y-Terpinene 1054 1054° 0,51 0,07 0,12 0,23 0,24 1242 1244f 0,68 0,06 0,18 | 0,31 | 0,33
14 | Terpinolene 1081 1088° 15,54 | 0,07 0,08 5,23 8,93 1286 1290f 19,10 | 0,17 0,16 | 6,48 | 10,93
15 | Mentha-2,4(8)-diene<p> 1102 1085° 0,02 | oo | o | ] e e
16 | Camphor 1141 1146° 0,05 0,02 0,03 0,03 0,02 1503 1532 0,02 0,03 | ... 0,02 | 0,01
17 | Terpinen-4-ol 1177 1177° 0,09 0,01 0,11 0,07 0,05 1599 1598¢ 0,18 0,03 0,16 0,13 0,08
18 | Cymen-8-ol<p> 1191 11790 006 | oooooue | i | | 1851 1864 020 | oo | i | e |
19 |Benzenopropanal 1202 1163° | .. 0,76 1,20 0,98 0,31 | e | e ]
20 |p- Menthane 1250 124> | 0,42 0,92 0,67 035 | e | | | i | | i |
21 | Ascaridole 1262 12340 | L 0,11 0,13 0,12 0,02 | e | | i | i | i | i |
22 | Dihydro carveol acetate 1325 1306P 0,01 | veevie | i | i | ] e e s ]
23 | 5-Elemene 1328 13350 0,14 0,03 0,02 0,06 0,07 1461 1468™ 019 | coooee | i | |
24 | a-Copaene 1366 1376° 0,02 0,05 0,08 0,05 0,03 1478 1497' 0,08 0,34 052 | 031 | 0,22
25 |Caryophyllene 1408 14170 0,04 0,15 0,21 0,13 0,09 1581 1592f 0,07 0,30 024 | 020 | 0,12




26 | Humulene <a-> 1444 1452° | .. 0,03 0,02 0,03 0,00 1653 1660m | ... 0,04 0,13 | 0,08 | 0,07
27 | Germacrene-D 1470 1484° 0,40 0,03 0,03 0,15 0,21 1692 1693 0,60 0,07 0,08 | 025 | 0,30
28 |Valencene 1478 14960 0,01 | v | i | i L ] e L L L ] ] e | e
29 |5-Amorphene 1509 15110 0,01 0,01 0,03 0,02 0,01 | e | e L | | e | e
30 |Curcumene <B-> 1546 1514° 0,01 | ... 0,14 0,07 0,09 1546 1514h 0,01 | e 0,14 | 0,07 | 0,09
31 | Nerolidol 1561 1531 | | 0,04 | oo | e, 2041 2050k | e | e 0,12 | oo | e
32 | Caryophyllene oxide 1569 582> | 0 0,03 | oo | ] e ] i | e [ | |
33 |cis-B-Ocimene | aeee | el i | i | i | e 1235 1239f 0,13 0,22 0,20 | 0,19 | 0,05
34 |trans-B-Ocimene | ..o | e b i | e | ] 1250 12540 0,07 0,06 0,04 0,06 0,01
385 |Allocimene | e | e b L i | i | i | 1370 1382h 0,05 0,09 0,09 | 0,07 | 0,02
36 |p-Cymenene | e | e i | i | i | e 1433 1414 0,05 | ciiiie | e | e | e
37 |[B-Cubebene | o | e i | i | i | 1559 1544¢ N T T B B
38 |Y-Elemene | L | el | i | |, 1628 1650° 0,05 | e 0,38 | 022 | 0,23
39 |B-Gurjunene | e | e i | s | | 1648 1610i 0,01 | s ] e | | e
40 |a-Terpineol | e | e i | e | i | i | e, 1695 17069 | e | eieenls N R B
41 Verbenone | | e L | ] i | ] 1703 1725k | e 0,07 0,11 0,09 0,03
42 |&-Cadinene | e | e b i i | e |, 1746 1748h 0,05 0,15 0,20 | 0,13 | 0,08
43 |trans-Carveol | e | e b s | e | i | 1822 18329 | ... 0,06 0,20 | 0,13 | 0,0
44 |Thymol | e L e | 2221 2198k 0,02 0,05 0,13 | 0,07 | 0,06
*TOTAL IDENTIFICADO 98,37 *TOTAL IDENTIFICADO 96,25

X = Promedio

O’= Desviacién estandar

IKea = fndice de Kévats calculado

* = Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas

DP1= Aceites de la primera recoleccion; DP2= Aceites de la segunda recoleccion; DP3= Aceites de la tercera recoleccion
DP1, DP2 Y DP3: Promedios calculados de las tres recolecciones en base a su porcentaje de area Ver anexo (VII)

a= % promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna DB5-MS y HP-INNOWAX respectivamente (ver Anexo VI)

IK'e = [ndice de Kovats reportado en la literatura: : bref.1 ; cref. 2 ; dref.3; eref. 4; fref. 5; dref. 6; href. 7; iref. 8; iref. 9; kref.10; 'ref. 11; Mref. 12. ver anexo(V)

Elaboracién: La autora
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En la figura 31, se puede apreciar los porcentajes de los siete compuestos mayoritarios
del aceite esencial del fruto de Dacryodes peruviana en la columna DB-5ms, entre los
cuales tenemos: a-Phellandrene (50,32%), Limonene (23,03%), B- Phellandrene
(8,27%), Terpinolene (5,23%), p-Cymene (3,06%), B- Pinene (2,57%) y Sabinene
(1,44%).
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Figura 31. Compuestos mayoritarios en la columna no polar (DB5-ms)

Elaboracioén: La autora.

Los porcentajes de los siete compuestos mayoritarios del aceite esencial del fruto de
Dacryodes peruviana en la columna HP-Innowax se muestran en la figura 32, entre los
cuales tenemos: a-Phellandrene (51,60%), Limonene (16,71%), B-Phellandrene
(9,14%), Terpinolene (6,48%), p-Cymene (4,70%), pB- Pinene (3,52%), Sabinene
(2,09%).
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Figura 32.Compuestos mayoritarios en la columna polar (HP-Innowax).
Elaboracion: La autora

El analisis cuantitativo se realiz6 mediante la comparacion del porcentaje de cantidad
relativa de los picos detectados en el detector de ionizacion de llama (FID) con el
porcentaje de cantidad relativa de los picos de los compuestos identificados en
Espectrofotometria de masas (EM) tanto en la columna polar y no polar.

En la tabla 11, se observa los resultados en la cual se presentan los porcentajes de
cantidad relativa por cada recoleccion, el promedio y la desviacion estandar.
Mediante el andlisis cualitativo y cuantitativo se confirmé la presencia de los

compuestos identificados en el aceite esencial del fruto de D. peruviana.
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Tabla 11. Comparacién de la cantidad relativa (%) de los compuestos quimicos del aceite esencial por CG-MS y CG-FID

DB5-ms HP-Innowax
N° COMPUESTOS % de Cantidad Relativa % o % de Cantidad Relativa e o
DP1 DP2 DP3 DP1 DP2 DP3

MS | FID| MS | FID| MS | FID | MS | FID| MS | FID | MS | FID| MS | FID | MS | FID | MS | FID | MS | FID
1 Tricyclene | | 0,08 | 008 | 003 | 002|005 ] 005003004 | oo |l || |
2 a-Thujene 321 [ 314 ] 1,31 | 130 | 1,38 | 1,21 | 1,90 | 188 | 1,14 | 109 [ .| | |
3 Camphene 0,08 | 008 | 014 | 014 | 0416 | 047 | 0,23 | 0,13 | 0,04 | 004 | 01 | 010 | 019 | 0,17 | 0,29 | 0,20 | 0,26 | 0,16 | 0,05 | 0,05
4 Sabinene 304 | 309 | 047 | 049 | 080 | 081 | 1,44 | 1,46 | 1,40 | 1,42 | 415 | 389 | 095 | 092 | 1,17 | 1,33 | 2,00 | 205 | 1,79 | 1,61
5 B-Pinene 162 | 1,78 | 268 | 267 | 342 | 369 | 257 | 2724 | 091 | 095 | 2,02 | 266 | 404 | 400 | 451 | 471 | 352 | 379 | 1,32 | 1,04
6 Myrcene 085 | 089 | 050 | 047 | 0,84 | 091 [ 073 076 020|025 | cooooo | oo | i | e i i | e |
7 B-Phellandrene 913 | 9,05 | 680 | 683 | 888 | 930 | 827 | 839 | 1,28 | 1,36 | 468 | 431 | 947 | 9,09 [1325 | 1309 | 9,14 | 883 | 429 | 4,40
8 a-Phellandrene 26,01 | 2527 | 72,49 | 72,56 | 52,46 | 52,81 | 50,32 | 50,21 | 23,32 | 23,76 | 29,94 | 27,14 | 71,03 | 69,91 | 53,83 | 51,22 | 51,60 | 49,42 | 20,63 | 21,44
9 a-Terpinene 026 | 030 | 037 | 033] 032 |033]032]032]005]| 002|036 | 03| 053 | 056] 045 | 046 | 045 | 047 | 0,09 | 0,09
10 P- Cymene 1,12 | 105 | 279 | 245 | 526 | 533 | 306 | 294 | 2,08 | 218 | 1,99 | 1,99 | 475 | 447 | 7,37 | 6,02 | 470 | 416 | 2,69 | 2,03
11 Limonene 36,28 | 37,09 | 10,30 | 10,39 | 22,51 | 21,85 | 23,03 | 23,11 | 13,00 | 13,39 | 34,06 | 33,24 | 388 | 4,05 | 12,18 | 12,38 | 16,71 | 16,56 | 15,59 | 15,04
12 3-8 Carene 029 | 028 | 016 | 018 | 008 | 010 [ 0,28 | 0,19 | 0,21 | 0,09 | coooooo | ol v i i i | i [
13 y-Terpinene 051 | 035 | 007 | 007 | 012 | 0,0 | 0,23 | 0,17 | 0,24 | 0,16 | 0,68 | 0,68 | 0,06 | 0,06 | 0,18 | 0,23 | 0,31 | 0,29 | 0,33 | 0,34
14 Terpinolene 1554 | 1509 | 007 | 007 | 008 | 009 | 523 | 508 | 893 | 867 | 19,10 | 19,17 | 0417 | 047 | 0,16 | 0,14 | 6,48 | 6,49 | 10,93 | 10,98
15 Mentha-2,4(8)-diene<p>| 0,02 | 0,03 | ....oo. | oooooee | vvviie [ evveeea Lo | i i L [ o L i L Lo | i i | e
16 Camphor 0,05 | 005 | 002 | 002 | 003 | 002 | 003 |003]002]002]|002]002]| 003 ]003].cccc.|.... 0,02 | 002 [ 001 | 001
17 Terpinen-4-ol 009 | 009 | 001 | 001 ] 011 | 0411 | 0,07 | 0,07 | 0,05 | 0,05 | 018 | 0,24 [ 003 | 0,03 | 0,16 | 0,16 | 0,13 | 0,11 | 0,08 | 0,07
18 Cymen-8-ol<p> 006 | 007 | oo || i L ] 020 | 019 | coovoi | e e e |
19 Benzenopropanal | ... |..... 076 | 075 | 120 | 096 | 098 | 086 | 031 | 015 | ... || o |
20 p- Menthane | .| ... 042 | 042 | 092 | 069 | 067 | 055|035 | 019 | ..o || o | o
21 Ascaridole | L] 041 | 010 [ 013 | 013 | 022 | 0,22 [ 002 | 0,08 | eooooi [ ooeeie | eveiie | [ L Lo | e L
22 Dihydro carveol acetate | 0,01 | 001 | ....oo. | ooooeee | v e Lo e b i i e L L e e | e ] e | e
23 5-Elemene 0,14 | 009 | 003 | 003 | 002 | 002|006 |005]007]004]019 020 | .oooc. || coie | oo Lo | i Lo [
24 a-Copaene 0,02 | 002 | 005 | 005 | 008 | 008 | 0,05 | 005 | 003 ]| 003|008 008]| 03 | 03] 052045031 028 | 022|019
25 Caryophyllene 004 | 003 | 015 | 015 | 021 | 021 | 0,23 | 0,13 | 0,09 | 0,09 | 0,07 | 0,06 | 030 | 0,32 | 0,24 | 0,24 | 0,20 | 021 | 0,12 | 0,13




26 Humulene <a-> | ... | ... 0,03 | 0,03 ] 002 | 002 | 003 | 003 ] 000|001 ][..... 0,04 | 0,16 | 0,23 | 0,13 | 0,08 | 0,14 | 0,07 | 0,02
27 Germacrene-D 0,40 | 0,40 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,15 | 0,5 [ 0,21 | 0,21 | 0,60 | 0,58 | 0,07 | 0,07 | 0,08 | 0,08 | 0,25 | 0,24 | 0,30 | 0,29
28 Valencene 001 | 0,01 | .oooooe | iiii | e e e e e
29 &-Amorphene 0,01 | 017 | 0,01 | 0,01 | 003 | 003 ] 0,02 | 007 | 001|009 |.coeoee| ]| o | i | |
30 Curcumene <§-> 0,01 | 0,01 | oo | e 014 | 0,5 ] 0,07 | 0,08 [ 0,09 | 0,10 | .eoooore | vvveai b i v L i L | i L [
31 Nerolidol | .|| o | 0,04 | 0,03 | .ooooie | covviii | e | L e | e | 0,12 | 0,11 | oeevieie | e | s
32 Caryophylleneoxide | ....... | .......| ... | ... 003 | 002 | ..o | i e | i e i e ] e |
33 cis-B-Ocimene | i e L | i L i L | | 0,13 | 0,43 | 0,22 | 0,24 | 0,20 | 0,20 | 0,29 | 0,29 | 0,05 | 0,05
34 trans-B-Ocimene | .| i L | L e | | 0,07 | 0,07 | 006 | 0,06 | 0,04 | 0,14 | 0,06 | 0,09 [ 0,01 | 0,04
35 Allocimene | L | L e L | 0,05 | 0,04 | 009 | 0,09 [ 0,09 | 0,09 | 0,07 | 0,07 | 0,02 | 0,03
36 p-Cymenene | ] e i | i i e | 0,05 | 0,05 | cooooe | eeiiii [ i L | i e
37 B-Cubebene | o o e | 0,07 | 0,06 | cooovvee | evvee | i | L i | | e
38 y-Elemene | L e [ L e L e [ | e [ 0,05 | 0,05 | cooeee | e 0,38 | 0,38 | 0,22 | 0,22 | 0,23 | 0,24
39 B-Gurjunene | || e L | i L e e | 0,01 | 0,01 | .ooovvee [ [ oo [ L | i [ | e
40 a-Terpineol | o e e e | 0,20 | 0,21 | cooooee | eevvveee e | e
41 Verbenone | [l L L L i L e L i 0,07 | 0,06 | 0,11 | 0,20 | 0,09 | 0,08 | 0,03 | 0,03
42 8-Cadinene | o L i L L L | 0,05 | 0,05 | 015 | 0,22 | 0,20 | 0,21 | 0,23 | 0,26 | 0,08 | 0,10
43 trans- Carveol | [ i L L e i L e L e 0,06 | 0,10 | 0,20 | 0,20 | 0,23 | 0,45 | 0,20 | 0,07
44 Thymol | e | e L e L 0,02 | 0,02 | 0,05 | 0,04 | 0,13 | 0,13 | 0,07 | 0,06 | 0,06 | 0,06
*TOTAL IDENTIFICADO 98,37 | 97,84 *TOTAL IDENTIFICADO 96,25 | 94,09

Compuestos segun el orden de elucion de la columna DB-5ms
* = Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna DB-5MS- Masas y DB-5MS-Fid

** = Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna HP-Innowax- Masas y HP-Innowax-Fid

DP1: Aceites de la primera recoleccion DP2: Aceites de la segunda recoleccion DP3: Aceites de la tercera recoleccion
MS: Cromatografia de Gases acoplada al Espectrometria de Masas

FID: Cromatografia de Gases acoplada al Detector de lonizacion de llama

X: Promedio

O': Desviacion estandar

Elaboracion: La autora
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La determinacion quimica realizada del aceite esencial del fruto de Dacryodes peruviana
permitié identificar 44 compuestos quimicos; en la columna no polar (DB-5ms) se
identificaron 32 compuestos con un porcentaje de identificacion de 98,37% y en la
columna polar (Hp-Innowax) se identificaron 31 compuestos con un porcentaje de
identificacion de 96,25%

No existen estudios previos de los compuestos quimicos de la especie Dacryodes
peruviana, asi como tampoco del género, sin embargo en la literatura se encuentran
investigaciones de la composicibn quimica de la familia a la que pertenece
(Burseraceae). Segun Salas et al.( 2006) la familia Bursera graveolans identifico 8
compuestos mayoritarios a partir de sus frutos los cuales fueron: a-Thujene (0,26%), a-
pinene (0,99%), Sabinene (0,29%), p-Cymene (1,51%), a-Phellandrene (35,55%),
Limonene (52,82%), Menthorfuran (5,32%), Germacrene D (1,28%). En cuanto a los
compuestos mayoritarios realizados en el presente estudio tenemos: a-Phellandrene
(50,32%), Limonene (23,03%), B-Phellandrene (8,27%), Terpinolene (5,23%), p-
Cymene (3,06%), B- Pinene (2,57%) y Sabinene (1,44%).

Las diferencias relacionadas a la composicién del aceite, pueden explicarse por
variaciones en las condiciones ecolodgicas (clima, tipo de suelo, estacion del afio, lugar
geografico) en que se desarrolla la planta y condiciones de extraccion (método de
extraccion, tiempo, condiciones de la materia prima) que pueden producir en el aceite

cambios cualitativos y cuantitativos (Sanchez et al., 2009).

Uno de los compuestos mayoritarios que se presentd en la composicién quimica del
aceite esencial del fruto D, peruviana fue el a-Phellandrene (50,32%), es un
monoterpeno ciclico de isdbmeros con doble enlace. Es empleado como aromatizante

por su agradable aroma, se le atribuye virtudes fungicidas.

3.5. Actividad biol6gica del aceite esencial del fruto Dacryodes peruviana.

Para determinar la actividad antimicrobiana se emplearon ciertos métodos que
permitieron medir la susceptibilidad in-vitro de microorganismo frente a ciertos agentes
antimicrobianos determinando la fuerza de la sustancia, la susceptibilidad de
microorganismos a concentraciones conocidas de una droga de origen vegetal y la

concentracion de la droga en el organismo humano.
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3.5.1 Concentracién minima inhibitoria (CMI) antibacteriana.

En la tabla 12 se observa los resultados obtenidos de la CMI de los aceites obtenidos

en cada destilacion frente a 5 cepas bacterianas gram-negativas y 2 cepas bacterianas
gram-positivas.

Tabla 12. CMI antibacteriana (mg/mL) del aceite esencial frente a 7 cepas bacterianas

GRAM-NEGATIVAS GRAM-POSITIVAS
Proteus Pseudomona  Escherichia Klebsiella  Salmonella | Staphylococcus Enterococcus
Aceite vulgaris aeruginosa coli pneumoniae typhimurium aureus faecalis
Esencial ATCC 8427 ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 9997 (LT2) ATCC 25923  ATCC 29212
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
DP11 25 5 25 2,5 10 0,625 25
DP12 10 - 10 10 - 10 2,5
DP13 5 10 2,5 2,5 10 1,25 2,5
DP21 10 - 5 5 - 1,25 -
DP22 = = = = = 10 =
DP23 5 10 5 5 - 1,25 5
DP31 = = 10 = = 2,5 5
DP32 - - 5 10 - 1,25 5
DP33 5 10 5 5 = 1,25 5
Tetraciclina
Antibidtico  Tetraciclina 3,906 ug/mL Tetraciclina 1,953ug/mL 15,625 ug/mL

DP: Dacryodes peruviana

DP1: Aceites de la primera recoleccion
DP2: Aceites de la segunda recoleccion
DP3: Aceites de la tercera recoleccion

Elaboracion: La autora

Como podemos apreciar en la tabla 12, los resultados obtenidos para las bacterias del
aceite esencial del fruto de Dacryodes peruviana no mostro inhibicién en las bacterias
gram-negativas. Mientras que en la bateria Staphylococcus aureus, bacteria gram
positiva presentdé una CMI de 0,625mg/mL en la primera destilacion.

Segun los parametros establecidos por (Holetz et al., 2002) la actividad antimicrobiana
se clasifica de la siguiente manera:

« Buena: CMI <100 pg/mL (0.1 mg/mL)

+ Moderada: CMI de 100 a 500 yg/mL(0,1-0,5 mg/mL)
+ Débil: CMI de 500 a 1000 pg/mL (0,5-1 mg/mL)

+ Inactiva: mas de 1.000 pg/mL (Img/mL)

De acuerdo a la clasificacion de Holetz podemos mencionar que el aceite en estudio es
débil frente a dicha bacteria. Es decir que la bacteria de Staphylococcus aureus resulta

mas sensible a la accién del aceite esencial.
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No se ha encontrado estudios de la actividad biol6gica del aceite de la especie
Dacryodes peruviana contra los microoganismos utilizados, sin embargo existen
estudios de la familia Burseraceae. En un estudio reportado por (Provan et al., 1987)
se encontré que el aceite de B, graveolans presento efecto inhibitorio frente a S, aureus
a una concentracion de 150 mg/mL y B, subtilis a una concentracion de 180mg/mL. Este

estudio no mostrd efecto antimicrobiano sobre las bacterias Gram (-).

Entre los monoterpenos a los cuales se les atribuye propiedades antibacterianas,
podemos citar: a-terpineno, a-felandreno, p-cimeno, sabineno, entre otros (Benites et
al., 2011; Sanchez et al., 2009).

Teniendo en cuenta la presencia de diferentes compuestos quimicos en los aceites
esenciales, es probable que la actividad antibacteriana sea atribuible a la concentracion
guimica de los principales componentes, pero también a la existencia de componentes
minoritarios en el aceite esencial. Segun Jiang et al. (2011) esta complejidad en la

composicion quimica es lo que dificulta explicar la actividad biol6gica del aceite esencial.

Existen varios factores que influyen sobre los resultados tales como: el volumen, la
concentracion, las condiciones de incubacién, la variacion en la compaosicion quimica de
los aceites de acuerdo con los géneros y las especies de las plantas o por la procedencia

geografica (Zapata et al., 2010).
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3.6. Actividad antioxidante del aceite esencial del fruto Dacryodes peruviana.
3.6.1. Método ABTS".

3.6.1.1. Lectura de los estandares Trolox/BHT.

Al calcular la capacidad antioxidante de la muestra de aceite esencial del fruto
Dacryodes peruviana, mediante el método de ABTS*. a diferentes concentraciones de
los estandares de referencia (Trolox y BHT), se logr6 obtener datos de absorbancia, los
cuales fueron reemplazaron en la ecuacion (2), encontrando asi los valores de
porcentaje de disminucién respectivos para cada concentracion como lo podemos
observar en la tabla 13.

% Dis. = {(Abs-blanca_Abs-muestra) % 100} 2

AbS.planco

Tabla 13. Datos del método ABTS+ para los estandares TROLOX y BHT.

DATOS ABTS

TROLOX BHT
Concentracion Absorbancia Porcentaje de Absorbancia  Porcentaje de
Disminucion Disminucion
(ppm) Determinada (%) Determinada (%)
1000 0,554 50,536 0,352 68,174
800 0,649 42,054 0,586 47,016
600 0,737 34,196 0,606 45,208
450 0,768 31,429 0,737 33,363
300 0,878 21,607 0,850 23,146
150 0,928 17,143 0,933 15,642
25 0,958 14,464 1,032 6,691
0 0,966 13,750 1,045 5,515
Absorbancia de
la solucion de
trabajo 1,120 1,106

Elaboracién: La autora
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3.6.1.2. Lectura de las muestras del aceite esencial.

En la tabla 14, se detallan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante del aceite
esencial del fruto D, peruviana, en la cual se describe las concentraciones analizadas,

determinando a su vez el porcentaje de disminucion obtenido para cada dilucion.

Tabla 14. Datos del método ABTS+ para el aceite esencial.

ACEITE
(ABTS)

Abs. Concentracion Absorbancia Porcentaje de
Blanco (ppm) Determinada Disminucién (%)
1,110 1000 1,035 6,757
500 1,035 6,757
100 1,054 5,045
50 1,065 4,054
25 1,047 5,676
12,5 1,071 3,514
5 1,087 2,072
0 1,104 0,541

Elaboracion: La autora.

Los resultados obtenidos en la tabla 14 nos permiten comprobar que el aceite esencial
del fruto de D, peruviana no presenta actividad antioxidante ya que el aceite presente
en su mayor concentracién (1000 ppm) tiene un porcentaje de disminucion de 6,75% en
comparacion a los valores frente al radical ABTS donde se usaron estandares de
referencia y su concentracion maxima de 1000ppm fue de 68,17%. Para poder decir que
un aceite esencial tiene actividad antioxidante debe ser este igual o mayor al 50 % de

disminucion.

3.6.2. Método radical DPPH.

3.6.2.1. Lectura de los estandares Trolox/BHT.

Al calcular la capacidad antioxidante de la muestra de aceite esencial del fruto
Dacryodes peruviana, mediante el método de radical DPPH, a diferentes
concentraciones de los estandares de referencia (Trolox y BHT), se logré obtener datos
de absorbancia, los cuales fueron reemplazaron en la ecuacién (2) descrita en la
metodologia, encontrando asi los valores de porcentaje de disminucién respectivos para

cada concentraciéon como lo podemos observar en la tabla 15.
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Tabla 15.Datos del método DPPH para los estandares TROLOX y BHT

DATOS DE DPPH

TROLOX BHT
Concentracién Absorbancia Porcentaje de Absorbancia Porcentaje de
(ppm) Determinada Disminucion (%) Determinada Disminucion (%)
1000 0,540 50,230 0,188 82,784
800 0,718 33,825 0,397 63,645
600 0,816 24,793 0,420 61,538
450 0,865 20,276 0,524 52,015
300 0,904 16,682 0,611 44,048
150 0,923 14,931 0,775 29,029
25 0,947 12,719 0,893 19,231
0 0,961 11,429 0,882 18,223
Absorbancia de la
solucién de trabajo 1,085 1,092

Elaboracién: La autora.

3.6.2.2. Lectura de las muestras del aceite esencial.

Enlatabla 16, se detallan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante del aceite
esencial del fruto D, peruviana, en la cual se describe las concentraciones analizadas,

determinando a su vez el porcentaje de disminucién obtenido para cada dilucion.

Tabla 16.Datos del método DPPH para el aceite esencial

ACEITE (DPPH)

Abs. Concentracion Absorbancia Porcentaje de
Blanco (ppm) Determinada Disminucion (%)
1,085 1000 0,785 27,650
500 0,801 26,175
100 0,861 20,645
50 0,891 17,880
25 0,912 15,945
12,5 0,909 16,221
5 0,918 15,392
0 0,941 13,272

Elaboracién: La autora.

Al calcular las muestras de aceite esencial del fruto D, peruviana, se observé que a las
diferentes concentraciones realizadas el porcentaje de disminucién en el método DPPH
en ningun caso alcanzaron valores superiores al 50 %, evidenciando que el porcentaje

de disminucion a su mayor concentracion (1000 ppm) fue de 27,65%, podemos deducir
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que en las muestras evaluadas no se encuentran presentes compuestos que atrapen
radicales libres, lo cual puede explicar que no existe actividad antioxidante en el aceite

esencial analizado.

Los resultados obtenidos de actividad antioxidante pueden expresarse como IC50

(Concentracion Eficaz 50), la cual esta definida como la concentracidén del antioxidante
gue disminuye la concentracion del radical a un 50% de la cantidad inicial. En el presente
caso no fue posible calcular el IC50 ya que el porcentaje de disminucion fue menor y no

superé el 50%.

En la actualidad, no hay reportes que muestran la actividad antioxidante del aceite
esencial del fruto D, peruviana, sin embargo existen reportes cientificos que muestran
esta actividad antioxidante de la familia Burseraceae. La actividad antioxidante del
aceite esencial Dacryodes peruviana analizada en este trabajo mostré porcentajes de
reduccion bajos al 50%. La baja actividad antioxidante obtenida, concuerda con lo
reportado por (Gutiérrez et al., 2014) quienes analizaron el aceite esencial de Bursera
simaruba por la técnica DPPH y ABTS y encontraron una inhibicién del radical a

concentraciones bajas.

Las bajas cantidades de compuestos fendlicos en el aceite esencial pueden
correlacionar con las bajas cantidades o con la no presencia de antioxidantes
observadas en esta investigacion. Por lo tanto los compuestos muy reactivos reducen
los radicales mas activos, mientras que otros con menor reactividad actiian regenerando

los de primera linea (Thomas, 2000).
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CONCLUSIONES

Los valores de las propiedades fisicas obtenidas fueron: densidad relativa de
0,846 g/cms, el valor medio del indice de refraccién fue de 1,4751 y la actividad
Optica de +12,154°

En la composicién quimica del aceite esencial se identificaron 44 compuestos,
en la columna DB-5ms se identificaron 32 compuestos con un porcentaje de
identificacion del 98,37% y en la columna HP-Innowax se identificaron 31

compuestos con un porcentaje de identificacién de 96,25%

Se identificaron 8 compuestos mayoritarios en el aceite esencial del fruto
Dacryodes peruviana los cuales fueron: a-Phellandrene (50,32%), Limonene
(23,03%), B-Phellandrene (8,27%), Terpinolene (5,23%), p- cymene (3,06%), B-
Pinene (2,57%) y Sabinene (1,44%).

El compuesto predominante fue a-Phellandrene con un porcentaje de 50,32% el

cual se presenté en ambas columnas DB-5ms y HP-Innowax.

Los resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial presento una
actividad débil frente a Staphylococcus aureus en la primera destilacion (0,625
mg/mL) mientras que para las cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus wvulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium vy

Enterococcus faecalis fue inactivo frente a las concentraciones evaluadas.

El aceite esencial obtenido del fruto D, peruviana no presento actividad
antioxidante frente a los métodos ABTS™. y DPPH.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios posteriores sobre los posibles factores externos que hacen que
haya una variacion en la composicién quimica cualitativa y cuantitativa del aceite

esencial de una especie.

Realizar estudios sobre la especie Dacryodes para un andlisis de sus
componentes quimicos y asi diversificar los beneficios de uso cosmético,

farmacéutico, etc.

Realizar también méas estudios cientificos que puedan validar las propiedades

atribuidas a la familia Burseraceae.

Integrar mas microorganismos de estudio de interés en salud humana, para la

evaluacién antimicrobiana.
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ANEXO |
DETERMINACION DE HUMEDAD RELATIVA

PRINCIPIO:

La pérdida de peso de la muestra, debido a que es sometida a altas temperaturas en

una estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
= Lampara
= Pinza
= Balanza
=  Crisol

= Desecador

PROCEDIMIENTO:

= Pesar en una capsula o luna de reloj de 0,5 a 1 gr de la muestra; seguidamente
colocarla durante 45 minutos en la lampara ULTRA X a 37 °C.

= Enfriar la capsula en el desecador por 5 minutos aproximadamente, hasta que la
temperatura de la capsula se iguale a la temperatura ambiente. Luego pesar y
anotar el peso.

= Colocar la cipsula nuevamente en la estufa durante 15 minutos, enfriar en el
desecador y pesar.

= Repetir el procedimiento hasta que el peso de la capsula sea constante.

CALCULO:

Hm =24, 199 3)

(m1-m)

Dénde:

Hm: %de humedad
m: peso de la capsula vacia (gr)
m1: peso de la capsula + muestra a analizar (gr).

m 2: pesode la capsula + muestra seca (gr).



ANEXO lI
DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Para calcular el porcentaje de rendimiento (%R) de los aceites esenciales evaluados se
correlacioné el volumen de aceite esencial obtenido por cada destilacion, con la cantidad

de material vegetal, mediante formula (4)

Volumen (mL)

%R = %100 (4)

Peso (gr.)

Dénde:

R: % de Rendimiento.
V: Volumen del aceite esencial extraido en mL.

P: Peso de la materia vegetal empleada en la destilacién.



ANEXO llI
DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982

PROPUESTA:

La presente norma esta basada en la norma ISO 279-1981 publicada por la

Organizacién Internacional de Normalizacién.

OBJETIVO DE APLICACION:

La presente norma especifica el método referido a la determinacién de la densidad

relativa a 20°C de los aceites esenciales.

REFERENCIAS:

e NF T 75-003 Aceites esenciales-Reglas generales para la preparacion.

e NF T 75-110 Aceites esenciales-Preparacion de la muestra previa al analisis.

PRINCIPIO:

La densidad relativa a 20°C de un aceite esencial se define como la masa de un
determinado volumen de aceite esencial a 20°C sobre la masa de un volumen igual de

agua destilada a 20°C.

NOTA:

= Sies necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del
aceite para indicar la norma referente al aceite esencial. La correccién para 20°C
es de 0.0007 a 0.0008 por grado centigrado.

* La masa volumétrica a 20°C de un aceite esencial se reporta como la masa de

un cierto volumen del aceite esencial a 20°C.



APARATOS:

* Picnémetro de vidrio.

» Bafio termostatico, mantenido a una temperatura de 20°C + 0.2°C.

=  Termdmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variaciéon de 0.2°C a
0.1°C.

= Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:

= Preparacion del Picnémetro: Limpiar rigurosamente y luego enjuagar el
picnémetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de
aire seco. Si es necesario secar el exterior del picnémetro con un trapo seco o
con papel filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza,
pesar el picnébmetro, con el tapdn en su sitio con 1mg de precision.

= Peso del agua destilada: Llenar el picnébmetro con agua recién destilada, que
esté a una temperatura de 20°C. Coloque el picnémetro en el bafio termostatico.
Durante 30 minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapén del
picnémetro en su sitio, secar el exterior del picnébmetro con un trapo seco o papel
filtro. Cuando se equilibre la temperatura con el cuarto de balanzas, pesar el
picnémetro lleno con el tapon en su sitio con un mg de precision lleno igual que
en el caso anterior.

= Peso del aceite esencial: Vaciar el picnémetro, luego enjuagar y secar como
en el inicio. Efectuar las mismas operaciones solo que esta vez sera con aceite

esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d3) se la expresa con la formula (5)

20_Mz71Mo
ap=mn ()

Dénde:

d39: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.
mo: masa en gramos del picnémetro vacio.

m1: masa en gramos del picnémetro con agua.

m2: masa en gramos del picnémetro con aceite esencial.

Se expresaran los resultados con tres decimales.



ANEXO IV
DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75-112 /1988

PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilice, la medida directa del angulo de refraccion o la
observacion del limite de refraccion total. El aceite se mantendra dentro de las

condiciones de iso-tropismo y de transparencia.

DEFINICION:

El indice de Refraccion de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del &ngulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa desde el aire a través del Aceite Esencial, manteniendo la

temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589.3 = 0.3) nm, correspondiente a la radiacion D1y

D2 del espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20°C, salvo para los aceites esenciales que no son
liquidos a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25y 30

°C segun el punto de fusién del aceite considerado.

APARATOS:

Refractometro: Utilicé un refractdmetro clasico que permita la lectura de los indices de

refraccion entre: 1.300 y 1.700 o con una precision de + 0.0002.

Ajusté el aparato de manera que a una temperatura de 20 °C, se tengan los siguientes

indices de refraccion segun:

1.3330 para agua destilada.
1.4906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.



1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patrén deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccién conocida, segun las indicaciones de

fabricacion del equipo.
MODO DE OPERACION:
Determinacion

Pasar una corriente de agua en el refractometro, a fin de mantener el aparato a la
temperatura de referencia de 20°C salvo para los aceites esenciales que nos son
liquidos a esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20°C y
30°C, segun el punto de fusién del aceite esencial considerado. Esta temperatura no

debe diferir de la temperatura de referencia mas de +0.2°C y debe mantenerse a £0.2°C.

Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura igual a la que

se realizara la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.

Resultados:

Calculos. El indice de refraccion a la temperatura de referencia esta dado por la formula

(6).

n'p -n'p + 0.0004 (t'-t)  (6)

Dénde:

ntD = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, 0 aquella a la que se ha efectuado
la determinacion.

F = factor de correccion (0.0004)

t’= temperatura a la que se efectué la lectura

t = temperatura a 20°C

Nota:
Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion es de +0.0002.



ANEXO V
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD OPTICA

PRINCIPIO:

Siempre que se trabaje con aceites sélidos o parcialmente soélidos, aceites de alta
viscosidad en un rango de temperatura, o aceites de colores fuertes, la determinacion

transcurre en una solucién del aceite.

DEFINICIONES:

Rotacion Optica de un aceite esencial: a’D

Angulo expresado en mili radianes y/o grados del angulo descrito por la polarizacion
plana de una radiacion luminosa cuya longitud de onda es 589.3nm + 0.3nm,
correspondiente a las D lineas de sodio, cuando el trayecto de luz atraviesa 100nmdel
espesor de un aceite esencial, a ciertas temperaturas. Nota: Cuando la determinacion
ocurre con diferentes espesores el valor de la rotacion optica debera ser computado en
relacién al espesor de 100nm. También la medida acordada por el Faraday magneto —

Optico en principio es posible. El espesor de la muestra en este caso es de 10nm.

Rotacién de un aceite esencial en solucién (rotacién especifica a).
La rotacion 6ptica de una solucién de aceite esencial dividida para la masa de aceite

esencial por unidad de volumen

REACTIVOS:

Los reactivos deben ser de grado analitico. Use agua destilada o de equivalente pureza.

SOLVENTE:
(Solo para aceites esenciales que necesiten ensayarse en solucién). Se utilizara
preferiblemente etanol al 95% en volumen, es necesario considerar la rotacién Optica

del mismo

APARATOS:
Polarimetro: Con una precisién no menor de +0.5mrad (+0.03°) y ajustado de 0° a 180°

con agua.



El polarimetro constara de un plato de cuarzo de rotacién éptica conocida, si esto es
inaccesible, con una solucién acuosa con un contenido de 26g de sacarosa anhidra pura
por 100ml de solucién. La rotacion 6ptica de esta solucion es de +604 mrad en 200mm
de pasta a una temperatura de 20°C. El instrumento debera ser usado en la oscuridad.
Lafuente de luz: Comprende un dispositivo a una longitud de onda de 589.3nm = 0.5nm
con una lampara de vapor de sodio.

Tubos polarimétricos: Usualmente de 100mm + 0.5mm de longitud. Para muestras
ligeramente coloreadas o de baja rotacion Optica se deben usar tubos de mas o menos
200mm = 0.5mm, tubos de 50mm = 0.05mm o 10mm £ 0.05mm o0 menos si es necesario
para muestras fuertemente coloreadas. En la determinacién se debe trabajar a 20°C o
anotar la temperatura especifica, utilice un tubo de ensayo de pared gruesa, equipado
con un termdémetro, asegurar la circulacién del agua a la temperatura requerida. Para la
determinacion de la temperatura ambiente ver el tipo de tubo de ensayo que se debe
utilizar, si bien es aconsejable utilizar los descritos en la parte anterior.

Termdémetro: Graduado en 0.2°C o 0.1°C permitiendo la determinacién de

temperaturas entre 10°C y 30°C

PROCEDIMIENTO:

Es necesario mantener la temperatura de la muestra a 20°C + 0.2°C o especificar la
temperatura, para la muestra que va en el tubo polarimétrico apropiado. Mantener el
agua que esta circulando con un control termostatico, mantener la temperatura
especificada durante la determinacion. Llenar el tubo con la muestra y asegurarse de la
ausencia de burbujas. Coloque el tubo en el polarimetro y lea la dextro rotacién (+) o la

levo rotacion (-) del aceite que en la escala muestra el instrumento.

RESULTADOS:
Célculos y formulas
La rotacion Optica expresada en miliradianes o en grados del angulo esta dada por la
ecuacion 7.
a’'D=A/*100 (7)
A = es el valor del &ngulo de rotacion en mrad o grados del &ngulo.
| = es la longitud del tubo usado en mm.

Marque como (+) la rotacion hacia la derecha en el sentido de las manecillas del reloj y
como (-), en el sentido contrario a las manecillas del reloj. Cuando por los tubos de pared
gruesa la circulacién de agua no es correcta, es necesario aplicar factores de correccién
apropiados o de acuerdo al aceite ensayado (para aceites esenciales de citricos y para

otros se conocen factores de correccion especificos).



Nota: Los factores de correccidn deberan ser dados en las especificaciones para cada

aceite.

Rotacién éptica de un aceite en solucion, “Rotacién especifica”
La rotacion especifica expresada en mili radianes o grados del Angulo esta dada por la
ecuacion 8.
[a=a'D/IC  (8)
Donde:
a’D = es la rotacién dptica del aceite en solucion.

C = concentracion de la solucion del aceite, en gramos de aceite por ml de solucion.

Con el valor de la actividad Optica leida en el equipo se aplica la férmula 9 que se

muestra a continuacion para obtener la actividad Optica calculada.

= (aT) —as 9)

Donde:

a = Actividad Gptica calculada

al = Actividad oOptica leida

1 =Dimension del tubo (dm)=1

as= Actividad Optica del solvente=0,00 0 Z

¢ = Concentracion muestra (gr/ml)
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ANEXO VI
PORCENTAJE DE AREA

[contents]
count=2
Name= D:\MSDChem\DATA\2015\ACEITES\NATHALY ANDRADE\DB5MS\C11_2.D
[PBM Apex]
Time= Wed Sep 02 09:42:14 2015
Header|PK RT Library/ID Ref CAS Qual
1= 1 5,8558 3,1671{THUJENE 32150)002867-05-2 94
2= 2| 60835 8,8972|.ALPHA.-PINENE, (-)- $$ Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2,6,6-trimethyl- (CAS) $ Pinene 32180{000080-56-8 9%
3= 3 6,6301 0,0773|Camphene $$ Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-3-methylene- (CAS) $$ 3,3-Dime 32125|000079-92-5 97
4= 4 7,5145 3,0759|Sabinene $$ Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 4(10)-1 32166)|003387-41-5 97
5= 5| 7,6549 1,5254[Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-, (15)- $6 2(10)-Pinene, (15,55)-(- 32196|018172-67-3 97
6= 6| 8,247 0,9371|.beta.-Myrcene $5 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- (CAS) $$ 2-Methyl-6-met 31858(000123-35-3 95
7= 7 8,8771 26,0523-Phellandrene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- (CAS) $$ p-Me 31925(000099-83-2 95
8= 8 9,287 0,2112|.alpha.-Terpinene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $5 1,3 31906)000099-86-5 97
= 9 9,6476 0,5789[Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 29888|000099-87-6 95
10= 10 9,8601 34,9623|dl-Limonene $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)- (CAS) $$ 1-P-MENTHA 31986(000138-86-3 9
11= 1| 102245 0,249|Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (R)- (CAS) $6 D-1,8(9)-P-MENTHADIE 31987|005989-27-5 94
12= 12| 10,6648, 0,0358(Cyclopropane, 1,1-dimethyl-2-(3-methyl-1,3-butadienyl)- 31878|068998-21-0 86
13= 13| 11,0709 0,5265|.gamma.-Terpinene $$ 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $5 1 31956|000099-85-4 9,
14= 14l 122179 16,441 ALPHA.-TERPINOLENE $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- (CAS) $4 32041/000586-62-9 98
15= 15[ 14,9804 0,0165|spiro[2.4]heptane-5-carboxylic acid (CAS) 35718|109532-61-8 37
16= 16| 16,6238 0,0873|3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- 52818|000562-74-3 96
17= 17| 23,2395 0,0094|.alpha.-Terpinene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 1,3 31911{000099-86-5 64
18= 18| 23,3837 0,143|.delta.-Elemene $$ Cyclohexene, 4-ethenyl-4-methyl-3-(1-methylethenyl)-1-(1-mg 121227(020307-84-0 96,
19= 19( 25,0386 0,0138|.alpha.-Copaene $$ Tricyclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene, 1,3-dimethyl-8-(1-methylethyl) 121677(003856-25-5 59
20= 20| 26,8036 0,0395|Cyclohexane, 1,5-diethenyl-3-methyl-2-methylene-, (1.alpha.,3.alpha.,5.alpha.)- 62824|074742-35-1 64
21= 21| 29,3694 0,4959|GERMACRENE-D 121788023986-74-5 99
22= 22| 29,6616 0,0111(3,4-Dihydro-6-fluorocoumarin 66900|000000-00-0 53
23= 23| 29,7945 0,0054|1,3-Benzenediol, 4,5-dimethyl- $$ Resorcinol, 4,5-dimethyl- $$ o-Xylorcinol $$ 1,2-[ 33371{000527-55-9 53
2= 24| 29,9805 0,00562-Ethyl-3-methoxypyrazine 33244{025680-58-4 59
25= 25 30,3334 0,0365|3-Methoxy-2-methylphenol $$ Phenol, 3-methoxy-2-methyl- $$ o-Cresol, 3-metho 33416(006971-52-4 43
26= 26| 30,5612 0,0061|1,4-Benzenediol, 2,6-dimethyl- $$ m-Xylene-2,5-diol $$ m-Xylohydroquinone $$ m 33612|000654-42-2 50
27= 27| 30,9711 0,0169(9-Borabicyclo[3.3.1]nonane, 9-(1,1-dimethylethoxy)- 106650{080095-75-6 50
28= 28| 31,1533 0,0233(9-Borabicyclo[3.3.1]nonane, 9-(1-methylpropoxy)- 106651{094537-52-7 59
29= 29| 31,3203 0,0042|1,4-Benzenediol, 2,6-dimethyl- $$ m-Xylene-2,5-diol $$ m-Xylohydroquinone $$ m 33611|000654-42-2 52
30= 30] 31,6012 0,01223,5-Dimethylbenzyl fluoride 33752(136822-77-0 49
31= 31) 32,3831 0,0541|3-Methoxybenzyl alcohol $$ m-Methoxybenzyl alcohol $$ Benzenemethanol, 3-me 33554{006971-51-3 58
32= 32| 33,3168 0,0349(3,5-Dimethylbenzy! fluoride 33752(136822-77-0 52
33= 33| 33,5787 0,0139|Benzene, 1-methyl-4-(methylthio)- (CAS) $$ 4-METHYL-THIOANISOLE $$ 4-METHYL- 33665(000623-13-2 43
34= 34 33,943 0,0503|1(2H)-Acenaphthylenone, 2-diazo- $$ 1-Acenaphthenone, 2-diazo- $$ .alpha.-Diazo 106076(002008-77-7 50
35= 350 34,3492 0,0046|1,4-Benzenediol, 2,6-dimethyl- $$ m-Xylene-2,5-diol $$ m-Xylohydroquinone $$ m 33611|000654-42-2 45
36= 36 34,5466 0,008|Phenol, 3-methoxy-2-methyl- 33414|006971-52-4 50
37= 37| 42,0049 1,6595|1,3-Benzenediol, 5-pentyl- 86520|000500-66-3 93
38= 38| 43,2536 0,0796(1,3-Benzenediol, 5-pentyl- 86520(000500-66-3 74
39= 39| 43,6434 0,005|1,3-Benzenediol, 5-pentyl- 86520(000500-66-3 72
40= 40| 43,7205 0,004/1,3-Benzenediol, 5-pentyl- 86520(000500-66-3 64
41= 41 47,3149 0,1547|HAPTO-3-ALLYL-HAPTO-5-CYCLOPENTADIENYL-METHYL-COBALT 85974(000000-00-0 35
42= 42 49,448 0,0458|cis-4b,5 9b, 10-tetrahydro-8-methoxy-5-methylindeno[1,2-b]indole 188579(000000-00-0 37
43= 43| 52,6818 0,0083|2-METHOXY-5-METHYL PYRAZINE 20783000000-00-0 35
44= 44 54,4847 0,0236|Methanimidamide, N,N-dimethyl-N'-[3-[[(methylamino)carbonyl]oxy]phenyl]- $$ 145760[022259-30-9 9
45= 45( 58,2841 0,0125(1H-Purin-6-amine, [(2-fluorophenyl)methyl]- (CAS) 177443(074421-44-6 38
46= 46| 60,2161 0,0237[benzyl n-hyxyl sulfide 127592|034005-03-3 27
47= 47| 62,5124 0,1538|Formylmethylenetriphenylphosphorane 254583(028900-91-6 90




[contents]

count=1

Name=  |D:\MSDChem\DATA\2015\ACEITES\NATHALY ANDRADE\DBSMS_1\C12 2.0

1= PBM Apex

[PBM Apex]

Time= Thu Sep 1712:26:53 2015

Header= [Pk AT -Libraw/ID Ref Joas Qual

1= 1| 55445 0,0088[2-Butene, 2,3-dimethyl- (CAS) $6 2,3-Dimethyl-2-butene $$ Tetramethylethylene $$ 230 3509000563-78-1 9
2= 2| 570010 0,0046].DELTA.3-Carene 55 Bicyclo[4. 1.0Jhept-3-ene, 3,7, 7-trimethyl- (CAS) S5 (+)-3-CARENE $5.DEL|  32249|013466-78-9 7
3 3 58557 3,121 alpha.-Thujene 95 Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- (CAS) 55 Origanend  32142|002867-05-2 9
= 4 60835  8,9334{(15)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene 95 15-.alpha.-Pinene S5 (-)-.alpha.-Pinene S5 1 32415/007785-26-4 %,
5= 5 65238 0,0202isopentyl chloroacetate 55 Chloroacetic acid, 3-methylbutyl ester $S Aceticacid, chloro-, 30| 63936|005326-92-1 3
b= b 6,63]  0,0833|Camphene 55 Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-3-methylene- $$2,2-Dimethyl-3-methyle]  32116{000079-92-5 9%
7= 7 67629 0,0071{Methane, dichloro- (CAS) 5 Dichloromethane 55 R 30 55 Freon 3095 Narkotil 5 Solaesthin ~ 3071|000075-09-2 7
3= 8 75144  2,9479[Sabinene 55 Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-methylethyl)- (CAS) 5 4(10)- Thujene §  32166|003387-41-5 97
9= 9  76548]  1,6257|2-BETA.-PINENE 5 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene- (CAS) 99 beta.-Pinen|  32213|000127-91-3 9%
10= 100 82584  0,7739| beta-Myrcene 55 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- (CAS) 59 2-Methyl-6-methylene-2|  31858)000123-35-3 94
11= 11 8,5886 0,0312{2- BETA.-PINENE 55 Bicyclo[3.1.1)heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene- (CAS) $$ .beta.-Pinen|  32216{000127-91-3 90
1= 12| 88%46]  289872|I-Phellandrene 55 1,3-Cyclohexadiene, 2-methyl-5-{1-methylethyl)- (CAS) 55 p-Mentha-15  31925(000099-83-2 94
13- B3] 9283  0,3409|.gamma.Terpinene 55 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) S 1-ISOPROJ  31961000099-85-4 9
14= 14 96589  0,5642|Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- (CAS) 5 1-Methyl--isopropylbenzene 59 o-Cymene|  29872/000527-84-4 97
15= 15| 98639  35,6618]-Limonene 86 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (S)- (CAS) 55 (-)-Limonene $§|  32008]005989-54-8 9%
1= 16 10262 0,5364] DELTA 3 Carene $§ Bicyclo[4.10Jhept-3-ene, 3.7, -rimethyl- (CAS) $[+)-3-CARENE $5.DEL]  32047]013466-78:9 9
17 17| 11,083 05678, gamma.-Terpinene 55 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) S 1-ISOPROJ  31960]000099-85-4 %
18- 18| 12,2741)  150776| ALPHA -TERPINOLENE $ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- (CAS) $$ 1,4(8)-P{  32030]000586-62-9 9%,
19= 19 12,911 0,0512]1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- (CAS) $5.BETA. OCIMENE Y $$ trans-beta.-Ocimene $9.|  31804{003779-61-1 89
- 0] 131736 0,0353(3-Carene 9 Bicyclo[4. 10]hept-3-ene, 3,7, 7-trimethyl- $S .delta.(Sup3)-Carene $$3,7,7-Trim{  32238|013466-78-9 94
2= 2| 134849 0,0039|Ocimene $$ Octane, 2,6-dimethyl-, hexadehydro deriv. S Octatriene, dimethyl- 9 Dimethy|  32377)029714-87-2 87
Mg 2| 13549 0,0027[3-Carene S5 Bicyclo[4.1.0]hept-3-ene, 3,7, 7-trimethyl- 95 delta.(Sup3)-Carene 93,7, 7-Trim{  32238|013466-78-9 9
JES B| 136253 0,0015(.gamma.-Terpinene 55 1,4-Cyclohexadiene, --methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) S5 1-ISOPRO|  31957|000099-85-4 8
2= U 144489 0,004(3-Carene 55 Bicyclo[4.1.0hept-3-ene, 3,7, 7-trimethyl- 55 delta.(Sup3)-Carene $3,7,7-Trim{  32238{013466-78-9 49
25- | 145628 0,0035(3-Carene S5 Bicyclo[4.1.0]hept-3-ene, 3,7, -trimethyl- 95 delta.(Sup3)-Carene 93,7, 7-Trim{  32238|013466-78-9 86
26= 2| 14703 0,0029|.DELTA.3-Carene S5 Bicyclo[4.1.0hept-3-ene, 3,7, 7-trimethyl- (CAS) 86 (+)-3-CARENE $.DEL|  32244|013466-78-9 [
2= 7 149765 0,0104{1,3-dimethylene-2-methylcyclopentane 11622000000-00-0 4
28- 28 15785 0,0032|Cyclobutane, methylene- (CAS) $5 Methylenecyclobutane 1158{001120-56-5 10
29- | 165099 0,001|(-)-Caryophyllene oxide S5 (-)-5-Oxatricyclo[8.2.0.0(4,6)]dodecane, 12-trimethyl--methyley  145064/001139-30-6 5
30= 30 16,745 0,0561(r-1,¢-4)-p-menth-8-en-1-ol 53524{000000-00-0 4
31= 31| 17,1893 0,0045(.gamma.-Terpinene 9 1,4-Cyclohexadiene, -methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 1-ISOPROJ  31955/000099-85-4 59
3)= 3| 18,2103]  0,0026(1,2-Propadiene (CAS) $$ Allene 55 Propadiene $$ sym-Allylene 55 Propa-1,2-diene 55 Dimet 1391000463-49-0 5
13- B 18347 0,0025(cis-Ocimene $$1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- (CAS) $5 trans-alpha.-Ocimene 31828|006874-10-8 40
3= W 1B 0,0004{1,3,6-Octatriene, 3, 7-dimethyl- (2)- (CAS) $$ cis-3,7-Dimethyl-1,3,6-octatriene 5 BETA. OCI|  31801|003338-55-4 50,
35= 3| 23,2357 0,0082|.alpha.-Terpinene 8 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-{1-methylethyl)- (CAS) $$1,3-P-MENT|  31911/000099-86-5 80)
3% 3| 23387 01115 ALPHA.-TERPINOLENE $6 Cyclohexene, L methyl-4-{1-methylethylidene)- (CAS) S5 L48)-P]  32042]000586-62:9 9
37= 37| 25044 0,0146|.alpha.-Copaene S5 Tricyclo[4.4.0.0{2,7) dec-3-ene, 1,3-dimethyl-8-(1-methylethyl)-, stereo]  121683|003856-25-5 72
3= 3B 263149 0,0277Cyclohexane, 1,5-diethenyl-3-methyl-2-methylene-, (1alpha.,3.alpha. 5.alpha.)- 62824{074742-35-1 3%
3= 39 293731 0,3401{GERMACRENE-D 121783(023986-74-5 9%
40- 4 297071 0,0059valencene 2 121516|004630-07-3 4
41= 41 303372 0,0031|(2-Norborneno)[cfuran $54,7-Methanoisobenzofuran, 45,6, -tetrahydro- (CAS) 29634)071065-24-2 4
4= 4 31,1647 0,0056{Bicyclo[2.21Jhept-2-ene, 1,7, 7-trimethyl- $5 2-Bornene $$ Bornylene $51,7,7-Trimethyl-2-n{  32103|000464-17-5 7
43= 4| 30402 0,0055(1H-Imidazole, 4-{2-propenyl)- (CAS) 55 4-Allylimidazole 11151/050995-98-7 47




[contents]

count=1
Name= D:\MSDChem\DATA\2015\ACEITES\NATHALY ANDRADE\DB5MS_1\C13_2.D
1= PBM Apex
[PBM Apex]
Time= Wed Sep 02 09:51:27 2015
Header=__[PK RT__ |BRGHBELibrary/ID Ref CAs Qual
1= 1| 5,5407| 0,0075|2-Butene, 2,3-dimethyl- (CAS) $5 2,3-Dimethyl-2-butene $S$ Tetramethylethylene $5 2,3-Dime 3509|000563-79-1 9
2= 2| 5,8557| 3,3498|THUJENE 32150{002867-05-2 94
3= 3| 6,0797| 9,5643|(1S)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene $$ 1S-.alpha.-Pinene $5 (-)-.alpha.-Pinene $S L-.a| 32415|007785-26-4 96
4= 4| 6,5124| 0,0138|1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- (CAS) $$ .BETA. OCIMENE Y $$ trans-.beta.-Ocimene $5 .bg 31807|003779-61-1 10
5= 5| 6,6262| 0,0802|Camphene 32121{000079-92-5 96
6= 6| 7,5106| 3,094|Sabinene $$ Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 4(10)-Thujene $$ 32166|003387-41-5 97
7= 7| 7,6511| 1,6702|(-)-.beta.-Pinene $$ 6,6-DIMETHYL-2-METHYLENEBICYCLO[3.1.1]-HEPTANE $$ I-.beta.-Pinene $ 32199(018172-67-3 97
8= 8| 8,2508| 0,8125|.beta.-Myrcene $$ 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- (CAS) $$ 2-Methyl-6-methylene-2,7 31860|000123-35-3 91
)= 9| 8,5886| 0,0239|3,5-Methanocyclopentapyrazole, 3,3a,4,5,6,6a-hexahydro-3a,4,4-trimethyl- 64917|087143-58-6 59
10= 10| 8,8657| 22,8517|1-Phellandrene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- (CAS) $$ p-Mentha-1,5-di 31925|000099-83-2 94
11= 11 9,2945| 0,2327|(1S)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene $$ 15-.alpha.-Pinene $$ (-)-.alpha.-Pinene $S L-.3) 32415|007785-26-4 94
12= 12| 9,6437| 2,2268|Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 1-Methyl-2-isopropylbenzene $$ o-Cymene $§ 29872{000527-84-4 97
13= 13 9,8601| 37,9575|I-Limonene $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (S)- (CAS) $$ $ (-)-Limonene $$ p- 32008|005989-54-8 98]
14= 14| 10,2548| 0,2991|.gamma.-Terpinene $$ 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 1-ISOPROP! 31950|000099-85-4 90
15= 15| 11,0785 0,4207|.gamma.-Terpinene $$ 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 1-ISOPROP! 31956|000099-85-4 97
16= 16| 12,2665 14,9768| ALPHA.-TERPINOLENE $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- (CAS) $$ 1,4(8)-P- 32031/000586-62-9 9g|
17= 17| 12,7941] 0,0688|Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- $$ p-Mentha-1,4(8)-diene $$ Terpinolen $$ T 32038|000586-62-9 93
18= 18| 13,1471 0,0185[R(+)-LIMONEN 32438|000000-00-0 60
19= 19[ 14,9386| 0,1202|3-Cyclohexene-1-carboxaldehyde (CAS) $$ 4-Formylcyclohexene $$ 1-Formyl-3-cyclohexene $| 12191{000100-50-5 52
20= 20| 16,6352 0,0983|3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 4-Terpineol $$ Terpinene-4-ol $$ 1-T| 52821|000562-74-3 76)
21= 21| 16,7718| 0,0489|Benzene, isocyanato- (CAS) $$ Phenyl isocyanate $$ Mondur P $$ Carbanil $$ Phenylcarbimide 18321/000103-71-9 38
22= 22| 17,0527| 0,0172|Pyridine, 4-methyl-, 1-oxide $$ 4-Picoline, 1-oxide $$ .gamma.-Picoline N-oxide $$ .gamma.-P 11711/001003-67-4 38
23= 23| 17,2767| 0,06|Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)- (CAS) $$ Thymol $$ m-Thymol $$ p-Cymen-3-ol $$ Thymg 46674|000089-83-8 58
24= 24 17,4171| 0,0937|Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)- (CAS) $$ Thymol $$ m-Thymol $$ p-Cymen-3-ol $$ Thymg 46674|000089-83-8 43|
25= 25| 17,7473| 0,5271|TRICYCLO[3.2.1.0(2,4)]OCTANE, 3-METHYLENE- 19010/000000-00-0 53
26= 26| 18,2179| 0,0266|2-.BETA.-PINENE $$ Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene- (CAS) $$ .beta.-Pinene 32211{000127-91-3 38
27= 27| 19,4477 0,0354/1(7),5,8-0-Menthatriene 29757{000000-00-0 41
28= 28 19,6565| 0,0234|1(7),3,8-0-Menthatriene 29756000000-00-0 38|
29= 29| 19,721| 0,0109|Sabinyl acetate $$ Bicyclo[3.1.0]hexan-3-ol, 4-methylene-1-(1-methylethyl)-, acetate (CAS) $9) 106224(003536-54-7 53
30= 30| 19,888| 0,3523|4-methyl-7-methylethyl-3,8-dioxatricyclo[5.1.0(2-4)]octane $$isoascaridole 70586|000000-00-0 25
31= 31| 20,4687| 0,0521|1-Propanesulfonic acid, methyl ester $$ Methyl 1-propanesulfonate 32975/002697-50-9 40)
32= 32| 21,281 0,0206/6,6'-bi-Oxabicyclo[3.1.0]hexylidene 64759|000000-00-0 35
33= 33| 22,2337| 0,0453|(all-E)-2,6,10,14-Tetramethylhexadeca-2,6,10,15-tetraene-1,14-diol $$ 2,6,10,15-Hexadecatetr: 256798|132340-75-1 38
34= 34| 22,3779| 0,0109|1,4-Cyclohexadiene, 1,2-dimethyl- $$ 1,2-Dimethyl-1,4-cyclohexadiene 11579|017351-28-9 10
35= 35| 22,5449| 0,0153|(-)-Caryophyllene oxide $$ (-)-5-Oxatricyclo[8.2.0.0(4,6)]dodecane,, 12-trimethyl-9-methylene| 145065(001139-30-6 32
36= 36( 23,2471| 0,0149|HYDROCINNAMALDEHYDE-ALDEHYDE-D1 29693|029372-37-0 11
37= 37| 23,3799 0,1169|.alpha.-Terpinene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) $$ 1,3-P-MENTH, 31910|{000099-86-5 94
38= 38| 23,7291 0,0173[1(7),3,8-0-Menthatriene 29756|000000-00-0 25
39= 39| 23,9531 0,03|Carvone oxide, trans- 67801{018383-49-8 22
40= 40| 24,01 0,017|MYRTANYLACETATE 109609(029021-36-1 22
41= 41{ 24,3934| 0,0911|Phenol, p-tert-butyl- $$ Phenol, 4-(1,1-dimethylethyl)- $$ p-tert-Butylphenol $$ Butylphen $$ 46649/000098-54-4 35,
42= 42| 24,5869| 0,0151|Benzamide, 4-methyl- 30203|000619-55-6 43
43= 43| 25,0272| 0,0263|I-Phellandrene $$ 1,3-Cyclohexadiene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- (CAS) $$ p-Mentha-1,5-di 31932|000099-83-2 53
44= 44/ 26,7998|  0,041|trans-Caryophyllene $$ Bicyclo[7.2.0]undec-4-ene, 4,11,11-trimethyl-8-methylene-, [1R-(1R* 4 121326|000087-44-5 72
45= 45| 29,3656/ 0,3662| GERMACRENE-D 121788(023986-74-5 99
46= 46| 30,9597 0,0105/5-(2',6'-Dimethylbicyclo[3.1.1]hept-2'-en-6'-yl)-2-methylpentan-3-one 145333(000000-00-0 28
47= 47| 32,3755 0,0135|.gamma.-Elemene $$ Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-methylethy 121246(003242-08-8 38
48= 48| 35,3094| 0,0133|8-methyl-9-oxatetracyclo[5.4.0.0(3,10).0(4,8)Jundec-5-ene $$ 4,2,7-Ethanylylidenecyclopentall 62550[105175-86-8 38

Por el ejemplo el promedio obtenido de la primera recoleccién en el compuesto a-

Thujene se lo realizo d la siguiente manera.

a-Thujene:
PRIMERA RECOLECCION PORCENTAJE DE AREA
lera destilacion 3,1671
2da destilacion 3,1201
3era destilacion 3,3498

3,1671+3,1201+3,3498= 9,637/3=

valor reportado en la tabla 10 y 11.

Nota: Los valores del &rea de porcentaje son reportados con dos decimales.




ANEXO VII
INDICE DE KOVATS

Obtenido los cromatogramas se procedié a calcular mediante la ecuacién 1 los indices
de Kovats (IK) de los picos integrados, para ello se compar6 el tiempo retencién de los
hidrocarburos con el tiempo de retencion de los componentes del aceite esencial

aplicando la siguiente formula:

IK = 100n + 100 » RX"‘Rn (1)

RN—tRn

Donde:

IK: Indice de retencion de Kovats

n: Numero de atomos de carbono en n-alcano;

trx: Tiempo de retencién del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos;
trn: Tiempo de retencién n-alcano que eluye antes del compuesto analizado;

trn: Tiempo de retencion de n-alcano que eluye después del compuesto analizado.

La identificacién de los compuestos se llevd a cabo en base a los indices de Kovats (IK)
determinados experimentalmente en las corridas cromatograficas tanto en la columna
polar como no polar, valores que se compararon con los reportados por Adams (Adams,
2009), bases de datos electrénicas como Nist (National Institute of Standards and
Technology) y en articulos de revistas como Flavour and Fragrance; de modo que la

diferencia entre el IK calculado y el leido debe ser menor a 20 unidades.



