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RESUMEN

El aceite esencial de Ocotea quixos se obtuvo mediante hidrodestilacion. La composicion
quimica del aceite esencial se determind mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas CG/EM y al detector de ionizacion de llama CG/FID. La
actividad biolégica fue evaluada por el método de microdilucién en caldo y la actividad
antioxidante mediante dos métodos espectrofotométricos: ABTS+- y DPPH. También se
determind las propiedades fisicas del aceite el cual tiene una densidad de 0,927 g/cm3,
indice de refraccién de 1.5037 nD y actividad éptica +3.683°. Ademas se identificaron 45
compuestos que representan el (90,50%) en la Comunidad San Luis, (90,10%) en la
Comunidad Juyukamentsa, (91,16%) en la Comunidad Wapu del aceite esencial; los
componentes mas representativos de las comunidades fueron: Methyl cinnamate-E
(26,07%), 1,8-Cineole (34,38%), Caryophyllene-E (14,87%). EI aceite esencial no
presentd actividad antibacteriana frente a las cepas bacterianas por lo tanto no fueron
inhibidas a las dosis probadas. El aceite esencial de esta especie no revel6 actividad

antioxidante a las concentraciones evaluadas.

Palabras claves: Ocotea quixos, composicién quimica, CG/EM, CG/FID, actividad

antioxidante, ABTS+-, DPPH", actividad antibacteriana.



ABSTRACT

The essential oil of Ocotea quixos was obtained by hydrodistillation. The chemical
composition of the essential oil was determined by gas chromatography coupled with
mass spectrometry CG/EM and the flame ionization detector CG/FID. The biological
activity was evaluated by broth microdilution method and the antioxidant activity by two
spectrophotometric methods: ABTS+- assay, and the DPPH method. Oil physical
properties were also determined which has a density of 0.927 g / cm3, refractive index of
1.5037 nD and optical activity + 3.683 °. Forty-five compounds were identified representing
(90,50%) in the San Luis Community, (90,10%) in the Juyukamentsa Community,
(91,16%) in the Wapu Community of the essential oil. The most representative
components were: Methyl cinnamate-E (26,07%), 1,8-Cineole (34,38%), Caryophyllene-E
(14,87%). The essential oil has not antibacterial activity against bacterial strains thus were
not inhibited at the doses tested. The essential oil of this species do not showed

antioxidant activity at various concentrations evaluated.

Key words: Ocotea quixos, chemical composition, GC/EM, GC/FID, antioxidant activity,
ABTS+-, DPPH', antibacterial activity.



INTRODUCCION

El presente estudio de investigacion estad enfocado en Ocotea quixos, una especie de la
familia Lauraceae. Conocida en el Ecuador con diferentes nombres vernaculos, entre los
que se destacan: canelon, ishpink, ispingu y/o ishpingo, su uso es comdn en dolores

estomacales, estrés, reduce los niveles de azlcar y las lesiones internas del cuerpo.

Cabe indicar que el tema a desarrollarse, tiene como punto de partida a las plantas
aroméaticas las cuales representan alrededor de un 0,7% del total de las plantas
medicinales debido a que sus principios activos estan constituidos, total o parcialmente,
por esencias (Palacio, 2000).

Las plantas aromaticas constituyen la principal fuente de aceites esenciales empleadas en
la industria farmacéutica, cosmética y de alimentos. Tradicionalmente los aceites

esenciales se han utilizado por sus propiedades como agentes aromatizantes.

En las ultimas dos décadas ha crecido notablemente el interés por los productos naturales
obtenidos de especies vegetales como: aceites esenciales y oleorresinas, ya que ademas
de su aporte como aromaticos existen numerosos trabajos que avalan su actividad
biocida, antioxidante y en muchos casos podrian tener un potencial efecto benéfico para
la salud (Gabucci, 2007). Los aceites esenciales se encuentran ampliamente repartidos
en las plantas: Labiadas, Lauraceas, Lamiaceas, Mirtaceas, Pinaceas, Asteraceas,

Roséaceas, Rutaceas, etc.

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa encontradas
practicamente en todos los vegetales; son muy diversas y estan ampliamente producidos
en distintas partes del mismo vegetal: en las raices, tallos, hojas, flores y frutos; son
mezclas heterogéneas de terpenos, sesquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles, lactonas;
todos ellos facilmente separables ya sean por métodos quimicos o fisicos, como la
destilacién, refrigeracién, centrifugacién, etc. Es por eso que de cada especie es
aconsejable hacer un estudio de los diferentes compuestos presentes en la esencia,

determinando cual esta en mayor o menor cantidad (Briga, 1962).



El objetivo del presente trabajo de investigacion que a continuacion se detalla esta dirigido
a la determinacion de las propiedades fisicas, actividad antioxidante, actividad biolégica y
composicion quimica, mediante CG/EM y CG/FID, empleando dos tipos diferentes de
columnas (DB-5MS y HP-INNOWAX), del aceite esencial de Ocotea quixos de la provincia
de Morona Santiago.

La investigacion esta constituida por los siguientes capitulos: en el primer capitulo consta
el marco tedrico en el cual se indica detalladamente los conceptos utilizados para
desarrollar el tema propuesto; en el segundo capitulo denominado: Materiales y métodos,
se indican las diferentes técnicas utilizadas a lo largo de la investigacion y los materiales
que se emplearon y finalmente en el tercer capitulo presenta y analiza los resultados

obtenidos.

El trabajo investigativo fue desarrollado en el Departamento de Quimica de la Universidad
Técnica Particular de Loja; destacando que el objetivo general de realizar estos estudios

es contribuir al conocimiento de la flora aromatica de la Region Amazédnica del Ecuador.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Aceites Esenciales

Los “aceites esenciales” se definen como fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables con agua o en corriente de vapor, que contienen las sustancias responsables
del aroma de las plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y
aromatizantes), alimentaria (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (principios
activos y saborizantes). Estan constituidos por una variedad de constituyentes quimicos
volatiles, principalmente terpenoides, asi como compuestos aromaticos y alifaticos que le

proporcionan caracteristicas como olor, sabor y actividad biolégica (Rodriguez, 2012).

Son mezclas homogéneas de compuestos quimicos organicos, provenientes de una
misma familia quimica, terpenoides. Tienen la propiedad en comun, de generar diversos
aromas agradables y perceptibles al ser humano. A condiciones ambientales, son liquidos
menos densos que el agua, pero mas viscosos que ella. Poseen un color en la gama del

amarillo, hasta ser transparentes en algunos casos (Glnther, 1948).

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes partes de
las plantas: en las hojas (albahaca, eucalipto, hierbabuena, mejorana, menta, romero,
salvia, etc.), en las raices (jengibre, sandalo, sasafras, etc.), en el pericarpio del fruto
(citricos como limén, mandarina, naranja, etc.), en las semillas (anis, comino, etc.), en el
tallo (canela, etc.), en las flores (lavanda, manzanilla, tomillo, rosa, etc.) o en los frutos

(perejil, pimienta, etc.) (Martinez, 2003).

Los aceites esenciales son usados como agentes carminativos, estimulantes, diuréticos y
antirreumaticos; algunos poseen propiedades insecticidas, antifiingicas y antibacterianas
frente a microorganismos patdégenos y han sido considerados como ingredientes activos
en algunos plaguicidas botanicos por su eficacia frente a un niamero considerable de

plagas, su toxicidad minima en mamiferos y su disponibilidad general (Sanchez, 2009).

En funcién de su consistencia, los aceites esenciales se pueden clasificar en: esencias

fluidas, balsamos, oleorresinas 0 segln su origen en: naturales, artificiales y sintéticos

(Palad, 2004). Sin embargo, la composicion quimica de una especie puede diferir

considerablemente de otra, asi sean de la misma familia, por esto es conveniente saber la

composicion exclusiva de cada especie. Generalmente los aceites esenciales, constituyen
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del 0,1 al 1% del peso seco de la planta. Cuando estan frescos, a temperatura ambiente,
son incoloros, que al oxidarse se resinifican y toman un color amarillento oscuro (lo que se
previene depositdndolos en recipientes de vidrio de color topacio, totalmente llenos y
cerrados perfectamente). Un gran porcentaje de los aceites son menos densos que el
agua (salvo excepciones como los aceites esenciales de canela y clavo) y con un alto

indice de refraccion (Bandoni, 2002).

1.1.1. Extraccion

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante
diversos métodos como son: prensado, extraccion con solventes volatiles, destilacion con
vapor de agua, enflorado y extraccion con fluidos supercriticos. Una de las técnicas mas
utilizadas para la extraccion de aceites esenciales es la destilacion por arrastre con vapor,
en la que factores como el tamafio de particula del material vegetal, el factor de
empaguetamiento y el tiempo de extraccién, influyen en la composicion y rendimiento de

los aceites esenciales obtenidos (Martinez, 2003).

La destilaciébn por arrastre con vapor de agua; se emplea con frecuencia para
separar aceites esenciales de tejidos vegetales. Es una destilacibn de mezcla de dos
liguidos inmiscibles, en el cual la materia vegetal se encuentra suspendida sobre un
tramado (falso fondo) que impide el contacto de la materia vegetal con el medio liquido en
ebullicién, este sistema reduce la capacidad neta de carga de materia prima dentro del
extractor por lo tanto mejora la calidad del aceite obtenido; consiste en una vaporizacion a
temperaturas inferiores a las de ebulliciébn de cada uno de los componentes volatiles por
efecto de una corriente directa de vapor de agua, el cual ejerce la doble funcion de
calentar la mezcla hasta su punto de ebullicion y adicionar tensién de vapor a la de los
componentes volatiles del aceite esencial; los vapores que salen de la camara extractora
se enfrian en un condensador donde regresan a la fase liquida, los dos productos
inmiscibles, agua y aceite finalmente se separan en un dispositivo decantador o vaso
florentino (Rodriguez, 2012).



Esta técnica es utilizada especialmente para esencias muy volatiles, por ejemplo las
utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, a la

pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Bandoni, 2000).

Es posible identificar los compuestos volatiles mediante algunos métodos
cromatogréficos tales como la cromatografia en columna, de capa fina, sin embargo
actualmente existen técnicas de separacibn mas eficientes y rapidas como la
cromatografia liquida de alta eficacia HPLC y la cromatografia de gases; asi como
también combinaciones “ON-LINE-HPLC-CG-EM”; esta ultima técnica gracias al
desarrollo de columnas capilares de alta resolucion permite analizar mezclas complejas
presentes en aceites esenciales, e identificar los componentes a partir de los tiempos de
retencién a través de los denominados indice de Retencién de Kovats, estos valores son
caracteristicos para cada componente y existen bases de datos para la identificacion de

los componentes quimica de cada aceite (Martinez, 2003).

1.1.2. Clasificaciéon

Los aceites esenciales se clasifican en base a diferentes criterios de acuerdo a su:
consistencia (esencias fluidas, balsamos y oleorresinas), a su origen (naturales, artificiales

y sintéticos) y a la naturaleza quimica en componentes mayoritarios (Pala, 2004).

Esencias fluidas

Consistencia Balsamos
Oleorresinas
Resinas
Gomorresinas
Maturales
Aceites - .
Esenciales Crigen Arificiales
Sintéticos
Monoterpenos Monoterpenoides
NatL}ra.Ieza Sesquiterpenos Sesquiterpenoides
quimica
Fenilpropanos Fenilpropanoides

Figura 1. Clasificacion de los aceites esenciales
Fuente: Pala, 2004
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1.1.3. Caracterizacién Quimica

Se basa en la identificacion del numero de compuestos presentes en el aceite
esencial, el porcentaje que representa cada uno de ellos; por lo que el método més
utilizado es la cromatografia de gases.

La caracterizacion quimica de los aceites esenciales se lleva a cabo por la técnica
cromatografia de gases (CG). En el control de calidad, la cromatografia de gases se
utiliza para obtener el perfil cromatogréafico y cuantificar los principales componentes del
aceite esencial, es decir los mayoritarios o aquellos que, sin ser mayoritarios, tengan una

especial trascendencia para la calidad (Bandoni, 2002).

1.1.3.1. Cromatografia de gases (CG)

La cromatografia es una técnica analitica de separacién que permite cualificar y

cuantificar los componentes quimicos de una mezcla.

La cromatografia de gases es elegida para la separaciéon de compuestos organicos e
inorganicos térmicamente estables y volatiles como los hidrocarburos alifaticos. La
cromatografia gas- liquido quido lleva a cabo la separacién por medio del reparto de los
componentes de una mezcla quimica, entre una fase gaseosa que fluye (mévil) y una fase

liquida estacionaria sujeta a un soporte solido (F. Castro, 2009).

Por su simplicidad, sensibilidad y efectividad para separar los componentes de
mezclas, la cromatografia de gas es una de las herramientas mas importantes en
quimica. Es ampliamente usada para analisis cuantitativos y cualitativos, para la
purificacion de compuestos y para la determinacién de constante termoquimicas, como
calores de solucién y vaporizacion, presion de vapor y coeficientes de actividad (F.
Castro, 2009)

En la cromatografia de gases los componentes de una muestra vaporizada se
separan como consecuencia del reparto entre una fase gaseosa y una fase estacionaria
contenida en una columna. Al efectuar una separacion cromatogréfica de gases, la

muestra se vaporiza y se inyecta en la cabeza de la columna. La elucion se lleva a cabo

-9-


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjs_p78isvNAhXRfiYKHXlWDYsQFggeMAA&url=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FQu%25C3%25ADmica&usg=AFQjCNHO4CgsxTBht016poCIC3G3jgFt-g

mediante el flujo de una fase movil de gas inerte (como el argon, el helio, nitrégeno). La
diferencia de esta técnica cromatografica consiste que en la fase mévil no interactda con
las moléculas de los compuestos a separar y su Unica funcion es transportar los

compuestos a través de la columna (Dabrio, 1971).

En la figura 2, se muestra un diagrama esquematico de un cromatégrafo de gases.
La muestra del aceite se inyecta a través de un tapén de goma (septum) en una cadmara
de vaporizacion situada en la cabeza de la columna. El vapor es arrastrado a través de la
columna por el gas portador, en este caso helio; los analitos después de separarse llegan
al detector, cuya respuesta aparece en la pantalla del ordenador. La columna utilizada
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.

Jeringa de inyeccién
delamuestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo injector ¥
/ == R
A
iR

Registro del cromatograma

\ Detector

Horno de temperatura
X programable

Septo
de goma

de
i
sflicona \ Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

Figura 2. Diagrama esquematico de un cromatégrafo de gases.
Fuente: Dubai. 2011

La cromatografia de gases suele ser utilizada para separar cantidades de hasta

cientos de miligramos; pero en este caso la cantidad de aceite esencial a utilizar fue

minima.
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1.1.4. Propiedades

Las propiedades fisico-quimicas de los aceites esenciales o esencias son muy
diversas; generalmente son fluidos mas livianos que el agua, de olor fuerte y penetrante,
incoloros o amarillentos, translicidos, miscibles en solventes organicos e inmiscibles en
agua. Son inflamables, no son tdxicos, aunque pueden provocar alergias en personas

sensibles a determinados terpenoides (A. Castro, 2008).

Las principales caracteristicas de los aceites esenciales son:

Intensamente aromaticos
Se evaporan con rapidez
Tienen baja densidad
Son muy volatiles

No son grasos

No son solubles en agua

R @ @ ® R R @

Su estructura quimica se altera facilmente con la luz

1.1.5. Usosy aplicaciones

Los aceites esenciales se utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria
como: perfumeria; cosmética; industria farmacéutica, como aditivo e insumo para
sintetizar compuestos, como agentes carminativos, estimulantes, diuréticos vy
antirreumaticos, algunos poseen propiedades insecticidas, antifingicas y antibacterianas
frente a microorganismos patégenos; en la industria alimentaria, como aditivo e insumo
para la fabricacion de productos de higiene personal y de limpieza doméstica (Sanchez,
2009).

En los Ultimos afos, los aceites esenciales son utilizados ampliamente en la
aromaterapia como agentes medicinales naturales. Poseen diversos beneficios para la
salud, y han sido investigados cada vez mas por la comunidad cientifica para el
tratamiento de distintas enfermedades, como el asma, el cancer, entre otras
enfermedades. La mayoria de los aceites esenciales poseen propiedades antibidticas
(Bruneton, 2001).
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1.2. Actividad Bioldgica

La capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales ha sido descrita por algunos
investigadores por sus propiedades antimicrobianas frente algunas bacterias y hongos.
Los aceites esenciales han demostrado capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram
positiva y Gram negativa, resultando estas Ultimas mas resistentes. Los terpenos que
forman parte de los aceites esenciales son los que les confieren sus propiedades

biolégicas (Demain, 1999).

Estos poseen actividad antimicrobiana por si mismos, pero no siempre esta actividad
concuerda con la del aceite esencial completo; por lo que las mezclas complejas de estos
terpenos podrian determinar relaciones sinérgicas o antagdnicas entre estos. Se ha
observado que los compuestos terpénicos aromaticos son los que poseen mayor actividad
inhibitoria. En las plantas, las mezclas de monoterpenos y sesquiterpenos presentes en
los aceites constituyen una de las principales barreras de defensa contra los hongos
patégenos (Strohl, 2004).

1.3. Organismos biolégicos

En el presente estudio se emplearon algunas cepas bacterianas, entre ellas 5 cepas
Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Salmonella tiphymurium. También dos cepas Gram positivas:
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus.

1.3.1. Bacterias Gram negativas

1.3.1.1. Pseudomonas aeruginosa (figura 3):
Bacilo aerobio con motilidad unipolar, considerado un
patdgeno oportunista, que produce pigmentos
fluorescentes de colores que pueden variar desde el

rojo hasta el negro. Es un microorganismo altamente

versatil, capaz de tolerar condiciones bajas de o -~
-
Figura 3. Pseudomonas

nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a  aeruginosa

o Fuente: Centers for Disease Control
42°C (Stover, 2000). Puede encontrarse en el agua,  ,.q prevention. (2007).

oxigeno. Puede sobrevivir con bajos niveles de

-12 -



la tierra y plantas, ya que sus necesidades alimenticias son minimas, aunque las
enfermedades producidas por esta bacteria estdn asociadas a su preferencia por los

medios humedos (Hardalo, 1997).

y usualmente encapsulada, ampliamente esparcida en
el ambiente, presente de manera especial en las

superficies mucosas de mamiferos; en los seres

humanos coloniza la nasofaringe y el tracto ,

Figura 4. Klebsiella pneumoniae
inoculadas en agar MacConkey, fermentan la lactosa  Fuente: Dennis Kunkel Microscopy,
(2001).

gastrointestinal (Struve, 2004). Estas bacterias, al ser

donde las colonias son de color rosado y en el medio
Kliger o TSI donde son Acido/Acido, es decir fermentador de la lactosa méas produccion de
gas y en la fermentacion acetdnica o prueba de Voges Proskauer son positivos. Es
importante mencionar que sus condiciones 6ptimas de cultivo son en agar nutritivo a
37 °C (Podschun, 1998).

1.3.1.3. Proteus vulgaris (figura 5): Bacteria
facultativamente anaerdbica en forma de bacilo que
habita en el tracto intestinal (O'Hara, 2000). Es un
patégeno oportunista que causa principalmente
infecciones urinarias, provoca infecciones en las

heridas y en abscesos hepaticos. Uno de los

parametro para su diagnostico es que se fermenta

_ _ Figura 5. Proteus vulgaris
en glucosa, sucrosa y amigdalina, pero no fermenta  Fyente: Thomas Deerinck, (2013).

la lactosa ni el manitol (Struble, 2009).

1.3.1.4. Escherichia coli (figura 6): Bacilo no esporulado, movil con flagelos
peritricos o0 inmoviles, aerobios-anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar
MacConkey y en medios simples con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos
en medios con glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos,

reductores de nitratos a nitritos; ademas de producir las vitaminas B y K (Ewing, 1985).
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Se 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 patégenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. Son

gérmenes de gran ubicuidad y capacidad de

proliferacion, y a la vez de facil cultivo e _ S
_ o . Figura 6. Escherichia coli
identificacion, por lo tanto muy Utiles como  EFyente: Esther Armora, (2012).

indicadores de contaminacion, pero no son enteropatdégenos como grupo (como tampoco
lo es E. Coli), y su presencia en alimentos, ambiente o pacientes no certifica la etiologia
de una infeccion intestinal o un brote de enfermedades trasmitidas por alimentos

(Martinez) (Drasar, 1974).

1.3.1.5. Salmonella typhimurium (figura 7):
Bacteria anaerdbica facultativa, no producen esporas
en ocasiones sobreviven en bajas condiciones de
oxigeno. La mayoria de las cepas son moviles debido
a que poseen flagelos peritricos, que rodean a la

célula. La enfermedad se caracteriza por causar

diarreas, dolores abdominales, vomitos y nauseas, y ) ' o
Figura 7. Salmonella typhimurium

suele durar unos siete dias (Brooks, 2005). Fuente: Science Museum- London,
(2009).

1.3.2. Bacterias Gram positivas

1.3.2.1. Enterococcus faecalis (figura 8):
Bacteria en forma de coco dispuesta en cadenas o
pares, anaerobia facultativa, inmovil y no esporulada.
Son catalasa negativa, capaces de crecer en
condiciones extremas. Las caracteristicas bioquimicas

sobresalientes incluyen: la habilidad de crecer en

presencia de NacCl al 6,5%, a temperaturas entre 10°C

Figura 8. Enterococcus faecalis
y 45°C, y hasta en un pH de 9,6. Tienen la capacidad  Fuente: Look for Diagnosis, (2014)
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de hidrolizar la esculina, crecer en presencia de bilis, sobrevivir 30 min a 60°C (Martinez,
2007).

Son parte de la flora normal endégena humana y tienen poco potencial patogénico en el
huésped normal. Sin embargo, en el anciano o en el paciente inmunocomprometido, estos
organismos se vuelven patdégenos oportunistas. Las infecciones ocurren cuando las
defensas del huésped descienden por una enfermedad y por el uso de dispositivos

invasivos (Murray, 1990).

1.3.2.2. Staphylococcus aureus (figura 9): E Sl ¢

Cocos, productores de coagulasa positiva, que se
encuentran microscopicamente aislados, en pares,
tétradas o formando racimos irregulares. Son
inmoéviles, facultativamente anaerobios, no formadores

de esporas, generalmente no capsulados o con

. Y - 230 ® e T

Figura 9. Staphylococcus aureus
Fuente: Arturo Juarez, (2008).

limitada formacién de capsula (Dinges, 2000).

Puede producir una amplia gama de enfermedades,
infecciones cutaneas como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis y enfermedades de riesgo
vital como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o

neumonia (Gemmell, 2006).
1.4. Actividad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras moléculas,
inhibiendo la iniciacion o propagacion de las reacciones oxidativas en cadena
(Barrero, 2004). Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la
capacidad antioxidante total de un compuesto, consiste en determinar la actividad del
antioxidante frente a sustancias cromédgenas de naturaleza radical; la pérdida de color
ocurre de forma proporcional con la concentracion. Diversos compuestos cromégenos
(ABTS, DPPH) son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos
que contienen los aceites esenciales para captar los radicales libres generados, operando
asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a

especies reactivas de oxigeno (Garcia, 2001).
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El interés de encontrar antioxidantes naturales se ha incrementado considerablemente
para el uso farmacolégico, como en alimentos. Por ello los aceites esenciales extraidos de
las especies vegetales aromaticas son utilizados en areas de medicina, nutricibn, como
saborizantes en bebidas, repelentes de insectos, fragancias, cosméticos y en diversos
propositos industriales, aprovechando sus propiedades preservantes (Ortufio, 2006).

1.4.1. ABTS"™

El método ABTS es usado tanto para materiales biol6gicos, compuestos puros o
extractos de plantas de naturaleza hidrofila o lipofilica. EI compuesto cromégeno ABTS
presenta color azul/verde con maximo de absorcion a 734 nm, es muy soluble en agua y

quimicamente estable (Antolovich, 2002).

Existen varios métodos para determinar la capacidad antioxidante en una esencia,
entre ellos se encuentra el ensayo del &acido 2,2-azinobis-3(-etilbenzotioaxolin-6-
sullfénico) o ABTS". Este método tiene como principio la captacion de los antioxidantes
por el radical ABTS™, generado en el medio de reaccion, usando como patrén el acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico o también denominado Trolox, que es un
analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E (Granados, 2012).

1.4.2. Radical DPPH

Este método se basa en la reduccion del radical DPPH', (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
por los componentes antioxidantes de la muestra de aceite esencial. Este radical posee
una coloracion purpura que se va perdiendo progresivamente cuando la muestra que se
aflade posee capacidad antioxidante. Esta decoloracion se puede medir mediante un

espectrofotébmetro a una longitud de onda de 515 nm (Conde, 2012).
1.5. Plantas Aromaticas

El aprovechamiento de las plantas aromaticas por el hombre, asi como la extraccion y
utilizacion de sus esencias, tienen la mas remota antigledad, segin consta en los
diversos testimonios historicos pertenecientes a distintas civilizaciones y culturas. Las
primeras fuentes histéricas de las esencias proceden de Egipto, donde 40 siglos antes de
Jesucristo ya preparaban esencia de cedro. Los egipcios instruyeron a los griegos que a

su vez las transmitieron a los romanos. En la Edad Media los &rabes perfeccionaron la
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destilacion de las plantas aromaticas favoreciendo asi el desarrollo de la naciente y

rudimentaria farmacia (Moré, 2002).

En el siglo Xlll los alquimistas vendian aceites esenciales (romero). En el siglo XV eran
conocidas las esencias de almendras amargas, espliego, canela, ginebra, rosa, salvia y
lavanda, entre otras. En el siglo XIX se practicaron los primeros andlisis quimicos de
esencias y otros principios activos de los vegetales. Con la aplicacién del microscopio y la

guimica analitica nace la farmacoquimica (Moré, 2002).

Las plantas arométicas constituyen la principal fuente de aceites esenciales empleadas en
la industria farmacéutica, cosmética y de alimentos. Tradicionalmente los aceites
esenciales se han utilizado por sus propiedades como agentes aromatizantes. En los
tltimos afios, se ha puesto mucho interés en las propiedades antimicrobianas y

antioxidantes que estos poseen (Fernandez, 1996).

El efecto antioxidante de las plantas aromaticas resulta muy atractivo, debido a que en los
alimentos ricos en lipidos insaturados, previenen o retardan el proceso de enranciamiento.
Este efecto es importante, no s6lo en términos de preservacion, sino gue ademas por sus

potenciales beneficios para la salud (Llana, 1998).

1.6. Propiedades Fisicas

1.6.1. Densidad relativa

Es una propiedad fisica caracteristica de cualquier materia. Es la magnitud que
expresa la relacién entre la masa y el volumen de un cuerpo (m/v); es decir, es la cantidad
de materia (masa) que tiene un cuerpo en una unidad de volumen (Gil, 2001). La

densidad del aceite esencial se determina tomando como referencia al agua.
1.6.2. indice de Refraccion

Es una magnitud fisica, que es utilizada, tanto a nivel del laboratorio como a nivel
industrial; como una prueba fisicoquimica para el control de impurezas y calidad en
aceites puros ademas su determinacion puede sefialar adulteraciones y envejecimientos

de los aceites (Morales de Godoy, 1996).
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Es un parametro propio de cada medio que indica el comportamiento de la luz al

atravesarlo, especificamente cuando entra en contacto con un liquido (Tejero, 2001).
1.6.3.  Actividad Optica

Es la capacidad de una sustancia quiral para rotar el plano de la luz polarizada. Se
mide usando un aparato llamado polarimetro. Cuando la luz polarizada pasa a través de
una cubeta que contiene una sustancia quiral, se produce una rotacién en el plano de
polarizacion. Las sustancias quirales rotan la luz polarizada y se dice de ellas que son

Opticamente activas (Skoog, 2001).

Aquellas sustancias que no producen rotacién en la luz polarizada son Opticamente
inactivas. Cuando un compuesto Opticamente activo, rota la luz polarizada en el sentido
de las agujas del reloj, se dice que es dextrégiro y se representa por (+). Las sustancias
que rotan la luz en sentido contrario a las agujas del reloj, son levogiras y se representa
por (-) (Skoog, 2001).

1.7. Familia Lauraceae

Esta constituida por arboles y arbustos de distribucién tropical y subtropical de todo el
mundo. Se han reconocido, aproximadamente, 50 géneros y 2500-3000 especies; 15

géneros estan representados en el Ecuador (Richter, 1987).

Es una familia particularmente diversa tiene gran importancia econl6mica, esta
representada por elementos arbéreos de algunas comunidades vegetales, mismas que
son interesantes también desde el punto de vista fitogeografico y por su diversidad
biolégica; asi como también tienen valor maderable, son ornamentales, producen aceites,
condimentos, son medicinales y tienen frutos comestibles. Seis géneros nativos se

encuentran en los bosques andinos (Macbride, 1936).

1.7.1. Género Ocotea Aubl.

Pertenece a la familia Lauraceae, se caracteriza por sus especies de naturaleza

arbérea o arbustiva, con cortezas casi siempre aromatica de olores agradables y
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penetrantes, algunos desagradables; son arboles utilizados como maderas de

excepcional duracién (Ballabeni, 2010).

El género Ocotea fue identificado por Fusée Aublet en 1775 y fue descrito con la
especie Ocotea guianensis. Este género cuenta con unas 350 especies
aproximadamente, entre las cuales podemos mencionar las siguientes: O. quixos, O.
cymbarum, O. reflexa, O. zulianensis, O. auruculata, O. fasciculata, O. macropoda, O.
tubulosa, O, acutangula, O. caparrapi, O. cuprea, O. aciphylla, O. catharinensis, O.
porosa, O. minarum, O. puberula, O. leucoxyln, O. glaziovii, O. variabilis, O. macrophylla,
O. cantarirae, O. brachybotra, O. kulmanii, O. venenosa, O. rodiaei, O. veraguensis, O.
usambarensis, O. pretiosa, y O teleiandra (Rohwer, 1991).

Numerosas especies del género Ocotea han servido al hombre, sobretodo, en el
campo de la medicina popular; una revision hecha al respecto, revela que para 26
especies de este género los usos han sido muy variados; sus extractos se han utilizado

como aromaticos, diuréticos, etc (Ortufio, 2006).
1.7.2. Ocotea quixos (Lam.) Kosterm
Pertenece a la familia Lauraceae, es conocida en el Ecuador con diferentes nombres

vernaculos, entre los que se destacan: canelon, ishpink o ishpingo (Gupta, 1995).

El habitat natural de este arbol (figura 10), es el bosque humedo tropical de la
Amazonia Ecuatoriana, Putumayo, Amazonia Colombiana, y Peruana, encontrandose
entre 310 y 1.250 msnm de altitud y destacandose por ser endémico de este lugar (Rios,
2007)
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i St - O N
Figura 10. Muestra de Ocotea quixos, en

su habitat natural.
Fuente: Fundacion Chankuap, (2006).

La especie Ocotea quixos (figura 11), se distingue por ser un arbol perenne de
tamanfo variado: de 10 a 15 m de altura en la huerta y en estado silvestre alcanza una
altura promedio de 20 m a 30 m; lAmina de la hoja de 14,5-23,5 cm de longitud x 3,5-6 cm
de ancho, olor a canela; flor blanco-verdosa; céliz persistente de seis sépalos y fruto
ovalado de 4 cm de longitud. La especie florece y fructifica cada dos afios cuando alcanza

minimo veinte afios de madurez (Bruni, 2003).

Figura 11. Ocotea quixos

Fuente: Centro de Investigacion vy
Valoraciéon de la Biodiversidad (La
Granja), (2008).
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Esta planta presenta una diversidad de usos, ya que tradicionalmente se aprovecha
las hojas para la extracciéon del aceite esencial; asi como la corteza interna de las ramas,
la misma que tiene caracteristicas organolépticas similares a la canela de oriente, y que
es utilizada en la industria de alimentos como especia. De la planta también se utiliza el
caliz de la flor deshidratado o Ishpingo, tanto como especia como para la elaboracién de
artesanias (Sacchetti, 2006). Este aceite esencial tiene un aroma que es diferente de
cualquier canela comun. La Ocotea quixos tiene el nivel mas alto de alfa humuleno (es un
compuesto que ayuda con la reaccion natural del cuerpo ante la irritacion y las molestias)
que cualquier aceite esencial y también tiene limpiadores naturales y propiedades
limpiadoras (Ballabeni, 2010).

Las capacidades curativas del Ocotea quixos vienen a partir de tres tipos béasicos de
componentes presentes en los aceites esenciales encontrados en la hoja y en la corteza.
Estos aceites contienen los componentes activos llamados: cinamaldehido, acetato de
cinamilo y alcohol cinamilico, mas una amplia gama de otras sustancias. Contiene
ademas compuestos fendlicos (antioxidantes), es una fuente excelente de fibra,

manganeso, hierro y calcio (Naranjo, 1981).

Es utilizada desde tiempos incaicos por las comunidades que habitan estas zonas
con fines culinarios, terapéuticos y medicinales (Naranjo, 1981). Sus aplicaciones
medicinales, se ha encontrado que Ocotea quixos es (til como eupéptico, desinfectante y
anestésico local; su corteza ha sido empleada contra la artritis, el catarro cronico y la
hidropesia; ademas se ha reportado su actividad antimicrobiana y antifingica; sus

cualidades como antiplaquetario, antitrombotico y vasorelajante (Noriega, 2008).

Otro uso que se le da al Ishpingo es de calmante o tranquilizante, debido a esta
forma de uso se cree que esta planta podria tener propiedades ansioliticas similares a la
de los farmacos recetados en la medicina occidental para disminuir estados de ansiedad.
Para este proposito los médicos tradicionales proporcionan al paciente una preparacion
hecha con la corteza de Ishpingo. La ciencia nos ensefia que los componentes volatiles

responsables del aroma se encuentran en los aceites esenciales (Ballabeni, 2010).
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1.7.2.1. Clasificacién taxonémica

Ocotea quixos (Lam.) Kosterm

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Laurales

Familia: Lauraceae

Género: Ocotea

Especie: Ocotea quixos (Lam.) Kosterm

-22-

Figura 12. Muestra del herbario
Ocotea quixos - UTPL
Fuente: La autora
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2.1. Disefio experimental

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en dos lugares: Laboratorio del
Departamento de Quimica (DQ) de la Universidad Técnica Particular de Loja y Fundacién
Chankuap. Consta de un componente quimico: determinacién de la composicion quimica,
componente fisico: propiedades fisicas; y de un componente biolégico: determinacion de
la actividad anibacteriana y potencial antioxidante. La metodologia que se llevo a cabo se

puntualiza en el siguiente esquema:

e Especie: Ocotea quixos

Trabajadores de la Fundacién
Chankuap recolectaron de 3
comunidades: San Luis (Lote:
011214), Juyukamentsa (Lote:
010315), Wapu (Lote: 010115).

1.- Recoleccién

e Método: Destilacion por
arrastre de vapor

2.- Extraccion

e Densidad: (Norma AFNOR
NF T 75-111)

e Indice refracciéon: (Norma
AFNOR NF T 75-112)

e Actividad 6ptica: Norma
AFNOR NF T 039-SSA1

3.- Propiedades Fisicas

e Técnica analitica:
CG-EM Y CG-FID

e Columna: DB5-MS Y
HP-INNOWAX

4.- Composiciéon quimica

e Método de microdilucién
en_caldo: Concentraciéon
minima inhibitoria (CMI)

5.- Actividad biolégica

e Mediante dos métodos
espectrofotométricos:
ABTS" Y DPPH"

6.- Actividad antioxidante

Figura 13. Esquema metodoldgico
Fuente: La autora
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2.2. Recoleccién de la materia vegetal

La recoleccion de la materia vegetal se llevo a cabo en la provincia de Morona Santiago
en la Amazonia ecuatoriana, en las tres comunidades pertenecientes a la Fundacién

Chankuap. En la figura 14 y 15 se observa la ubicacion geografica de dicha especie.

e San Luis (coordenadas UTM, Datum WGS-84; Zona 17S; 820883E - 9735767N),
Lote: 011214.

o Juyukamentsa (coordenadas UTM, Datum WGS-84; Zona 18S; 250611E -
9699049N), Lote: 010315.

e Wapu (coordenadas UTM, Datum WGS-84; Zona 17S; 825061E - 9759917N),
Lote: 010115.

Comunidad Achuar Juyukamentsa

270000 300000 330000

COMUNIDAD DE JUYUKAMENTSA
s 255000

25 Kilémetros

T
210000 240000 270000 200000 330000

Figura 14. Mapa de ubicacion de la comunidad Achuar Juyukamentsa.
Fuente: Ing. Paul Collahuazo, (2012).
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Comunidad Achuar Wapu

E28000

= N

E24000 826000
2.000 1.000 a 2.000 Metros.

Figura 15. Mapa de ubicacion de la comunidad Achuar Wapu.
Fuente: Ing. Paul Collahuazo, (2012).

La materia vegetal fue recolectada por los trabajadores de la Fundacién Chankuap, que
se encuentran en cada una de las comunidades, la cosecha la realizan seleccionando las
hojas maduras, que son aquellas que presentan un color verde mas oscuro. Esto lo
realizaron arrancando las hojas de las ramillas o cortando las ramas con todas las hojas
contenidas, al cortarla siempre dejan un tocén a tres centimetros del tallo, en donde
creceran nuevas ramas. Descartan las hojas que no tienen una madurez adecuada, las
gue generalmente tienen un color verde mas claro y en algunos casos con tonos rojizo
(Chankuap, 2006).

La cosecha de las hojas la realizaron cuando la luna se encuentraba en fase de luna
tierna o creciente, la misma que tiene un efecto potenciador en el crecimiento de nuevos
brotes. (Chankuap, 2006).

Luego de la cosecha, las hojas fueron transportadas en el menor tiempo posible al sitio
de acopio definitivo para evitar su deterioro y realizar la respectiva destilacion (ver figura
16).
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Figura 16. Recoleccion de la especie Ocotea quixos.
Fuente: Fundacion Chankuap, (2006).

4

La muestra botanica de la especie Ocotea quixos, fue recolectada en la ciudad de Macas,
provincia de Morona Santiago; en el terreno del Sr. Ignacio Noguera, cuyo terreno esta
ubicado en el Barrio La Barranca, en las calles: Avenida de la Ciudad y Desiderio
Andramufio. La propiedad esta cubierta por vegetacion de sucesion secundaria y se
encuentra a una altitud de 1.200 m s.n.m. entre las coordenada: 179360 latitud N vy
256537 de longitud E; con un clima subtropical (ver figura 17).
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Figura 17. Ubicacion del area de recoleccion de la especie Ocotea quixos
Fuente: Mgs. Angel Benitez.
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2.2.1. Seleccion de la material vegetal

Posterior a la recoleccion los trabajadores de la Fundacion Chankuap, trasladaron la
materia vegetal a las 3 Comunidades de estudio: Comunidad San Luis, Comunidad
Juyukamentsa, Comunidad Wapu, para continuar con la seleccién de la materia vegetal
mas apta para la extraccion del aceite esencial.

Eliminaron todo tipo de impurezas, hojas secas, material vegetal que este en
descomposicion, restos vegetales perteneciente a otras especies, tierra, insectos, o con

presencia de enfermedad; eliminando cualquier posible contaminacién.

2.2.2. Determinaciéon de la Humedad

Se utilizaron las hojas de Ocotea quixos en estado fresco y se procedi6 a realizar en
el Laboratorio del Departamento de Quimica (DQ) de la Universidad Técnica Particular de

Loja:

1. Se cortd en trozos muy pequefios las hojas de Ocotea quixos, con el fin de
obtener una muestra mas compacta y homogénea.

2. Posterior a ello se colocd aproximadamente 1 g de la materia vegetal en
capsulas de porcelana.

3. Luego las capsulas con el material vegetal fueron colocadas en la lampara
ULTRA X por 45 minutos.
Seguidamente a ello se colocé en el desecador por 5 minutos.
Finalmente se registré el peso y se expuso nuevamente el materia vegetal a la
lampara por 15 minutos con la finalidad de eliminar el agua presente en la
especie estudiada, este proceso se realizd de 3 a 4 veces hasta que el peso se

mantenga estable.

La determinacién de la humedad (figura 18), se realiz6 por triplicado con el objetivo

de obtener resultados confiables.

Una vez finalizado todo el procedimiento se realizé el célculo respectivo para
determinar la Humedad (Anexo I).
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Figura 18. Proceso para determinar la humedad
Fuente: La autora

2.3. Extraccion del aceite esencial

El aceite esencial de Ocotea quixos, se realiz6 en cada una de las Comunidades de
estudio: San Luis,Juyukamentsa, Wapu, pertenecientes a la Fundacion Chankuap; se
efectud por el método de destilacion por arrastre con vapor de agua durante un tiempo
minimo de 3 a 4 horas informacion proporcionada por la Fundacion Chankuap.

El equipo utilizado en la destilacion de la materia vegetal consta de un tanque de acero
inoxidable que posee una tapa del mismo material adaptado para que cierre
herméticamente (figura 19). Este equipo de destilacion esta colocado sobre una fuente de

calor.
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Figura 19. Explicacion gréfica del funcionamiento de un destilador.
Fuente: La autora

En el tanque de acero se coloca aproximadamente 20 litros de agua, hasta llegar al limite
de la placa perforada, en la cual se coloca la materia vegetal troceada y bien espaciada,
para que el vapor de agua pueda circular adecuadamente alrededor de toda la materia
vegetal. En el borde del tanque de acero se coloca un sello de agua para evitar que haya
escapes de vapor de agua, posteriormente se coloca la tapa de acero y se cierra
herméticamente. Las mangueras de entrada y salida se colocan al tapar el tanque,

finalmente en el cuello de cisne se coloca el florentino.

Al terminar de armar todo el equipo necesario para la destilacion, se expone la base del
tanque a la fuente de calor; cuando se observa la primera gota de agua en el florentino, se
abren las llaves de agua para el refrigerante para que se produzca el proceso de
condensacion es decir el paso del estado gaseoso al liquido de la esencia y sea
conducido hacia el florentino donde se separa por diferencia de densidades, el aceite

obtenido permanece en el florentino hasta que termine la destilacion (ver figura 29 y 21).
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Figura 20. Destilador de la Fundacion Figura 21. Destilador de Ilas

Chankuap Comunidades de la  Fundacion
Fuente: La autora Chankuap

Fuente: La autora

2.3.1. Recoleccién del aceite esencial

Posterior al enfriamiento del aceite esencial en el florentino, se elimind el exceso de
agua y se recogi6 el aceite en una probeta para medir el volumen. Finalmente, el aceite
esencial de Ocotea quixos, fue transportado al centro de acopio “Fundaciéon Chankuap”

para su respectivo envasado y almacenamiento.
2.3.2. Envasado y almacenamiento del aceite esencial

El aceite esencial recolectado por los trabajadores de cada Comunidad, fue
envasado en frascos de vidrio de color &mbar para protegerlo de la luz, ademas el frasco
debe contener una tapa hermética. Se rotuld el frasco y se almacené en el congelador a

4°C para consérvalo adecuadamente para posteriores analisis.

La etiqueta colocada en el contenedor de aceite debe contener informaciébn como:
nombre o iniciales de la planta, volumen de aceite, nombre de la comunidad o c6digo que

identifique el nimero de destilacion (ver figura 22).
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Figura 22. Aceite envasado y rotulado
Fuente: La autora

Ocotea quixos
Comunidad
San Luis
1.1
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2.4. Determinacién de la composicién quimica del aceite esencial

La composicion quimica del aceite esencial de Ocotea quixos se determind mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

El equipo dispone de una base de datos “software MSD-Chem station D.01.00 SP1” y un
detector de ionizacion de llama (FID) provisto de un generador de hidrégeno (Gas
Generator 9150 Packard).

Se utiliz6 dos tipos de columnas capilares, una columna no polar que fue DB-5MS y una
columna polar que fue HP-INNOWAX. La columna no polar esta recubierta internamente
de fenilmetilpolisiloxano 5% vy la columna polar tiene un recubrimiento interno de
polietilenglicol. La temperatura limite para la columna DB-5MS es de 360°C y para la
columna HP-INNOWAX la temperatura es de 270°C.

Las muestras de aceites esencial libres de agua que fueron analizadas en el cromatografo
de gases, se prepararon colocando 990 uL de diclorometano con 10 L de aceite esencial
Ocotea quixos en un vial de cromatografia, el vial debe contener un cédigo que indique de
gue muestra procede la alicuota. La solucién tiene una concentracion al 1%. Previamente
al inyectar la muestra en el cromatégrafo se lava la jeringa con el mismo diluyente que
utiizamos para la muestra, es decir diclorometano para evitar que en la corrida

cromatografia aparezcan trazas de la muestra corrida anteriormente.
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2.4.1. Corrida cromatografica en la columna no polar DB5-MS acoplado a

espectrometria de masas

Ademas de correr las muestras en esta columna, se analizé también una mezcla de
hidrocarburos partiendo desde el decano (C,o) hasta el pentacosano (Czs). Este conjunto
de hidrocarburos comercialmente es conocido como TPH-6RPM de CHEM SERVICE.

Los parametros operacionales de la corrida cromatogréfica en la columna DB5-MS,
se exponen en la figura 23. Los hidrocarburos y todas las muestras del aceite esencial
Ocotea quixos fueron tratadas siguiendo los mismos parametros mencionados

anteriormente.

+ Temperatura inicial: 50°C
+ Tiempo inicial: 3 minutos
+ Rampa: 3°C/min

+ Temperatura final: 230°C

* Modo: Split

+ Radio de particién: 50:1

+ Temperatura inicial: 250°C
+ Gas: Helio

+ Volumen de inyeccion: 1 i

+ DB5-MS

+ Temperatura maxima: 350°C

+ Modo: Flujo constante

* Flujo inicial: 0.9 mL/min

* Presion inicial nominal: 6.49 psi
+ Velocidad promedio: 35 cm/seg
* Presion de salida: vacia

DETECTOR —_—

+ Temperatura: 250°C
+Gas: Nitrégeno

Figura 23. Parametros operacionales de la corrida
cromatogréfica en la columna no polar DB5-MS.

Fuente: Scientia Chromatographica Vol.2, N°1, 29-47. Instituto
Internacional de Cromatografia ISSN 1984-4433, (2010).
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2.4.2. 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, siendo los mismos que se utilizaron en el andlisis anterior.

Ademas las muestras del aceite esencial Ocotea quixos fueron preparadas
siguiendo la metodologia descrita anteriormente (seccion 2.4.). Las parametros bajo los
cuales se inyecto la muestra en el cromatdgrafo se describen en la figura 24.

» Temperatura inicial: 50°C
* Tiempo inicial: 3 minutos
* Temperatura final: 230°C

* Modo: Split

* Radio de particion: 50:1

» Temperatura inicial: 250°C
* Gas: Helio

* Volumen de inyeccion: 1 pl

* HP-INNOWAX

* Temperatura maxima: 270°C

* Modo: Flujo constante

* Flujo inicial: 0.9 mL/min

* Presién inicial nominal: 6.49 psi
* Velocidad promedio: 35 cm/seg
* Presion de salida: vacia

DETECTOR —

* Temperatura: 250°C
+ Gas: Nitrégeno

Figura 24. Parametros operacionales de la corrida
cromatografica en la columna polar HP-INNOWAX.
Fuente: Scientia Chromatographica Vol.2, N°1, 29-47. Instituto
Internacional de Cromatografia ISSN 1984-4433, (2010).
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2.4.3. lIdentificacién cualitativa y cuantitativa de los compuestos quimicos
del aceite esencial de Ocotea quixos, tanto en la columna polar como

en la columna no polar utilizadas

La composiciobn quimica del aceite esencial comprende tres pasos vitales: 1).
Separacion de los componentes, 2). Identificacion de los componentes por parte del
equipo y 3). Cuantificacion de los componentes determinados (Rubiolo, 2010).

El resultado final que obtuvimos fue un cromatégrama en el cual se visualiza los
compuestos que fueron detectados por el equipo, esta representacion grafica se da por la
sefial producida en el detector mediante el tiempo y el volumen de elucién. Es asi que la
identificacion se da por la posicién de picos respecto al tiempo en dicha representacion
grafica; mientras que el area de cada pico nos permite analizar la concentracion de cada

compuesto mediante analisis cuantitativo.

Para el analisis manual de estos picos, se integré el cromatdgrama mediante el
sistema de integracion Chemstation Integrator-autoint 1. e. que es propio del equipo de
cromatografia de gases. Posteriormente a realizar la integracién de los picos, se
determiné el indice de Kovats de cada uno de ellos partiendo del indice de retencién de

los mismos.

El indice de retencién se define como la relacién del tiempo de retenciéon de un
soluto con los tiempos de retencion de los alcanos lineales (hidrocarburos inyectados

previamente) (D. Harris, 2007).

Los indices de Kovats experimentales de cada compuesto arrojado por el equipo,
se calcula comparando los tiempos de retencién de los hidrocarburos anteriormente
inyectados con los tiempos de retencibn de los compuestos aplicando la siguiente
férmula:

tox — t
IK = 100n + 100 + —~_Rn

trn — trn
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Doénde:

IK: indice de retencién de Kovats:

n: Nimero de atomos de carbono en el n-alcano;

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

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

Después de haber calculado el indice de Kovats de cada compuesto detectado en
las columnas polar y no polar; dichos valores se compararon con los reportados por
Adams (2009), bases de datos electronicas como Nist (National Institute of Standards and
Technology), Phero-base (Database of Insect Pheromones and Semiochemicals) y Taylor
and Francis (revistas en linea de tres de las principales editoriales del mundo: Taylor &
Francis, Prensa Routledge y Psicologia). Se tomé en cuenta que los datos de referencia y
los datos experimentales de los indices de Kovats, no tengan una diferencia mayor a 20

unidades.

Ademas de analizar un compuesto mediante la comparacién de los indices de
Kovats también se puede utilizar como referencia el espectro de masas caracteristico de
cada compuesto, este espectro posee la informacién estructural de cada analito
analizado. Los compuestos que el quipo analiza también poseen un nimero de registro

CAS, que facilita ain mas la busqueda del material bibliografico de referencia.

2.4.4. Corrida cromatografica en la columna no polar DB5-MS 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 llevé 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 cromatografo; de igual manera también se inyecto hidrocarburos, previo
a la inyeccién de las muestras de aceite esencial de Ocotea quixos. Lo que difiere son los

parametros en los que opero el cromatografo, los cuales se exponen en la figura 25.
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+ Temperatura inicial: 50°C
+ Tiempo inicial: 1 minuto
« Temperatura final: 210°C

+ Modo: Split

+ Radio de particion: 50:1

+ Temperatura inicial: 250°C
+ Gas: Helio

+ Volumen de inyeccion: 1

» DB5-MS

+ Temperatura maxima: 350°C

+ Modo: Flujo constante

* Flujo inicial: 0.9 mL/min

+ Presion inicial nominal: 10.82 psi
« Velocidad promedio: 23 cm/seg
* Presion de salida: ambiente

DETECTOR —_—

* [onizacion de llama
+ Temperatura: 250°C
+ Gas: Nitrégeno

Figura 25. Parametros operacionales de la corrida
cromatogréafica en la columna no polar DB5-MS acoplada a

un detector de ionizacion de llama (FID).
Fuente: Scientia Chromatographica Vol.2, N°1, 29-47. Instituto

Internacional de Cromatografia ISSN 1984-4433, (2010).

2.4.5. Corrida cromatografica en la columna polar HP-INNOWAX, acoplada al
detector de ionizacion de llama (FID)

Las muestras inyectadas tuvieron el mismo tratamiento que en las cromatografias
realizadas anteriormente y también se inyect6 los hidrocarburos, de la misma forma que

se llevo a cabo con la columna no polar.

Los parametros operacionales utilizadas en el tratamiento de estas muestras son las

siguientes, (ver figura 26).
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» Temperatura inicial: 50°C
* Tiempo inicial: 1 minuto
» Temperatura final: 210°C

» Modo: Split

+ Radio de particion: 50:1

*» Temperatura inicial: 250°C
*» Gas: Helio

* Volumen de inyeccion: 1 pl

+ HP-INNOWAX

» Temperatura maxima: 270°C

» Modo: Flujo constante

* Flujo inicial: 0.9 mL/min

* Presion inicial nominal: 11.37 psi
* Velocidad promedio: 24 cm/seg
* Presion de salida: ambiente

DETECTOR —_————

* lonizacién de llama
» Temperatura: 250°C
» Gas: Nitrogeno

Figura 26. Parametros operacionales de la corrida
cromatografica en la columna polar HP-INNOWAX

acoplada a un detector de ionizacion de llama (FID).
Fuente: Scientia Chromatographica Vol.2, N°1, 29-47. Instituto

Internacional de Cromatografia ISSN 1984-4433, (2010).

2.4.6. 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 procedié a la cuantificacién de los
mismos. Los datos de hidrocarburos obtenidos en masas y en FID se utilizaron para
calcular una ecuacion de la recta con la cual se calcula los tiempos de retencién de cada
compuesto. Estos tiempos de retencion calculados se comparan con los tiempos de
retenciébn que el equipo arrojo de cada muestra; los tiempos de retencion se van

ajustando a los compuestos encontrados en cada columna, polar y no polar.
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2.5. Determinacién de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Ocotea

quixos

La actividad anibacteriana del aceite esencial Ocotea quixos fue evaluada frente a cepas
bacterianas mediante el método de microdilucion en caldo. Este andlisis se basé en la
inhibicion del crecimiento de microorganismos, mediante diluciones a diferentes
concentraciones, reportandose finalmente la concentracion minima inhibitoria (CMI) la
misma que se define como la concentracion mas baja que puede tener un antimicrobiano

al inhibir el crecimiento de un microorganismo después de su incubacion (Andrews, 2001).

Se utilizé siete cepas bacterianas patégenas, para determinar si el aceite de Ocotea
quixos tiene actividad biologica.

Las cepas utilizadas en esta prueba son de American Type Culture Collection (ATCC),
son de referencia internacional y forman parte de una bateria minima de cepas que se
emplean para este tipo de estudio (Martinez et al, 1997). En la tabla 1 se detallan los

microorganismos de prueba.

Tabla 1. Microorganismos de prueba.
MICROORGANISMOS EMPLEADOS
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: La autora

2.5.1. Microdilucién en caldo

El procedimiento de microdilucion en caldo, es un método que posee la ventaja de
utilizar volimenes minimos de la muestra a analizar; se utiliza una placa que contiene 96
pocillos, en los cuales se realizan diluciones seriadas y las muestras a utilizar deben ser

preparadas con anterioridad (Jorgensen, 1998).
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2.5.1.1. Preparacion de la muestra del aceite esencial

La muestra de aceite esencial que se va a emplear en este ensayo debe estar
diluida y con fines de bioprospeccion se emplea una solucion 100 pL del aceite esencial
de Ocotea quixos en 400 uL de Dimetil sulfoxido (ver figura 27).

Figura 27. Dilucién del aceite esencial y
solvente.
Fuente: La autora

2.5.1.2. Preparacion del cultivo bacteriano, “Cultivo Overnight”

Previo a la preparacion del in6culo bacteriano, se prepararon los caldos de cultivo
especificos para cada cepa bacteriana (figura 28). Para la siembra en el caldo de cultivo
especifico, se utilizaron 30 yL de cada cepa bacteriana, almacenadas en una reserva
criogénica a -80°C. Luego de realizar la siembra de cada cepa se procedi6 a incubar los

medios por 14 horas a 16°C, por esta razon el cultivo se denomina overnight.

Figura 28. Caldos de cultivos para las diferentes
cepas bacterianas.
Fuente: La autora
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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 incubacién necesarias para cada bacteria

BACTERIAS MEDIO DE CULTIVO CONDICIONES DE INCUBACION
Pseudomonas aeruginosa Caldo Tripticasa Soya
Klebsiella pneumoniae Caldo Tripticasa Soya
Proteus vulgaris Caldo Mueller Hinton Temperatura: 37°C
Escherichia coli Caldo Tripticasa Soya Tiempo: 14-16 horas
Salmonella typhimurium Caldo Nutritivo Oxoid
Enterococcus faecalis Caldo Infusion Cerebro-Corazon
Staphylococcus aureus Caldo Tripticasa Soya

Fuente: American Type Culture Collection

2.5.1.3. Suspensién del inéculo bacteriano

Del cultivo overnight incubado la noche anterior se tomaron 150 a 300 pL a un tubo
que contenia 7 mL de suero fisiologico estéril ajustando el indculo a una concentracion

equivalente a 0,5 en la escala de MacFarland.

De la suspension anterior se tomaron 140 pL y se in6culo en un vial 6,86 mL de
Caldo Mueller Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10° UFC/mL y de esta
solucidn final se transfirieron 100 yL a la placa de cultivo para completar un volumen final

de 200 pL, de forma que en cada pocillo la concentracién final fue de 5x10° UFC/mL.

2.5.1.4. Concentracién minima inhibitoria antibacteriana (CMI)

La prueba se realizdé en placas esterilizadas de 96 pocillos, mediante diluciones
dobles seriadas; del caldo Mueller Hinton se transfirieron 180 yL a cada pocillo de la
primera fila de la placa, en los pocillos restantes se colocaron 100 uL del mismo caldo. A
continuacién se colocaron 20 pL de la dilucion de aceite esencial mas Dimetil sulféxido
solo a los pocillos de la primera fila de la placa; excepto a los tres dltimos pocillos los
cuales van a contener: el primero, 200 pL de caldo Mueller Hinton como control de
esterilidad, el segundo, un control negativo con 180 pL de caldo Muller Hinton + 20 pL de
DMSO vy ultimo un control positivo, que es una mezcla de 180 uL de caldo Muller Hinton +

20 uL de Tetraciclina de 5 mg/mL para todas las bacterias. (Ramirez, 2009).
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Para que el medio y la solucién de aceite se homogenicen correctamente, se pipeted
de 15 a 20 veces la solucién de todos los pocillos de la primera fila y se tomaron 100 pL
de la solucibn homogenizada, luego se diluyd con 100 pL del pocillo siguiente y se
continué este procedimiento hasta obtener 8 diluciones consecutivas; en la dltima fila de
la placa se desechan los 100 pL sobrantes, asi la concentracion final de cada solucion de
medio y aceite contenida en cada uno de los pocillos de la placa fue de 1000 a 7,81
pg/mL (ver figura 29). EI mismo procedimiento fue aplicado con el control positivo,

negativo y el control de esterilidad.

Aceite Ocotea quixos é o %’
% 2 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1000ug/ml A © © © ©® © © © © © © O O
50ug/ml B @ @ OO O OO OO OO
Xug/m C D ODODODOOOOO® OOO
ug/m D DO ODODOHOOO O OOO
655ug/m E @ © @ © © © ©© © OO O
3,ug/ml F @ © © ® © © ©® © © OYONG)
1562ug/ml G © © © © © © ©® © © DO O
78lugml H © ® ©® ® © O ® ©©® OOO
Control de esterilidad ** ) Control negativo @ Control Positivo “)

Figura 29. Modelo de Microplaca TC96 para bacterias con las

concentraciones del aceite (ug/mL)
Fuente: La autora

Cabe recalcar que en la concentracion minima inhibitoria antibacteriana el limite de

diluciones que se realizaron fue de 8 diluciones es decir solo hasta la fila H.

2.5.1.5. Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Posteriormente a retirar las placas de microdilucion de la incubadora, se observa
detalladamente cada caja utilizando luz reflejada, asi podremos examinar el control de
esterilidad para descartar cualquier tipo de contaminacion; si se diera el caso de que en el
control de esterilidad se evidencia contaminacion la prueba de CMI no puede ser

interpretada y se debe repetir en su totalidad.
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Por otro lado el control positivo nos indica que si habido un crecimiento adecuado de
las bacterias en la placa de microdilucién. El crecimiento en este pocillo se nota como

turbidez o un pellet de > 2 mm.

Finalmente en el control negativo no se debe evidenciar ningun rastro de

crecimiento, por el contrario debe estar claro y sin turbidez.

Para determinar en qué punto se encuentra la concentraciéon minima inhibitoria de
una muestra, es decir la concentracibn mas baja a la que puede actuar el aceite como
antimicrobiano, se debe leer el ultimo pocillo en el cual se distinga turbidez del medio. Es

un proceso manual sin ayuda de ningun aparto optico.

2.6. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Ocotea

quixos

La evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Ocotea quixos, se obtuvo
mediante dos métodos espectrofotométricos: 1). Capacidad de atrapamiento del catidn-
radical ABTS" y 2). Radical DPPH.

Las mediciones se determinaron segun la absorbancia que leia el equipo de cada
muestra. Se utiliz6 un espectrofotometro Genesys 10 UV-VIS Scaning 333907. Las
longitudes de onda empleadas en cada método fueron 734 nm y 515nm respectivamente.

2.6.1. Preparaciéon de la muestra del aceite esencial de Ocotea quixos

Para analizar la muestra se trabajé con 5 mg del aceite esencial Ocotea quixos, con
el que se procedi6 a realizar las diluciones respectivas, la primera diluciéon que se realiz6
fue partiendo de una concentracion méxima inicial de 1000 ppm, hasta llegar a una
concentracion minima final de 5 ppm, el blanco Unicamente contiene metanol (ver figura
30).
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Figura 30. Frascos color ambar con las diferentes

concentraciones que van a ser utilizadas.
Fuente: La Autora

Los volimenes respectivos de cada dilucion deben ser los necesarios para analizar
cada muestra por triplicado. En la tabla 3 se explica como se realizé cada dilucion y cabe

destacar que el volumen final de cada dilucién es de 5000 L.

Tabla 3. Volumen necesario para cada dilucién en Aceite

Volumen necesario para cada dilucion

Concentracion Volumen de cada dilucién
Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 pL MeOH + 5 mg de aceite esencial
Concentracion 2 (500 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 1
Concentracion 3 (100 ppm) 4000 pL MeOH + 1000 pL de concentracion 2
Concentracion 4 (50 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (25 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (12.5 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
Concentracion 7 (5 ppm) 3000 pL MeOH + 2000 pL de concentracion 6
Concentracion 8 (O ppm) 5000 pL MeOH

Fuente: La autora

2.6.2. Método Capacidad de atrapamiento del cation —radical ABTS™

Se empled la técnica desarrollada por (Arnao, 2001), , con modificaciones de
(Thaipong, 2006). EI método se basa en la capacidad de diferentes compuestos para
atrapar el radical cation ABTS"™. Con este método se puede medir la actividad de

compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica (Barrero, 2004).
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El radical catiénico de color verde azulado, se genera por la interaccion del ABTS
con persulfato de potasio. Se evalla la capacidad antioxidante de la muestra en funcién
de la habilidad para disminuir la concentracion del radical, es decir el grado de
decoloracion que se cuantifica midiendo la reduccion de la absorbancia a una longitud de
onda de 734nm (Pérez, 2013).

2.6.2.1. Solucién patrony de trabajo de ABTS"™

Para realizar la solucién patron se pes6 40.6 mg de ABTS™ y 7.028 mg de persulfato
de potasio (K;S,0g), luego se afor6 cada uno de los reactivos con 10 mL de agua
destilada. Estos dos reactivos se mezclaron y se dej6 reposar por 12 horas protegidos de

la luz.

Transcurridas las 12 horas de reaccién, se tomo6 de esta solucion una alicuota de 1
mL afadida a 60 mL de metanol, hasta obtener una absorbancia de 1,1 + 0,02 a 734 nm.
Si la lectura de la absorbancia es menor al resultado que desea obtener se afiade mas
solucion de trabajo, si por el contrario la lectura es mayor a la esperada se debe anadir

metanol.

Previamente a realizar la lectura de la absorbancia de la solucién de trabajo se debe

encerar el equipo con metanol.

2.6.2.2. Estandar Trolox y BHT para ABTS"™

Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametil-croman-2-carboxilico) y BHT (butil
hidroxitouleno), fueron utilizados como estandares de referencia para determinar la
capacidad antioxidante del aceite esencial Ocotea quixos. Trolox equivalente es un
analogo sintético de la vitamina E, que se mide en unidades llamadas Trolox equivalente
(Pellegrini, 1999).

Para realizar el estdndar de Trolox y BHT, se debe pesar 25 mg de reactivo de

Trolox y 11,02 mg de reactivo BHT, se aforan los dos a 50 mL con metanol puro. En la
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tabla 4, se explica como se realiz6 cada dilucion, cabe destacar que el volumen final de

cada uno es de 5000 pL.

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

Cconcentracion Volumen de cada dilucion
Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 pL Trolox/BHT
Concentracion 2 (800 ppm) 1000 pL MeOH + 4000 pyL de concentracion 1
Concentracion 3 (600 ppm) 1250 pL MeOH + 3750 yL de concentracion 2
Concentracion 4 (450 ppm) 1250 pL MeOH + 3750 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (300 ppm) 1670 pL MeOH + 3330 pyL de concentracion 4
Concentracion 6 (150 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
Concentracion 7 (25 ppm) 4170 pL MeOH + 830 pL de concentracion 6
Concentracion 8 (O ppm) 5000 pL. MeOH

Fuente: La autora

2.6.2.3. Lectura de las muestras diluidas del aceite esencial

Para determinar si el aceite esencial de Ocotea quixos posee capacidad
antioxidante, se debe evaluar cada muestra con suma precision, cada dilucion que se
realiz6 anteriormente del aceite esencial asi como cada alicuota de Trolox deben ser

tratadas de la misma manera.

Para establecer la absorbancia de cada alicuota y de cada dilucién de aceite
esencial de Ocotea quixos, se debe colocar en un vial previamente rotulado, 150 pL de
cada alicuota de Trolox o de cada dilucion de aceite esencial mas 2850 pL de la solucién
de trabajo previamente ajustada a la absorbancia establecida por el método, llevando el

volumen a 3 mL.

Posteriormente a la mezcla de la alicuota con la solucidn de trabajo se deja reposar
los viales por dos horas en la oscuridad y después se lee la absorbancia a 734 nm.
Previamente a cada lectura se comprueba que el encerado este correcto, para que no
altere la lectura de nuestras muestras. Este procedimiento se realizé por triplicado para

cada concentracion de aceite esencial (ver figura 31).
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Figura 31. Muestras del aceite Ocotea quixos,
analizadas mediante el método ABTS"
Fuente: La autora

2.6.3. Meétodo Radical DPPH"

Se realiz6 en base a la técnica desarrollada y descrita por (Brand-Williams, 1995),
con modificaciones de (Thaipong, 2006). EIl método de DPPH es considerado como un
método rapido, simple, preciso, econémico, Uutil para medir la capacidad antioxidante de
diferentes compuestos por la habilidad para atrapar el radical libre (Marinova, 2011). La
decoloracion del radical se determina a 515 nm vy la cuantificacion se realizd, empleando

soluciones patrén de Trolox y BHT.

2.6.3.1. Solucion patron y de trabajo para DPPH"

La solucién patréon se realiz6 pesando 24 mg de reactivo de DPPH y aforando a 100
mL con metanol puro. De esta solucion se transfiri6 10 mL a un vaso de precipitacién con
45 mL de metanol puro para obtener la solucion de trabajo. De esta Ultima solucion se
midi6é la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm, la lectura de la absorbancia
establecida previamente por el método es de 1,1 + 0,02. Si esta es mayor se ajusta
afiadiendo metanol puro y si por el contrario es menor se ajusta afiadiendo mas solucion

patron.

Previo a la lectura de la absorbancia de la solucion de trabajo se encera el equipo
con metanol, ya que este es el disolvente que estamos usando en todo el método.
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2.6.3.2. Estandar Trolox y BHT para DPPH

Como ya se mencioné previamente Trolox y BHT fueron utilizados como estandares
de referencia para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial Ocotea quixos
para ambos métodos.

Para realizar el estdndar de Trolox y BHT, se debe pesar 25 mg de reactivo de
Trolox y 11,02 mg de reactivo de BHT y se aforan los dos a 100 mL con metanol puro.

2.6.3.3. Lectura de las muestras diluidas del aceite esencial

Al igual que al realizar la parte experimental del método de ABTS, en este método
también se utilizé las muestras diluidas a diferentes concentraciones del aceite esencial
de Ocotea quixos. Ademas, las alicuotas del estdndar de Trolox reciben el mismo

tratamiento que las muestras diluidas

Cabe destacar que la parte experimental se realizé por triplicado de cada muestra
diluida. Entonces, de cada muestra se transfiri6 150 yL a un vial previamente rotulado y si
no es de color &mbar, debe estar protegido de la luz. Este vial contiene también 2850 pL
de la solucion de trabajo de DPPH. El volumen final de cada vial debe ser de 3 mL, estos
viales se dejan reposar por 24 horas en la oscuridad y posteriormente se lee la
absorbancia de cada muestra a 515 nm (ver figura 32).

Figura 32. Muestras del aceite Ocotea quixos,
analizadas mediante el método DPPH’
Fuente: La autora
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2.6.4. Andlisis de los datos obtenidos mediante ABTS™ y DPPH’

Las absorbancias determinadas para cada muestra mediante el método ABTS" y
DPPH’, permiten calcular el porcentaje de inhibicion de cada uno de los radicales. En la

figura 33 se observa la formula utilizada para calcular el % de inhibicion.

% Inhb. = {(Abs-blanco_ Abs-muestra) “ 100}
. Abs-blanco

Figura 33. Foérmula utlizada para -calcular el
porcentaje de inhibicién
Fuente: Conde et al, 2012

Abs. Blanco= absorcion de solucién de trabajo (1,1 + 0,02)

Abs. Muestra= absorcién de la muestra de la respectiva solucion

Posteriormente con el porcentaje de inhibicién se hallé el valor de la concentracién
media inhibitoria (Clsp) de cada muestra diluida de aceite esencial. La Clsy se hall6
realizando una grafica de concentracion versus porcentaje de inhibicion, obteniendo asi
una ecuacion para la recta, con la cual se determina la concentracion necesaria para que

el porcentaje de inhibicién sea del 50%.

En ambos métodos (ABTS® y DPPH) se utilizd6 como estandar el Trolox y BHT, cuya

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

2.7. Determinacién de las propiedades fisicas del aceite esencial

Las propiedades fisicas que se determinaron son densidad relativa segin la norma
AFNOR NF T75-111, indice de refraccion segun la norma AFNOR NF 75-112 25 y
actividad éptica en base a la norma ISO 592 — 1998.

2.7.1. Densidad relativa

La densidad relativa se determind segun la norma ANFOR NF T75-111 (Anexo 2),
para ello se empled materiales como: un picnémetro de vidrio de 1 mL, una balanza y un

bafo termostatico.
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Se trabajé con las muestras de las 3 Comunidades, obtenidas de la mezcla de las
tres destilaciones realizadas por cada Comunidad (San Luis, Juyukamentsa y Wapu) de la
Fundaciéon Chankuap, el primer paso a seguir es obtener el peso inicial del picnémetro
vacio, seguido se registra el peso del picnébmetro con agua y finalmente con el aceite
esencial (ver figura 34 y 35 respectivamente).

Figura 34. Picnbmetro con Figura 35. Picnbmetro con
agua destilada aceite esencial de Ocotea
Fuente: La autora quixos

Fuente: La autora

2.7.2. Indice de Refraccién

La determinacién del indice de refraccion se lo realizo en base a la norma AFNOR
NF T 75-112 (ver anexo 3) del aceite esencial Ocotea quixos; se utilizé un refractometro
ABBE (figura 36), que es un dispositivo electronico que mide la velocidad de una

propagacion de luz en el aceite esencial a una temperatura determinada de 20°C.

Se trabajé con las muestras de las 3 Comunidades, obtenidas de la mezcla de las
tres destilaciones realizadas por cada Comunidad (San Luis, Juyukamentsa y Wapu) de la
Fundacion Chankuap, obteniendo asi un valor promedio de cada una de las
Comunidades.
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Figura 36. Refractémetro
ABBE
Fuente: La autora

2.7.3. Actividad Optica

La determinacion de la actividad éptica se realizd en base a la norma 1SO 592 —
1998 (Ver ANEXO 4) del aceite esencial Ocotea quixos; se utiliz6 un polarimetro de marca
Mrc-Automatic Polarimeter P810 (ver figura 37), que es un dispositivo electrénico que

mide la capacidad para desviar la luz polarizada del aceite esencial Ocotea quixos.

Se trabajé con las muestras de las 3 Comunidades, obtenidas de la mezcla de las
tres destilaciones realizadas por cada Comunidad (San Luis, Juyukamentsa y Wapu) de la
Fundacién Chankuap, se utilizé6 como referencia el diclorometano; obteniendo asi un valor

promedio de cada una de las Comunidades.

; 'lll"nu‘ P

Figura 37. Polarimetro marca Mrc-Automatic Polarimeter P810
Fuente: La autora
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Humedad Relativa de Ocotea quixos

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de la humedad relativa de la especie
Ocotea quixos, se realiz6 por triplicado con una solo muestra de las hojas de dicha
especie la misma que fue proporcionada por la Fundacion Chankuap para su respectivo
analisis en el Laboratorio del Departamento de Quimica (DQ) de la Universidad Técnica
Particular de Loja. Se indican también los valores de la media y del coeficiente de

variacion.

Tabla 5. Porcentaje de la humedad de la materia vegetal

HUMEDAD % X o
0Q1 72
0Q?2 70 72 1.55
0Q3 73

0Q 1: Primerarepeticion ~ OQ 2: Segunda repeticion ~ OQ 3: Tercera repeticion
X: Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
O’: Desviacion estandar

Fuente: La autora

La materia vegetal recolectada tuvo una humedad promedio de 72%, sin embargo se
puede apreciar que existe una pequefia variacion entre ellas. Estos valores de humedad
estan en concordancia con lo presentado en la literatura, ya que el contenido de humedad
en las plantas aromaticas tienen humedades que oscilan entre un 60% a 80% (Sharapin,
2000).

Esta variabilidad se puede atribuir a varias condiciones que pueden influir en los
resultados como: las condiciones climaticas, temperatura del ambiente, luminosidad,
viento, CO,, la cantidad de vapor de agua en el aire, el suelo y los nutrientes (Madejon,
2002).

3.2 Composicion quimica del aceite esencial de Ocotea quixos

3.2.1 Andlisis cualitativo

La identificacion cualitativa de la composicion quimica se llevé a cabo mediante el

andlisis CG/EM de las muestras de aceite esencial Ocotea quixos. Cada compuesto
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detectado por el equipo, fue identificado mediante la base de datos, con un porcentaje de

coincidencia mayor al 90% para cada compuesto.

Ademas del porcentaje (%), el equipo arroja los datos necesarios para calcular el
indice de Kovats propio de cada compuesto. El cromatégrafo también determina el
porcentaje (%) en el que estd presente cada compuesto en el aceite esencial Ocotea

quixos, tanto en la columna polar como no polar.

En la figura 38 y 39 se puede observar el perfil cromatogréfico del aceite esencial de
Ocotea quixos, en la columna no polar o DB-5MS y en la columna polar o HP-INNOWAX
respectivamente, mediante la técnica de CG-EM acorde a los parametros operacionales

descritos en el capitulo de metodologia.

950000
00000
850000
800000
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700000
650000
600000
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Figura 38. Perfil cromatografico del aceite Ocotea quixos en la columna no polar DB5-MS
Fuente: La autora
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Figura 39. Perfil cromatografico del aceite Ocotea quixos en la columna polar HP-INNOWAX
Fuente: La autora

Los cromatogramas obtenidos muestran diferentes picos que corresponden a cada
uno de los compuestos volatiles emitidos (figura 38 y 39), algunos de ellos muy préximos
0 sobrepuestos, resultando dificil la identificacion rapida y fiable de los compuestos de

interés de modo que se procedio a la integracion de cada uno de ellos.

En el analisis cualitativo, la identificacion de los componentes volatiles se la realizé
comparando los indices de Kovats para los compuestos analizados determinados en las
dos columnas (polar y apolar), frente a los IK reportados en la literatura. Ademas cada
compuesto detectado posee su respectivo espectro de masas el cual fue comparado con

los espectros que proporciona la base de datos del equipo biblioteca Wiley 7n.

En la siguientes tablas, se detallan los compuestos quimicos que se identificaron en
el aceite esencial de Ocotea quixos en las columnas DB5-MS y HP-INNOWAX; los

mismos que estan dispuestos de acuerdo al orden de elucion en la columna DB5-MS.
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Se indican también los IK calculados y los reportados en la literatura; el porcentaje
promedio relativo para cada compuesto correspondiente a cada una de las Comunidades,

y el coeficiente de variacion.
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Tabla 6. Composicion quimica del aceite esencial Ocotea quixos de la Comunidad San Luis

DB5-MASAS

% de Cantidad Relativa®

HP-INNOWAX

% de Cantidad Relativa®

°N COMPUESTOS K® | k™ |oQ1i|og12]o013] x | @ K® | k® |og1ri]ogi2]og13]| «x o
1 |a-Thujene 923° 924 0.08 0.28 0.28 0.21 012 | 1033% | 1042 | ... . ol
2 |a-Pinene 929° 932 0.72 215 2.23 1.70 0.85 | 1039° | 1038 | 0.59 1.99 1.98 1.52 0.81
3 |Camphene 944° 946 0.13 0.29 0.31 0.24 0.09 | 1058° | 1068 | ....... 0.23 0.23 0.23 0.00
4 |Sabinene 968° 969 0.63 0.95 0.97 0.85 019 | 1115° | 1114 | 055 0.88 0.88 0.77 0.19
5 |B-Pinene 971° 974 0.90 211 2.20 1.74 0.72 | 1105" | 1101 | 0.72 1.78 1.79 1.43 0.61
6 |Myrcene 988" 988 | ... 0.12 0.12 0.12 0.00 | 1157" | 1159 | ....... 0.25 0.25 0.25 0.00
7 |Benzaldehyde 996" 990 | ooei s, 1520° | 1520 | 0.49 0.94 0.93 0.79 0.26
8 |a-Phellandrene 1003° | 1002 | ... e, 1155¢ | 1159 | ... o e
9 |5-3-Carene 1004° | 1008 | ....... ... 009 ... 1137¢ | 1140 | ... e
10 |a-Terpinene 1013° | 1014 | ....... 0.33 0.33 0.33 0.00 | 1168° | 1172 | ... 0.31 0.31 0.31 0.00
11 [Cymene-p 1017° 1011 | coin e s e e 1258 1265 | ....... ... 060 ... ..
12 |Limonene 1021° | 1024 | 0.36 0.72 0.74 0.61 021 | 1204° | 1191 | 0.36 0.72 0.73 0.61 0.21
13 |1,8-Cineole 1027° | 1026 0.19 0.96 1.04 0.73 047 | 1201" | 1201 | ....... 0.81 0.84 0.83 0.02
14 |y-Terpinene 1054° | 1054 | 0.15 0.61 0.65 0.47 028 | 1232" | 1239 | ... 0.59 0.60 0.59 0.01
15 |Z-Decahydronaphthalene 1057° | 1056 | oo eeieeeeveeeer e, 2032° | 2022 | ....... 2.26 2.29 2.27 0.02
16 |Terpinolene 1081° | 1086 | ....... 0.11 1.66 0.89 1.10 1265" | 1277 11.48 12.52 12.17 12.06 0.53
17 |Linalool 1102° | 1095 | 0.28 166 ... 0.97 0.98 | 1553" | 1553 | 0.1 1.90 1.90 1.44 0.80
18 [Terpinen-4-ol 1177° | 1174 0.33 0.83 0.82 0.66 0.28 | 1605° | 1598 0.52 0.85 0.81 0.73 0.18
19 |a-Terpineol 1194° | 1186 | ...... 034 i 1678% | 1696 | 0.45 0.47 0.48 0.47 0.02
20 |Cinnamaldehyde-E 1279° | 1267 | oo e e e e, 2043° | 2035 | 2.20 3.09 312 2.80 0.53
21 |a-Cubebene 1339° | 1345 | 0.31 0.18 0.18 0.23 0.08 | 1441" | 1447 | 0.79 0.21 0.21 0.41 0.33
22 |a-Copaene 1367° | 1374 | 1057 057 0.58 3.90 577 | 1471" | 1482 | 896 ... 0.58 477 5.93
23 |Methyl cinnamate-E 1384° | 1376 | 2249 2810 27.63 26.07 311 | 2095° | 2077 | 19.21 2132 2139 2064 1.24
24 |B-Cubebene 1379° | 1387 | 0.20 006  ...... 0.13 010 | 1542° | 1545 | oo cen e e e
25 |B-Elemene 1382° | 1389 | ... 056 oo e, 1617" | 1600 | .oooooo e e,
26 |Caryophyllene-E 1409° | 1417 | 21.94 1363 1409 1655 467 | 1569' | 1588 | 1573 10.96 11.02 1257 274
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27 |Cinnamyl acetate-E 1450° | 1443 1.18 1.68 1.81 1.56 0.33 2164 | 2151 4.24 5.08 5.12 4.81 0.50
28 |Anisyl Acetone 1453° | 1448 | ... e e i, 2149 2185 5.31 5.65 5.67 5.54 0.20
29 [a-Humulene 1445° 1452 2.87 18.97 17.63 13.15 8.94 1664" 1655 2.42 12.69 12.74 9.28 5.95
30 |y-Selinene 1484° | 1470 | .. s 1690% | 1675 | 6.09 ... i e
31 [B-Selinene 1478° | 1489 7.04 0.60 0.61 2.75 3.71 17059 | 1701 | ....... 0.46 0.46 0.46 0.00
32 |a-Zingiberene 1489° | 1493 | ... . L 1712™ | 1712 | o s e
33 |a-Selinene 1485° | 1495 | oo i e e e 1722' | 1709 | 1.56 0.49 0.49 0.85 0.61
34 |Bicycloelemene 1494° 1496 4.09 1.14 1.16 2.13 1.70 1778 1769 0.85 0.26 0.25 0.45 0.34
35 [Methyl isoeugenol-E 1496° | 1498 341 3.97 3.31 3.56 0.36 2023" | 2014 | ... e e e
36 |Bicyclogermacrene 1485° | 1500 4.09 1.14 1.16 213 1.70 1737 1718 132 e .
37 |E,E-a-Farnesene 1502° | 1505 | ... o 1640 | 1663 0.31 0.33 0.33 0.32 0.01
38 |0-Cadinene 1509° | 1522 1.15 0.50 0.60 0.75 0.35 17559 | 1745 1.96 0.72 0.72 1.13 0.72
39 |B-Sesquiphellandrene 1517° | 1521 | oo s s 1767 | 1764 | ... s
40 [Z-o-Bisabolene 1535° | 1516 | ....... 0.14 0.15 0.15 0.00 1778° | 1765 0.33 0.21 0.21 0.25 0.07
41 |E-y-Bisabolene 1520° | 1529 1.79 3.50 3.69 2.99 1.05 1726° | 1748 122 2.65 2.63 2.17 0.82
42 [Caryophyllene oxide 1569° | 1582 5.40 4.68 471 4.93 0.41 19799 | 1965 3.44 2.90 2.92 3.09 0.31
43 [Spathulenol 1575° | 1576 | ... o 2126° | 2114 0.42 0.27 0.28 0.32 0.08
44 |Caryophylla-4(12),8(13) diene 5 B-ol | 1639° | 1628 | .......  .ccoce e e e 2285° | 2288 0.85 0.51 0.50 0.62 0.20
45 [Benzyl benzoate 1762° | 1783 | ... ... . . ... 26551 | 2614 0.26 0.29 0.29 0.28 0.02
* Total ldentificado  90.50 * Total ldentificado ~ 94.78

a= % promedio calculados en base al % del &rea de los picos reportados en DB5-MS y HP-INNOWAX

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

OQ= Ocotea quixos

0OQ 1: Comunidad San Luis

0OQ 1.1= Primera destilacion  OQ 1.2= Segunda destilacion OQ 1.3= Tercera destilacion

X= Promedio

O'= Desviacion estandar

IKRef= indice de kovats reportado en la literatura: refb, refc, refd, refe, reff, refg, refh, refi, refj, refk, refl, refm, refn (ver Anexo 6)
IKCal= indice de kévats calculado

Fuente: La autora
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Los compuestos mayoritarios de la Comunidad San Luis del aceite esencial Ocotea
quixos en la columna DB5-MS, se pueden observar en la figura 40, entre los cuales
tenemos: E-Methyl cinnamate (26,07%), E-Caryophyllene (16,55%), a-Humulene
(13,15%), Caryophyllene oxide (4,93%), a-Copaene (3,90), E-Methyl isoeugenol (3,56%),
E-y-Bisabolene (2,99%), B-Selinene (2,75%), Bicyclogermacrene (2,13%) y B-Pinene
(1,74%).

30.00 A 26.07
20.00 + | | 16.55
] 13.._15
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1000 493 390 356 2.99 375 2.13 174
000 T T T T T T T T T T
¢ & &L g L& o &£ ¢ L ®
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Figura 40. Compuestos mayoritarios de la Comunidad San Luis en la columna
no polar (DB5-MS)
Fuente: La autora

Los compuestos mayoritarios de la Comunidad San Luis del aceite esencial Ocotea
quixos en la columna HP-INNOWAX, se pueden observar en la figura 41, entre los cuales
tenemos: E-Methyl cinnamate (20,64%), E-Caryophyllene (12,57%), Terpinolene
(12,06%), a-Humulene (9,28%), Anisyl Acetone (5,54%), E-Cinnamyl Acetate (4,81%), a-
Copaene (4,77), Caryophyllene oxide (3,09%), Cinnamic aldehyde (2,80%) y Z-
Decahydronaphthalene (2,28%).
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HP-INNOWAX
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Figura 41. Compuestos mayoritarios de la Comunidad San Luis en la columna
polar (HP-INNOWAX)
Fuente: La autora
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Tabla 7. Composicion quimica del aceite esencial Ocotea quixos de la Comunidad Juyukamentsa

DB5-MASAS HP-INNOWAX
% de Cantidad Relativa® % de Cantidad Relativa®

°N COMPUESTOS K™ | k@ |og21]|o022|0023] x o | K® | kK® [0021]0022[0023] «x o
1 |a-Thujene 923P 924 225 298 2.52 258  0.37 | 1033 | 1042 | 297 354 ... 3.25 0.40
2 |a-Pinene 929 | 932 | 886 9.48 8.51 895 049 | 1039° | 1038 | 568 585 1.45 433 249
3 |Camphene 944° | 946 | 0.26  0.30 0.24 0.27 0.03 | 1058% | 1068 | 018 021 ... 019  0.02
4 |Sabinene 968° | 969 | 547 488 6.43 559  0.79 | 1115% | 1114 | 474 415 1.16 335 192
5 |B-Pinene 971° | 974 | 322 353 3.10 329 022 | 1105" | 1101 | 2,67 2.83 0.08 186 154
6 |Myrcene osg” | 988 | 1.08  1.33 1.32 124 014 | 1157° | 1159 | ... .
7 |Benzaldehyde 996" 990 | eiier e e e 1520° | 1520 | ....... 0.07  .ooii e
8 |a-Phellandrene 1003 | 1002 | 071  1.08 0.74 0.84 020 | 1155° | 1159 | 2.08  2.62 4.65 312 136
9 |5-3-Carene 1004° | 1008 | 1.82  1.93 1.73 1.83 010 | 11379 | 1140 | 1.39 1.41 2.74 1.85 077
10 |a-Terpinene 1013° | 1014 | 327 4.22 2.95 348 066 | 1168° | 1172 | 317  3.87 2.07 3.04 091
11 |Cymene-p 1017° | 1011 | 1.96  1.40 3.34 223 100 | 1258 | 1265 | 11.12 11.84 1583 1293 254
12 |Limonene 1021° | 1024 | 3.04 3.63 251 3.06 056 | 1204° | 1191 | 296 331 1747 791 8.28
13 |1,8-Cineole 1027° | 1026 | 3471 3096 37.46 3438 326 | 1201 [ 1201 | 2111 1886 2127 2041 1.34
14 |y-Terpinene 1054° | 1054 | 617  7.27 6.13 652 065 | 1232 | 1239 | 541 613 ... 577 051
15 [(Z-Decahydronaphthalene 1057° | 1056 | ...o... s el 2032° | 2022 | ... e e e e
16 |Terpinolene 1081° | 1086 | 0.31  0.40 0.35 036 0.04 | 1265' | 1277 | 0.35  0.44 3.70 149 101
17 |Linalool 1102° | 1095 | ... ... 007  ceeeee e, 1553" | 1553 | 023 022 ... 023 0.1
18 |Terpinen-4-ol 1177° | 1174 | 360  3.96 2.95 350 051 | 16059 | 1598 | 326  3.44 1.02 257 1.35
19 |a-Terpineol 1194° | 1186 | 8.02  7.08 7.95 768 053 | 16789 | 1696 | 041  0.31 2.03 092 097
20 |Cinnamaldehyde-E 12790 | 1267 | oooes s 2043° | 2035 | 0.61 055 0.72 0.62  0.08
21 |a-Cubebene 1339° | 1345 | .oooo. i e e i 14417 | 1447 | o s
22 |a-Copaene 1367° | 1374 | 034 012 0.13 020 012 | 1471 | 1482 | 1570 1470 14.15 1485 0.79
23 |Methyl cinnamate-E 1384° | 1376 | ...ooo. i e e, 2095° | 2077 0.54 0.95 1.32 0.94 0.39
24 |B-Cubebene 1379° | 1387 | ooiis et s i 1542° | 1545 | ...
25 |B-Elemene 1382° | 1389 | 0.04 005 ... 0.04 001 | 1617" | 1600 | .ccoe coiiiii i i,
26 |Caryophyllene-E 1409° | 1417 | 053  0.80 0.72 069 014 | 1569° | 1588 | 036 056  ....... 046 0.14
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27 [Cinnamyl acetate-E 1450° 1443 | ... e i e i 2164" | 2151 0.46 0.18  ....... 0.32 0.20
28 |Anisyl Acetone 1453° | 1448 | oo et e e e 2149 | 2185 0.28 012 ... 0.20 0.11
29 |(a-Humulene 1445° 1452 1.44 1.28 1.46 1.40 0.10 1664" | 1655 0.53 037 ... 0.45 0.11
30 |y-Selinene 1484° | 1470 | ... e 16909 | 1675 | ... e s e
31 |B-Selinene 1478° | 1489 | ....... 0.55 0.84 0.69 0.20 | 17059 | 1701 0.22 0.45 ... 0.33 0.17
32 |a-Zingiberene 1489° | 1493 | ... s e e, 1712™ | 1712 | ceeen
33 |a-Selinene 1485° | 1495 | ... i e e 1722' | 1709 | ....... 021 e
34 |Bicycloelemene 1494° | 1496 | ...oo. e s 1778" | 1769 | ....... 0.07 ...
35 |Methyl isoeugenol-E 1496° | 1498 | ....... e sl 2023" | 2014 0.21 029 ... 0.25 0.05
36 |Bicyclogermacrene 1485° | 1500 0.30 031 ... 0.31 0.00 1737 | 1718 0.22 020 ....... 0.21 0.02
37 |E,E-a-Farnesene 1502° | 1505 | ....... ... 042 ... ... 16407 | 1663 | ... s e e e
38 |d-Cadinene 1509° | 1522 | ....... 0.07 0.03 0.05 0.03 | 17559 | 1745 0.14 018  ...... 0.16 0.03
39 |B-Sesquiphellandrene 1517° | 1521 | .oooes s s 17675 | 1764 | ... . s d e
40 |Z-a-Bisabolene 1535° | 1516 | ccooooo s e e 1778° | 1765 | ...
41 |E-y-Bisabolene 1520° 1529 0.30 ..o 1726° | 1748 0.32 0.12 0.22 0.22 0.10
42 |Caryophyllene oxide 1569° | 1582 | ....... 0.87 0.97 0.92 0.07 | 19799 | 1965 | 0.16 0.32 0.25 0.24 0.08
43 [Spathulenol 1575° 1576 0.11 ... e 2126° | 2114 0.46 0.08 ....... 0.27 0.27
44 |Caryophylla-4(12),8(13) diene 5| 1639° | 1628 | ....... .......  oecier s e 2285° | 2288 | ....... 013 .. e
45 |Benzyl benzoate 1762° | 1783 | ... il el 2655 | 2614 | 015  0.26 0.12 0.18  0.08
* Total ldentificado 90.10 * Total ldentificado 92.91

a= % promedio calculados en base al % del area de los picos reportados en DB5-MS y HP-INNOWAX

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

OQ= Ocotea quixos

OQ 2= Comunidad Juyukamentsa

OQ 2.1= Primera destilacion OQ 2.2= Segunda destilaciéon OQ 2.3= Tercera destilacién

X= Promedio

O’= Desviacién estandar

IKRef= indice de kévats reportado en la literatura: refb, refc, refd, refe, reff, refg, refh, refi, refj, refk, refl, refm, refn (ver Anexo 6)
IK Cal= indice de kévats calculado

Fuente: La autora
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Los compuestos mayoritarios de la Comunidad Juyukamentsa del aceite esencial
Ocotea quixos en la columna DB5-MS, se pueden observar en la figura 42, entre los
cuales tenemos: 1,8-Cineole (34,38%), a-Pinene (8,95%), a-Terpineol (7,68%), vy-
Terpinene (6,52%), Sabinene (5,59%), Terpinen-4-ol (3,50%), a-Terpinene (3,48%), B-
Pinene (3,29%), Limonene (3,06%) y a-Thujene (2.58%).

40.00 13438
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20.00 A
895 .o
] 6.52
10.00 559 3:0 348 3.29 3.06 758
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Figura 42. Compuestos mayoritarios de la Comunidad Juyukamentsa en la
columna no polar (DB5-MS)
Fuente: La autora

Los compuestos mayoritarios de la Comunidad Juyukamentsa del aceite esencial
Ocotea quixos en la columna HP-INNOWAX, se pueden observar en la figura 43, entre los
cuales tenemos: 1,8-Cineole (20,41%), a-Copaene (14,85%), Cymene-p (12,93%),
Limonene (7,91%), y-Terpinene (5,77%), a-Pinene (4,33%), Sabinene (3,35%), a-Thujene
(3,25%), a-Terpinene (3,04%) y Terpineol 4-ol (2,54%).
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HP-INNOWAX
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Figura 43. Compuestos mayoritarios de la Comunidad Juyukamentsa en la

columna polar (HP-INNOWAX)

Fuente: La autora
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Tabla 8. Composicién quimica del aceite esencial Ocotea quixos de la Comunidad Wapu

DB5-MASAS HP-INNOWAX
% de Cantidad Relativa?® % de Cantidad Relativa®

°N COMPUESTOS ke | 1k [0031]0032]0033] x | o | k* [ Kk |og31|o032|0033] «x o
1 |a-Thujene 923" | 924 | 009 009 098 039 051 |1033% | 1042 | ... ... . .
2 |a-Pinene 929° | 932 | 1.70 167 517 285 201 | 1039° | 1038 | 350 450 458 419  0.60
3 |Camphene 944° 946 1.68 1.67 0.54 1.30 0.65 | 1058° | 1068 | 1.45 1.45 1.43 1.44 0.01
4 |Sabinene 968° | 969 | 071 071 165 102 055 | 1115° | 1114 | 068 058 133 086  0.41
5 |B-Pinene 971° | 974 | 154 153 237 181 049 | 1105" | 1101 | 231 231  1.82 215 028
6 |Myrcene ogs” | 988 | 018 019 041 026 013 | 1157 | 1159 | 037 047 068 051  0.16
7 |Benzaldehyde 996° | 990 | ..o i 1520° | 1520 | 0.64 074 059 065 0.7
8 |a-Phellandrene 1003° | 1002 | ... o 11559 | 1159 | ... ... 0.85  eeoee e
9 |5-3-Carene 1004° | 1008 | ... ... 094 ... ... 1137¢ | 1140 | 037 047  0.68 0.51 0.16
10 |a-Terpinene 1013° | 1014 0.11 0.11 0.95 0.39 0.48 | 1168° | 1172 | ....... ... e e e
11 |Cymene-p 1017° | 1011 | .ooos s e, 1258 | 1265 | ... ... 379 el
12 |Limonene 1021° | 1024 | ....... ... 1.89 ... ... 1204° | 1191 0.62 0.32 1.52 0.82 2.19
13 |1,8-Cineole 1027° | 1026 | 3.03 298 601 401 174 | 1201' | 1201 | 404 403 425 410 088
14 |y-Terpinene 1054° | 1054 | 019 020 298 112 161 | 1232' | 1239 | 021 011 250 094  0.69
15 |z-Decahydronaphthalene 1057° | 1056 | ... 2032° | 2022 | 101 111 135 115 0.8
16 |Terpinolene 1081° | 1086 | ....... ... 1.02 . 1265 | 1277 | ....... ... 019 ... ...
17 |Linalool 1102° | 1095 | 023 023 1.02 049 046 | 1553" | 1553 | 054 064 117 078  0.34
18 |Terpinen-4-ol 1177° | 1174 | 025 025 160 070 0.78 | 1605° | 1598 | 033 023 138 065  0.63
19 |a-Terpineol 1194° | 1186 | 027 027 114 056 051 | 1678° | 1696 | 096 097  1.12 1.02  0.09
20 |Cinnamaldehyde-E 1279° | 1267 | 0.19 089 ... 054 049 | 2043° | 2035 | 472 442 4.57 4.57 0.15
21 |a-Cubebene 1339° | 1345 | 028 028 020 025 004 | 1441' | 1447 | 034 024 020 026 007
22 |a-Copaene 1367° | 18374 | 444 444 174 354 156 | 1471' | 1482 | 397 387 448 411 033
23 |Methyl cinnamate-E 1384° | 1376 | 1050 1045 1815 13.03 4.43 | 2095° | 2077 | 1053 10.43 1500 1199 261
24 |B-Cubebene 1379° | 1387 | 018 017 ... 018  0.00 | 1542° | 1545 | ... it e,
25 [B-Elemene 1382° | 1389 | 0.58 0.55 0.39 051 040 | 1617" | 1600 | .......  ceier e e
26 |Caryophyllene-E 1409° | 1417 | 16,79 1615 11.67 1487 279 | 1569 | 1588 | 12.14 13.24 1384 13.07 0.86
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27 |Cinnamyl acetate-E 1450° | 1443 | 310 0.20 1.03 145 149 | 2164" | 2151 | 505 555 5.10 5.23 0.27
28 |Anisyl Acetone 1453° | 1448 | ....... ciiher e 2149 | 2185 | ....... ... 460 s
29 |a-Humulene 1445° | 1452 | 7.49 1082 1258 10.30 258 | 1664" | 1655 | 972 952 9.88 9.71 0.18
30 |y-Selinene 1484° | 1470 | ....... o 1690° | 1675 | 0.85  0.65 0.25 0.59 0.31
31 |B-Selinene 1478 | 1489 | 821  8.13 2.06 6.13 353 | 1705° | 1701 | 6.15  6.05 1.52 4.58 2.64
32 |a-Zingiberene 1489° | 1493 | 585  5.82 0.99 422 279 |1712™ | 1712 | 392  3.95 0.87 2.91 1.77
33 |a-Selinene 1485° | 1495 | 353 351 ... 352 0.01 | 1722' | 1709 | 1.86 1.46 0.59 1.30 0.65
34 [Bicycloelemene 1494° | 1496 | ....... e 1778 | 1769 | 068  0.58 0.27 0.51 0.21
35 [Methyl isoeugenol-E 1496° | 1498 | 6.45 6.56 3.48 5.50 1.75 | 2023" | 2014 | 7.15 765 ... 7.40 0.35
36 |Bicyclogermacrene 1485° | 1500 | ....... ...l 148 ... ... 1737' | 1718 | 171  1.74 1.81 1.75 0.06
37 |E,E-a-Farnesene 1502° | 1505 | 3.81 373 ... 377 006 | 1640 | 1663 | ... een e e e
38 [5-Cadinene 1509° | 1522 | 1.13 1.12 0.54 093 0.34 | 17559 | 1745 | 2.67 237 0.86 1.97 0.97
39 [B-Sesquiphellandrene 1517° | 1521 | 1.84 1.84 0.28 132 090 | 1767 | 1764 | 166 156 1.35 1.53 0.16
40 |Z-a-Bisabolene 1535° | 1516 | .oooo eiin e e 1778% | 1765 | ..o s e i
41 |E-y-Bisabolene 1520° | 1529 | 1.79 1.77 2.66 207 051 | 1726°| 1748 | 0.73  0.73 1.90 1.12 0.67
42 [Caryophyllene oxide 1569° | 1582 4.41 4.36 3.66 4.14 0.42 | 1979° | 1965 2.15 2.25 2.18 2.19 0.05
43 |Spathulenol 1575° | 1576 | ..o s s e 2126° | 2114 | 030 0.30 0.16 0.25 0.08
44 |Caryophylla-4(12),8(13) diene 5 B-ol| 1639° | 1628 | ....... oo i i e 2285° | 2288 | 0.79  0.99 0.44 0.74 0.28
45 |Benzyl benzoate 1762° | 1783 | oo i e e 2655 | 2614 | 0.46 = 0.46 0.50 0.47 0.02
* Total Identificado 91.16 * Total Identificado  96.02

a= % promedio calculados en base al % del area de los picos reportados en DB5-MS y HP-INNOWAX

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

OQ= Ocotea quixos

OQ 3= Comunidad Wapu

OQ 3.1= Primera destilacion  OQ 3.2= Segunda destilacion OQ 3.3= Tercera destilacion

X= Promedio

O'= Desviacion estandar

IKRef= indice de kévats reportado en la literatura: refb, refc, refd, refe, reff, refg, refh, refi, refj, refk, refl, refm, refn (ver Anexo 6)
IK Cal= indice de kovats calculado

Fuente: La autora
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Los compuestos mayoritarios de la Comunidad Wapu del aceite esencial Ocotea
quixos en la columna DB5-MS, se pueden observar en la figura 44, entre los cuales
tenemos: E-Caryophyllene (14,87%), E-Methyl cinnamate (13,03%), a-Humulene
(10,30%), B-Selinene (6,13%), E-Methyl isoeugenol (5,49), a-Zingiberene (4,22%),
Caryophyllene oxide (4,14%), 1,8-Cineole (4,01%), E,E-a-Farnesene (3,77%), Yy a-
Copaene (3,54%).
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Figura 44. Compuestos mayoritarios de la Comunidad Wapu en la columna no
polar (DB5-MS)
Fuente: La autora

Los compuestos mayoritarios de la Comunidad Wapu del aceite esencial Ocotea
quixos en la columna HP-INNOWAX, se pueden observar en la figura 45, entre los cuales
tenemos: E-Caryophyllene (13,07%), E-Methyl cinnamate (11,99%), a-Humulene (9,71%),
E-Methyl isoeugenol (7,40%), E-Cinnamyl Acetate (5,23%), Bp-Selinene (4,58%), E-
Cinnamaldehyde (4,57%), a-Pinene (4,19%), 1,8 Cineole (4,10%) y a-Copaene (3,11%).
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HP-INNOWAX
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Figura 45. Compuestos mayoritarios de la Comunidad Wapu en la columna
polar (HP-INNOWAX)
Fuente: La autora
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Tabla 9. Resumen de la composicion quimica del aceite esencial Ocotea quixos en DB5-MS

DB5-MASAS
Comunidad San Luis Comunidad Juyukamentsa Comunidad Wapu
°N COMPUESTOS 0Q 1 (x) 0Q 2 (x) 0Q 3 (x)
1 |a-Thujene 0.21 2.58 0.39
2 |a-Pinene 1.70 8.95 2.85
3 |Camphene 0.24 0.27 1.30
4 [Sabinene 0.85 5.59 1.02
5 |B-Pinene 1.74 3.29 181
6 [Myrcene 0.12 1.24 0.26
7 |Benzaldehyde | L
8 |a-Phellandrene | . o84 |
9 |o-3-Carene | L 83 |
10 |a-Terpinene 0.33 3.48 0.39
11 |Cymene-p | 223 0 L
12 |Limonene 0.61 306 0 .
13 (1,8-Cineole 0.73 34.38 4.01
14 |y-Terpinene 0.47 6.52 1.12
15 |z-Decahydronaphthalene (... (. | L.
16 |Terpinolene 0.89 036 |
17 |Linalool oo | 0.49
18 |Terpinen-4-ol 0.66 3.50 0.70
19 |a-Terpineod | . 7.68 0.56
20 |Cinnamaldehyde-e (... | 0.54
21 |a-Cubebene 023 | . 0.25
22 |a-Copaene 3.90 0.20 3.54
23 |Methyl cinnamate-E 2607 | . 13.03
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24 |3-Cubebene o3 | L. 0.18
25 |B-Elemene 0 . 0.04 0.51
26 |Caryophyllene-E 16.55 0.69 14.87
27 |Cinnamyl acetate-E i | L. 1.45
28 |Anisyl Acetone |
29 |a-Humulene 13.15 1.40 10.30
30 (y-Selinene 0. e
31 |B-Selinene 2.75 0.69 6.13
32 |a-Zingiberene | 4.22
33 |a-Selinene ..l 3.52
34 [Bicycloelemene 213
35 |Methyl isoeugenol-E 36 | . 5.50
36 [Bicyclogermacrene 2.13 o3 | L.
37 |E,E-a-Farnesene | Ll 3.77
38 |6-Cadinene 0.75 0.05 0.93
39 |B-Sesquiphellandrene | ... | Ll 1.32
40 |Z-a-Bisabolene s
41 |E-y-Bisabolene 29 0 L. 2.07
42 |Caryophyllene oxide 4.93 0.92 4.14
43 |(Spathulenol | . e
44 |Caryophylla-4(12),8(13) diene 530l |  ....... | ...
45 (Benzyl benzoate | 0

* Total Identificado 90.50 90.10 91.16

OQ= Ocotea quixos
OQ 1= Comunidad San Luis
X= Promedio de cada Comunidad

OQ 2= Comunidad Juyukamentsa

OQ 3= Comunidad Wapu

Fuente: La autora
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Tabla 10. Resumen de la composicion quimica del aceite esencial Ocotea quixos en HP-INNOWAX

HP-INNOWAX
Comunidad San Luis Comunidad Juyukamentsa Comunidad Wapu
°N COMPUESTOS 0Q 1 (x) 0Q 2 (x) 0Q 3 (x)
1 |o-Thujegne 1 . 32 .
2 |a-Pinene 1.52 4.33 4.19
3 [Camphene 0.23 0.19 1.44
4 |[Sabinene 0.77 3.35 0.86
5 |B-Pinene 1.43 1.86 2.15
6 |Myrcene 02 1 L 0.51
7 |Benzaldehyde o | . 0.65
8 |a-Phellandrere | . 312 .
9 |o-3-Carene L 1.85 0.51
10 |a-Terpinene 0.31 304 1 L.
11 |Cymene-p | L. 1293 | Ll
12 |Limonene 0.61 7.91 0.82
13 |1,8-Cineole 0.83 2041 4.10
14 |y-Terpinene 0.59 5.77 0.94
15 |Z-Decahydronaphthalene 22r Ll 1.15
16 |Terpinolene 12.06 14 |
17 |Linalool 1.44 0.23 0.78
18 [Terpinen-4-ol 0.73 2.57 0.65
19 |a-Terpineol 0.47 0.92 1.02
20 |Cinnamaldehyde-E 2.80 0.62 4.57
21 |a-Cubebene o4 . 0.26
22 |a-Copaene 4.77 14.85 4.11
23 |Methyl cinnamate-E 20.64 0.94 11.99
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24 |B-Cubebene (1
25 |B-Elemene . 1 .
26 [Caryophyllene-E 12.57 0.46 13.07
27 |Cinnamyl acetate-E 4.81 0.32 5.23
28 |Anisyl Acetone 5.54 20 | .
29 |a-Humulene 9.28 0.45 9.71
30 (y-Selinene ... . 0.59
31 [B-Selinene 0.46 0.33 4.58
32 |ao-Zingiberene | .l 291
33 [a-Selinene o | 1.30
34 [Bicycloelemene o4 0 . 0.51
35 (Methyl isoeugeno-e | ... 0.25 7.40
36 |Bicyclogermacrene [ .. 0.21 1.75
37 |E,E-a-Farnesene 032
38 [6-Cadinene 1.13 0.16 1.97
39 |B-Sesquiphellandrene (... . 1.53
40 |Z-a-Bisabolene o2 1 ..
41 |E-y-Bisabolene 2.17 0.22 1.12
42 |Caryophyllene oxide 3.09 0.24 2.19
43 [Spathulenol 0.32 0.27 0.25
44 |Caryophylla-4(12),8(13) diene 5 (3-ol oe62 | . 0.74
45 (Benzyl benzoate 0.28 0.18 0.47

* Total Identificado 94.78 92.91 96.02

OQ= Ocotea quixos
OQ 1= Comunidad San Luis
X= Promedio de cada Comunidad

OQ 2= Comunidad Juyukamentsa

OQ 3= Comunidad Wapu

Fuente: La autora
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Cabe mencionar que en las tablas 9 y 11 se realizdé un resumen de la composicion
guimica de las 3 comunidades, con el fin de identificar cual de estas tiene mayor similitud
entre si, dando como resultado que existe una gran parecido entre la comunidad San Luis

y Comunidad Wapu.

3.2.2 Andlisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo de Ocotea quixos, se llevé a cabo mediante la comparacion
del porcentaje de cantidad relativa de cada pico detectado en el detector de ionizacion de
llama (FID) con el porcentaje (%) de cantidad relativa de cada pico identificado en masas,

tanto en la columna no polar como polar.

Mediante el andlisis cualitativo y cuantitativo se confirma la presencia de los

compuestos identificados en el aceite esencial de Ocotea quixos.

En las siguientes tablas, se muestran los compuestos identificados en las columnas
no polar (DB5-MS) y polar (HP-INNOWAX) con sus respectivos porcentajes (%) de
cantidad relativa identificados mediante el cromatégrafo de gases acoplado al

espectrofotbmetro de masas.

Asi como también se presentan los datos de los porcentajes (%) de cantidad relativa

proporcionados por el equipo al utilizar el detector de ionizacién de llama (FID).

De cada compuesto se calculé la media aritmética del porcentaje (%) de cantidad

relativa tanto para masas y FID conjuntamente con la desviacion estandar en FID.
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Tabla 11. Comparacion de la cantidad relativa (%) de los compuestos determinados por CG-MS y CG-FID en la Comunidad San Luis

DB5-MASAS

% de Cantidad Relativa®

HP-INNOWAX

% de Cantidad Relativa®

°N COMPUESTOS 0.Q11 0.Q12 0.Q13 X o 0.Q11 0.Q12 0.Q13 o
MS|[FID|[MS | FD|[MS|FD|[MS|FD|[MS|FD|[MS|FD|[MS|[FD|MS|[FD|MS]|FD]|MS]FD
1 |o-Thujene 008 007 028 028 028 028 021 021 012 012 | cccoie coooiie cooiie ceeeie eeeie ceeeie oo e e e
2 |a-Pinene 007 008 215 220 223 224 149 151 122 123|059 063 199 225 198 215 152 168 081 091
3 |Camphene 013 020 029 053 031 039 024 037 009 017 | ... ....... 023 022 023 013 023 017 000 0.06
4 |Sabinene 063 070 095 151 097 081 085 101 019 044|055 055 088 088 088 088 077 077 019 0.19
5 |B-Pinene 090 156 211 218 220 219 174 197 072 036|072 076 178 108 179 211 143 131 061 0.71
6 [Myrcene | 012 007 012 006 012 006 000 001 |.... ... 025 025 025 027 025 026 000 001
7 [Benzaldehyde | et et et e e e e e s 049 048 094 090 093 100 079 079 026 0.28
ST Lo B Y=Y =TT T T O Pt
9 |8-3-Carene | e e e 0.09 010  coiiin s i i | e i e i e e e
10 |a-Terpinene | e, 033 040 033 035 033 037 7E-04 004 |...... ... 031 031 031 040 031 035 000 0.06
11 [CYMeNe-p | e e e et et e e e e | e e e, 060 056 .oocooo coeiee eeree e
12 [Limonene 036 010 072 071 074 074 061 052 021 036|036 033 072 067 073 071 061 057 021 021
13 |1,8-Cineole 019 008 096 100 104 141 073 083 047 068 | ... ... 081 096 084 083 083 090 002 0.09
14 |y-Terpinene 015 062 061 073 065 060 047 065 028 007 | ... ... 059 059 060 069 059 064 001 007
15 [Z-Decahydronaphthalene | oo i s e e e i e e e | e e 226 231 229 321 227 276 0.02 0.64
16 |Terpinolene | 011 027 166 159 089 093 110 093 |11.05 11.48 1202 1252 11.65 1217 1157 1206 049 0.53
17 |Linalool 028 013 166 153 ... ... 097 083 098 099|051 031 190 116 190 215 144 121 080 092
18 |Terpinen-4-ol 033 032 08 071 08 068 066 057 028 022|052 059 085 043 081 094 073 065 018 0.26
19 |o-Terpineol | 034 053 oo e e e e e, 045 048 047 045 048 048 047 047 002 0.02
20 [Cinnamaldehyde-E |t e e e e e e e e s 220 265 309 341 312 340 280 315 053 043
21 |a-Cubebene 031 033 018 004 018 002 023 013 008 018|079 039 021 023 021 029 041 030 033 008
22 |a-Copaene 1057 866 057 080 058 056 390 334 577 461|896 7.0l ... ... 058 054 477 377 593 457
23 |Methyl cinnamate-E 2249 2237 2810 2831 27.63 27.65 26.07 2611 3.11 325 (1921 17.99 21.32 22.84 21.39 22.96 20.64 2127 124 2.83
24 |B-Cubebene 020 037 006 002 ... ... 013 020 010 024 | ccooiie oiis eeie e e e e e e s
25 |B-Elemene | 056 0.84 .iio. iiiiir i i e e [ G i i i e s e i
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26 [Caryophyllene-E 21.94 20.07 13.63 13.80 14.09 13.35 1655 15.74 4.67 3.76 |15.73 14.30 10.96 9.10 11.02 12.33 1257 1191 274 2.62
27 |Cinnamyl acetate-E 118 211 168 129 181 157 156 165 033 042|424 494 508 547 512 503 481 514 050 0.28
28 [Anisyl Acetone | i e i e e e e 531 521 565 550 567 529 554 534 020 0.15
29 |a-Humulene 287 278 1897 1831 17.63 19.92 1315 1367 894 947|242 280 1269 1533 12.74 12.01 9.28 10.05 595 6.49
30 [V-Selinene i i e i e e e e e B.09 659 i i i i e e
31 [B-Selinene 704 692 060 096 061 054 275 281 371 357 (... ... 046 043 046 042 046 042 0.00 0.01
177200 [ B4 g To 1 1= =7 1= O PP
33 [a-Selinene | i e e e e 156 170 049 041 049 048 085 0.8 061 0.73
34 |Bicycloelemene 409 421 114 100 116 121 213 214 170 1.80 | 132 124 oo ciiiiin e i e e e e
35 |Methyl isoeugenol-E 341 202 397 331 331 379 356 304 036 091 [ .ciii it i i e e e e e aeeaen
36 |Bicyclogermacrene 409 421 114 100 116 221 213 248 170 1.62 | 1.32 124 ... i e v e e e v
37 [E.E-a-Farnesene | i e e e e 031 048 033 033 033 021 032 034 001 0.14
38 |0-Cadinene 115 055 050 049 060 039 075 048 035 00819 199 072 074 072 060 113 111 0.72 0.76
39 [B-Sesquiphellandrene | L i i i e e i reeeeee e | e e e e e e e e e e
40 |Z-a-Bisabolene | ... 014 007 015 019 015 013 000 0.09| 033 035 021 018 021 0.17 025 023 0.07 0.10
41 |E-y-Bisabolene 179 132 350 398 369 503 299 344 105 191122 099 265 260 263 215 217 191 0.82 0.83
42 |Caryophyllene oxide 540 428 468 469 471 6.09 493 502 041 095|344 322 290 235 292 240 309 266 031 049
43 [Spathulenol i e e e e e e e 042 048 027 018 028 027 032 031 008 0.15
44 |Caryophylla-4(12),8(13) diene 5 B-0l| ....... ccies ciiiiis s e e e e e 085 070 051 051 050 052 062 058 020 011
45 |Benzylbenzoate | i i i e e i aeeeiee e e 026 026 029 029 029 027 028 027 002 0.02
* Total Identificado ~ 90.50 90.21 * Total ldentificado ~ 94.78 94.23

Compuestos segun el orden de elucion en la columna DB-5MS
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en DB5-MASAS y DB5-MASAS-FID
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en HP-INNOWAX y HP-INNOW AX-FID

OQ= Ocotea quixos

0OQ 1= Comunidad San Luis
0Q 1.1= Primera destilacién
X= Promedio

O'= Desviacion estandar

0Q 1.2= Segunda destilacion  OQ 1.3= Tercera destilacién

Fuente: La autora
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Tabla 12. Comparacion de la cantidad relativa (%) de los compuestos determinados por CG-MS y CG-FID en la Comunidad Juyukamentsa

DB5-MASAS HP-INNOWAX
% de Cantidad Relativa® % de Cantidad Relativa®

°N COMPUESTOS 0.Q21 0.Q22 0.Q23 X o 0.Q21 0.Q22 0.Q23 X o
MS | FD|[mMS | FD|[mMS | FD|[mMS|[FD|[mMS|[FD|[MS|[FD|[MS|[FD|mMs|FD|mMs|FD|wmMs]|FD
1 |o-Thujene 225 219 298 284 252 248 258 250 037 033|297 334 354 361 ... ... 325 348 040 020
2 |a-Pinene 886 9.07 948 943 851 909 895 920 049 020|568 58 585 586 145 153 433 442 249 250
3 |Camphene 026 040 030 031 024 022 027 031 003 009|018 019 021 020 ... ... 019 020 002 001
4 |Sabinene 547 537 48 573 643 785 559 632 079 134|474 385 415 414 116 113 335 304 192 166
5 |B-Pinene 322 328 353 394 310 305 329 342 022 047|267 233 28 298 008 010 1.86 1.80 154 151
6 |Myrcene 108 182 133 141 132 140 124 154 004 024 | oo coioir oo coeie e eeeee e e e e,
7 |Benzaldehyde | i e e i e i aeeeees | e 0.07  0.07 cooiis s i e e
8 |a-Phellandrene 071 080 108 095 074 079 084 084 020 009|208 251 262 375 465 404 312 343 136 081
9 |8-3-Carene 182 114 193 279 173 154 183 183 010 086|139 165 141 170 274 283 185 206 077 067
10 |a-Terpinene 327 317 422 467 295 265 348 350 066 105|317 334 387 391 207 299 304 341 091 047
11 [Cymene-p 196 070 140 051 334 032 223 051 100 019 [11.12 1092 11.84 1291 1583 1502 1293 1295 254 205
12 |Limonene 304 366 363 413 251 322 306 367 056 045|296 362 331 323 1747 1602 7.91 762 828 7.27
13 |1,8-Cineole 3471 36.17 30.96 3222 37.46 37.38 34.38 3526 326 270 [21.11 21.35 18.86 18.23 21.27 2150 20.41 20.36 134 185
14 |y-Terpinene 617 7.24 727 730 613 7.07 652 720 065 012|541 611 613 425 ... .. 577 518 051 132
15 |Z-Decahydronaphthalene | i s i i e i e eeeeien i aeeeees | i e e e e i aeeeees e e eeeeen
16 |Terpinolene 031 055 040 044 035 032 036 043 004 011|035 033 044 048 370 359 149 146 191 184
17 [Unalool e e 007 059 oo oo s e, 023 024 022 025 ... ... 023 024 001 001
18 |Terpinen-4-ol 360 358 396 318 295 300 350 325 051 030|326 207 344 348 102 155 257 236 135 1.00
19 |a-Terpineol 802 728 708 722 795 769 768 740 053 026|041 040 031 032 203 257 092 110 097 128
20 [Cinnamaldehyde-E | e e e e e e et e e, 061 063 055 068 072 075 062 069 008 0.06
21 |a-Cubebene | i i i i i e e e e | i i i i e e e e e e
22 |a-Copaene 034 002 012 023 013 014 020 013 012 010 1570 1524 1470 1411 1415 ... 1485 1467 079 0.79
23 [Methylcinnamate-E | e i e e e et e e, 054 042 095 095 132 110 094 083 039 0.36
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

B-Cubebene
B-Elemene
Caryophyllene-E
Cinnamyl acetate-E
Anisyl Acetone
a-Humulene
y-Selinene
B-Selinene
a-Zingiberene
a-Selinene
Bicycloelemene
Methyl isoeugenol-E
Bicyclogermacrene
E,E-a-Farnesene
6-Cadinene
B-Sesquiphellandrene
Z-0-Bisabolene
E-y-Bisabolene
Caryophyllene oxide
Spathulenol

Caryophylla-4(12),8(13) diene 5 3-ol

Benzyl benzoate

010 022 023
032 025 036
0.16
0.14
014 012 0.8

* Total Identificado 90.10 90.42

* Total ldentificado

92.91

Compuestos segun el orden de elucion en la columna DB-5MS

*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en DB5-MASAS y DB5-MASAS-FID

*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en HP-INNOWAX y HP-INNOWAX-FID
0OQ= Ocotea quixos

0OQ 2= Comunidad Juyukamentsa

0OQ 2.1= Primera destilacion ~ OQ 2.2= Segunda destilacion
X= Promedio

O'= Desviacion estandar

0Q 2.3= Tercera destilacion

Fuente: La autora
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Tabla 13. Comparacién de la cantidad relativa (%) de los compuestos determinados por CG-MS y CG-FID en la Comunidad Wapu

DB5-MASAS HP-INNOWAX
% de Cantidad Relativa® % de Cantidad Relativa®

°N COMPUESTOS 0.Q3.1 0.Q3.2 0.033 X o 0.Q3.1 0.Q32 0.Q33 o

MS | FID [MS | FID [ MS [ FD [ MS [FD [ MS [ FID [ MS | FID [ MS | FID [ MSs | FID [ MS | FID | MS | FID
1 |a-Thujene 009 006 009 006 098 081 039 031 051 043 [ oo coiiir oo coiiee i e e e s
2 |a-Pinene 170 206 167 191 517 512 28 303 201 181|350 370 450 459 458 357 419 396 060 056
3 |Camphene 168 167 167 167 054 052 130 129 065 067|145 166 145 045 143 047 144 086 001 070
4 |Sabinene 071 086 071 08l 165 160 102 109 055 045|068 064 058 059 133 145 086 089 041 048
5 |B-Pinene 154 156 153 157 237 226 181 180 049 040|231 259 231 270 18 177 215 235 028 051
6 |Myrcene 018 006 019 010 041 050 026 022 013 024|037 037 047 040 068 065 051 048 016 0.5
7 |Benzaldehyde | e e e e e e e e s 064 060 074 072 059 056 065 063 007 008
8 |a-Phellandrene | i e e i e i veeeees | e e 0.85 087 .ooooi s e
9 [3-3Carene | e e s 094 092 oo oo e e, 037 048 047 056 068 078 051 061 016 0.16
10 |a-Terpinene 011 011 011 006 095 080 039 032 5E-01 042 | oo coooes oo ceiee coeee ceeeee e et e e,
8 I 03/ T 4 379 327 i
12 [Limonene e e e s 189 286 oo e e s 062 073 032 036 152 149 082 08 219 058
13 |1,8-Cineole 303 237 298 240 601 619 401 365 174 219|404 417 403 415 425 515 410 449 088 058
14 |y-Terpinene 019 013 020 010 298 335 112 119 161 187|021 022 011 019 250 254 094 099 069 135
15 [ZDecahydronaphthalene [ .o v e e e e e e e e, 101 121 111 104 135 115 115 113 018 008
16 |Terpinolene | 102 094 .o o e 019 019 ... o
17 |Linalool 023 013 023 020 102 005 049 012 046 007|054 058 064 062 117 124 078 081 034 037
18 |Terpinen-4-ol 025 026 025 012 160 144 070 061 078 073|033 034 023 021 138 159 065 071 063 076
19 |a-Terpineol 027 011 027 022 114 113 056 049 051 056|096 103 197 102 112 103 102 102 009 0.00
20 |Cinnamaldehyde-E 019 002 089 088 ... ... 054 045 0489 061|472 441 442 556 457 480 457 493 015 059
21 |a-Cubebene 028 020 028 024 020 012 025 019 004 006|034 036 024 021 020 019 026 025 007 0.09
22 |a-Copaene 444 472 444 505 174 253 354 410 156 137|397 357 387 355 448 449 411 387 033 054
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23 |Methyl cinnamate-E 1050 9.57 1045 941 18.15 17.24 13.03 12.07 443 4.48 |1053 10.90 10.43 10.77 15.00 16.03 11.99 1257 2.61 3.00
24 |B-Cubebene 018 015 017 010 ...... ....... 0.18 012 0.00 0.03 | cooiir ciiiier i e e e e e e e
25 |B-Elemene 058 072 055 0.73 039 047 051 0.64 0.103 0.14 [ ccooois tiiiiir triiir cviier i e e reeeee e aeeaen
26 |Caryophyllene-E 16.79 1490 16.15 14.83 11.67 11.61 14.87 13.78 2.789 1.88 |12.14 12.89 13.24 13.13 13.84 1325 13.07 13.09 0.86 0.18
27 |Cinnamyl acetate-E 310 226 020 0.02 103 099 145 109 1494 113|505 58 555 576 510 401 523 521 027 104
28 [Anisyl ACetOne | i e i e e e e | e e e e 460 505 ..h e e e
29 |a-Humulene 749 832 10.82 10.18 1258 12.39 10.30 10.29 258 204 | 972 949 952 906 9.88 1093 971 983 0.18 0.98
30 [y-Selinene i i i i e e e e 085 090 065 076 025 026 059 064 031 034
31 |B-Selinene 821 883 813 855 206 295 613 678 353 332|615 612 6.05 644 152 173 458 476 264 263
32 |a-Zingiberene 585 7.89 582 7.90 0.99 094 422 558 279 401|392 342 395 338 087 098 291 259 177 140
33 |a-Selinene 353 282 351 379 ... ... 352 330 001 069|218 174 146 166 059 054 130 131 0.65 0.67
34 |Bicycloelemene | i e i i i e e e 068 077 058 057 027 026 051 053 021 026
35 [Methyl isoeugenol-E 6.45 802 656 833 348 413 550 683 175 234|715 710 7.65 808 ... .... 740 759 035 0.69
36 |Bicyclogermacrene | s s e e 148 151 ... i e e 171 127 174 174 181 093 175 132 0.06 041
37 |E,E-a-Farnesene 381 362 373 375 ... ... 377 369 0.06 0.09 [ .oooes it et e e e e e e e
38 |d-Cadinene 113 088 112 153 054 059 093 100 034 048|267 250 237 225 08 079 197 18 097 092
39 |B-Sesquiphellandrene 184 219 184 220 028 017 132 152 09 117|166 112 156 187 135 133 153 144 016 0.39
40 |Z-a-Bisabolene | e e i e e i e e | e s e i e e e e e e
41 |E-y-Bisabolene 179 145 177 157 266 264 207 189 051 065|073 079 073 079 190 170 112 109 067 053
42 |Caryophyllene oxide 441 502 436 460 366 415 414 459 042 043|215 224 225 221 218 266 219 237 005 0.25
43 |Spathulenol | e e e e e e e 030 026 030 025 016 026 025 026 0.08 0.00
44 (Caryophylla-4(12),8(13) diene 5 B-0l[ ....... ceoiei ciiiiis it i e e e e e 079 077 099 087 044 030 074 065 028 0.30
45 |Benzylbenzoate | L i i i i i e i iaeeee e 046 058 046 030 050 021 047 036 002 0.19
* Total Identificado  91.16 92.02 * Total ldentificado ~ 96.02  96.29

Compuestos segun el orden de elucion en la columna DB-5MS
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en DB5-MASAS y DB5-MASAS-FID
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en HP-INNOWAX y HP-INNOW AX-FID

0OQ= Ocotea quixos

0OQ 3= Comunidad Wap
0OQ 3.1= Primera destilacion
X= Promedio

O'= Desviacion estandar

0OQ 3.2= Segunda destilacién  OQ 3.3= Tercera destilacion

Fuente: La autora
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Del aceite esencial Ocotea quixos, se lograron identificar 45 compuestos, de los cuales 32
estan presentes en ambas columnas; los mismos que representan un 90.50% de la
Comunidad San Luis, 90.10% de la Comunidad Juyukamentsa vy 91.16% de la
Comunidad Wapu en la columna no polar (DB5-MS). A diferencia de la columna polar
(HP-INNOWAX), representa un 94.78% de la Comunidad San Luis, 92.91% de la
Comunidad Juyukamentsa y 96.02% de la Comunidad Wapu.

Un estudio realizado de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm, revela que posee compuestos
mayoritarios similares a los de la presente investigacion como: E-Cinnamic aldehyde
(27,9%), E-Methyl cinnamate (21,7%), a-Humulene (10,79%), B-Selinene (2.06%), E-
Caryophyllene (1,85%), a-Copaene (1,26%). Los compuestos quimicos mas abundantes y
responsables del olor a canela son principalmente, E-Cinnamic aldehyde y E-Methyl

cinnamate, etc. (Naranjo, 1981).

Como lo indica Bruni, (2003), los principales compuestos de identificacién del aceite
extraido de las hojas de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm, fueron: E-Caryophyllene
(19,029%), Humuleno (14,323%) y E-Methyl cinnamate (11, 407%).

Las diferencias presentadas en la composicion quimica pueden explicarse considerando
las variaciones en las condiciones ecoldgicas (clima, tipo de suelo, estacion del afio, lugar
geografico) en que se desarrolla la planta; asi como las condiciones de extraccion
(método de extraccion, tiempo, condiciones de la materia prima), pueden producir en el
aceite cambios cualitativos y cuantitativos; ya que es casi es imposible lograr dos aceites
esenciales idénticos. Como resultado del grado de sensibilidad analitica con que se
trabaje, siempre se podra encontrar alguna diferencia entre dos partidas de un mismo

aceite esencial (Acevedo, 2013).

El compuesto mayoritario del aceite esencial Ocotea quixos de cada comunidad, lo detallo

a continuacion:

@ Comunidad San Luis: En esta comunidad el compuesto mayoritario del aceite
esencial Ocotea quixos fue el Methyl cinnamate-E (26,07%), es el metil éster del
acido cinamico componentes en el sabor del aceite esencial de canela tal como
se lo indica en la figura 46, que se lo utiliza en las industrias de los aromas y
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perfumes. El sabor es afrutado y el olor es dulce con reminiscencias de canela
(Esquivel, 2007).

Figura 46. Compuesto mayoritario

Methyl cinnamate-E

Fuente: Royal Society of Chemistry, 2015
Comunidad Juyukamentsa: En esta comunidad el compuesto mayoritario del
aceite esencial Ocotea quixos fue el 1,8-Cineole (34,38%), se lo conoce como
eucaliptol es un éxido y un éter (B. Harris, 2007) tal como lo indica la figura 47.
Este posee actividad antiviral, efectos antitusivos (alivia la tos), efectos
broncodilatadores (ayuda a abrir los bronquios (vias respiratorias) de los
pulmones, lo que permite que mas aire fluya a través de ellos), mucolitico y
efectos mucociliar (mucoliticos se descomponen o se disuelven moco y de este
modo facilitan la eliminacion mas facil de estas secreciones del tracto
respiratorio) y la actividad anti-inflamatoria (asma bronquial). Se utiliza en la
medicina tradicional como remedio para bronquitis, sinusitis, y resfriados.
(Juergens U, 2003)

CcH

3
o
CH,
CH,

Figura 47. Compuesto mayoritario 1,8-
Cineole
Fuente: The School for Aromatic Studies,
2016
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@ Comunidad Wapu: En esta comunidad el compuesto mayoritario del aceite
esencial Ocotea quixos fue el Caryophyllene-E (14,87%), es un sesquiterpeno
biciclico natural, un componente de muchos aceites esenciales, cariofileno se
destaca por tener un anillo ciclobutano, una rareza en la naturaleza como se
indica en la figura 48. Se lo usa como antialergico, bactericida , repelente, tiene

efectos significativos comop antiinflamatorio y antitumoral (Stashenko, 2003).

H,c. H .
Hs
oG {
=
H,C

Figura 48. Compuesto mayoritario
Caryophyllene-E

Fuente: Glentham Life Sciences Limited,
2013

3.3 Actividad antibacteriana del aceite esencial de Ocotea quixos

La evaluacion biolégica se realiz6 buscando la CMI (Concentraciéon Minima inhibitoria),
contra Bacterias Gram negativas en las que se us6d Salmonella typhimurium, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris; Bacterias Gram

positivas: Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus.

3.3.1 Concentracién minima inhibitoria (CMI) antibacteriana

CMI es la minima concentracién de un compuesto capaz de inhibir el crecimiento

bacteriano tras 18-24 horas de incubacion.

En la tabla 14, se observa la CMI antibacteriana de los aceites obtenidos en cada

comunidad frente a 5 cepas bacterianas Gram-negativas y 2 cepas Gram-positivas.
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Tabla 14. CMI antibacteriana (mg/mL) del aceite esencial frente a 7 cepas bacterianas

GRAM-NEGATIVAS GRAM-POSITIVAS
Escherichia Klebsiella  Proteus Pseudomonas Salmonella Enterococcus Staphylococcus
coli pneumoniae vulgaris aeruginosa typhimurium faecalis aureus
ATCC ATCC 9997 ATCC 8427 ATCC 27853 (LT2) ATCC 29212  ATCC 25923
25922
Unidad mg/mL
Aceites
0Q11 10 25 5 10 10 5
0Q1.2 10 25 5 10 10 5
0Q 13 10 25 5 - 10 10 5
0Q21 10 25 - - - - -
0Q22 - 5 - - - -
0Q23 10 5 - - - - -
0Q31 5 1,25 25 10 5 5 10
0Q 3.2 5 1,25 25 10 5 5 10
0Q 3.3 - 2,5 5 10 10 10

Antibiético 1,953 ug/ml 1,953 ug/ml 3,906 ug/ml 3,906 ug/ml 1,953 ug/ml 15,625 ug/ml 1,953 ug/ml
0OQ= Ocotea quixos
0Q 1= Comunidad San Luis 0Q 2= Comunidad Juyukamentsa 0Q 3= Comunidad Wapu

Fuente: La autora

Como se puede evidenciar en la tabla 14, el aceite esencial de Ocotea quixos no
inhibi6 el crecimiento en ninguna de las bacterias por lo que es importante mencionar que
estas pruebas fueron realizadas con concentraciones relativamente bajas debido a la
evidencia de la actividad de su aceite esencial en baja proporcion, tomando en
considereacién los parametros descritos por Holetz, (2002) que se detallan a
continuacion:

Buena: CMI < 100 pg/mL < 0,1 mg/mL

Moderada: CMI de 100 a 500 pg/mL 0,1 a 0,5 mg/mL
Débil: CMI de 500 a 1000 pg/mL 0,5a 1 mg/mL
Inactiva: mas de 1.000 pg/mL mas de 1 mg/mL

RERE

En articulos y publicaciones, se ha encontrado que Noriega y Dacarro, (2008) para
la evaluacién antimicrobiana de extractos fitoquimicos en la especie de Ocotea quixos,
usaron concentraciones que van desde los 10 mg/mL hasta los 100 mg/mL lo cual no
permite evidenciar actividad antimicrobiana debido a que las concentraciones usadas no

fueron lo suficientemente concentradas.

Por otra parte Bruni, (2003) propone la hipétesis de que la actividad biologica se
puede ver disminuida por la diferencia en las concentraciones, volumen, condiciones de
incubacioén y variacion en la composicién quimica; tal como lo demuestran los resultados
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obtenidos en el presente trabajo de investigacion, ya que al generarse compuestos como:
alfa-humuleno, Cariofileno, a-pinene, linalol, timol, y eugenol no presentaron una actividad

antimicrobiana.

3.4 Actividad Antioxidante
3.4.1 Método ABTS"
3.4.1.1 Lecturade los estandares Trolox/BHT

Al evaluar la capacidad antioxidante de la muestra de aceite esencial de Ocotea
quixos, mediante el método de atrapamiento del cation — radical ABTS, las diferentes
concentraciones de los estandares de referencia como: Trolox y BHT con las que se
trabajo en el equipo de espectrofotometria, arrojaron datos de absorbancia, los cuales se
reemplazaron en la férmula que se encuentra en la figura 33, en el capitulo de

metodologia.

Los resultados que se obtuvieron al realizar estos célculos se expresan en la tabla
15 y figura 49 que indica los valores de porcentaje de disminucién respectivos para cada

concentracion.

Tabla 15. Datos del método ABTS" para los estandares TROLOX Y BHT
DATOS ABTS

TROLOX BHT
Concentracion Absorbancia Porcentaje de Absorbancia Porcentaje de
(ppm) Determinada Disminucion (%) Determinada Disminuciéon (%)
1000 0.554 50.54 0.352 68.17
800 0.649 42.05 0.586 47.02
600 0.737 34.20 0.606 45.21
450 0.768 31.43 0.737 33.36
300 0.878 21.61 0.850 23.15
150 0.928 17.14 0.933 15.64
25 0.958 14.46 1.032 6.69
0 0.966 13.75 1.045 5.52
Absorbancia de la
solucién de trabajo 1.120 1.106

Fuente: La autora
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Figura 49. Grafica de las concentraciones de los estandares de referencia
TROLOX / BHT en ABTS™ y su % de Disminucion.
Fuente: La autora

En el eje “X” se expresa las concentraciones de los estandares de referencia en
TROLOX/BHT en (ppm), mientras que en el eje “y” se muestra el porcentaje de

disminucién determinado para cada concentracion establecida para esta muestra.

3.4.1.2 Lecturade las muestras del aceite esencial de Ocotea quixos

En la tabla 16, se encuentran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante del
aceite esencial Ocotea quixos, en ella se describe las concentraciones evaluadas, la

absorbancia y el calculo del porcentaje de inhibicion obtenido para cada dilucién.

Tabla 16. Datos del método ABTS" para el aceite esencial Ocotea quixos

ACEITE (ABTS)
Concentracion (ppm) Absorbancia Determinada Porcentaje de Disminucién (%)

1000 0.841 24.23
500 0.970 12.61

100 1.041 6.22

50 1.047 5.68

25 1.057 4.77

12.5 1.069 3.69

5 1.085 2.25

0 1.096 1.26

Abs. Blanco 1.110

Fuente: La autora
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Luego se elaboré la grafica con los datos obtenidos; donde en el eje “X” se

encuentran los valores de las concentraciones del aceite esencial de Ocotea quixos

(ppm), y en el eje

y” se muestra el porcentaje de disminucion determinado para cada

concentracion. La grafica se muestra a continuacién en la figura 50.

30

25

20

15

10

Porcentaje de Disminucion (%)

/ —— Aceite

400 600 800 1000 1200
Concentracién (ppm)

Figura 50. Gréfica de las concentraciones del aceite Ocotea quixos en
ABTS™ y su % de Disminucion.
Fuente: La autora

Segun los resultados observados en la tabla 16 como en la figura 50, podemos

comprobar que el aceite esencial de Ocotea quixos evaluado no posee actividad

antioxidante a las concentraciones evaluadas frente al radical ABTS™, ya que el

porcentaje de disminucién a una concentracion de 1000 ppm fue de 24.2% valores bajos

con respecto a Trolox y BHT", ya que los valores esperados deberian ser superiores a
50% de inhibicién del radical ABTS™.

3.4.2 Método Radical DPPH

3.4.2.1 Lectura de los estandares Trolox/BHT

Los datos obtenidos mediante el método de radical DPPH, fueron analizados de la

misma manera que los datos obtenidos por el método ABTS"; las concentraciones

evaluadas en el espectrofotdmetro arrojaron datos de absorbancia, con los cuales se

determinG el porcentaje de disminucion del aceite esencial para cada concentracion
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establecida. Para esto se utilizé la formula de la figura 33 que se encuentra en el capitulo

de metodologia.

En la tabla 17 y figura 51 se indican las concentraciones utilizadas, los valores de
absorbancia para cada concentracion y los porcentajes de disminucion de DPPH

calculados para cada concentracion establecida.

Tabla 17. Datos del método DPPH para los estandares TROLOX Y BHT
DATOS DE DPPH

TROLOX BHT
Concentracion Absorbancia Porcentaje de Absorbancia Porcentaje de
(ppm) Determinada Disminucién (%) Determinada Disminucion (%)
1000 0.540 50.23 0.188 82.78
800 0.718 33.83 0.397 63.65
600 0.816 24.79 0.420 61.54
450 0.865 20.28 0.524 52.02
300 0.904 16.68 0.611 44.05
150 0.923 14.93 0.775 29.03
25 0.947 12.72 0.893 19.23
0 0.961 11.43 0.882 18.22
Absorbancia de la
solucion de trabajo 1.085 1.092
Fuente: La autora
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Figura 51. Grafica de las concentraciones de los estandares de referencia

TROLOX / BHT en DPPH' y su % de Disminucion.
Fuente: La autora
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3.4.2.2 Lectura de las muestras del aceite esencial de Ocotea quixos

En la tabla 18 y figura 52, se encuentran los resultados obtenidos de la actividad
antioxidante del aceite esencial, en ella se describe las concentraciones evaluadas, la
absorbancia y el célculo del porcentaje de inhibicién obtenido para cada dilucién.

Tabla 18. Datos del método DPPH para el aceite esencial Ocotea quixos
ACEITE (DPPH)

Concentracion (ppm) Absorbancia Determinada  Porcentaje de Disminucion (%)
1000 0.906 16.50
500 0.927 14.56
100 0.954 12.07
50 0.964 11.15
25 0.968 10.78
125 0.975 10.14
5 0.981 9.59
0 0.987 9.03
Abs. Blanco 1.085

Fuente: La autora
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Figura 52. Gréfica de las concentraciones del aceite Ocotea quixos en
DPPH' y su % de Disminucion.
Fuente: La autora

Al evaluar las muestras de aceite esencial de Ocotea quixos, se observo que a las
concentraciones realizadas, el porcentaje de disminucion con el método del radical DPPH,
en ningln caso se alcanzaron valores superiores al 50%, razon por la cual podemos
deducir que en las muestras evaluadas no se encuentran presentes compuestos que
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atrapen radicales libres, lo cual puede explicar la baja actividad mostrada frente a este

radical.

Sin embargo a pesar de las diferencias metodoldgicas, los resultados obtenidos con
los métodos ABTS™ y DPPH" revelaron que el aceite esencial de Ocotea quixos no
presento actividad antioxidante ya que el porcentaje de disminucidn es bajo comparado

con los estandares de referencia Trolox y BHT.

Los resultados obtenidos de actividad antiradical pueden expresarse como ICsg
(Concentracion Eficaz 50), la cual esta definida como la concentracion del antioxidante
gue disminuye la concentracion del radical a un 50% de la cantidad inicial. En el presente
caso no fue posible calcular el ICs, ya que el porcentaje de disminucién fue menor y no

superé el 50%.

No se encontraron estudios de actividad antioxidante de las hojas de la especie
Ocotea quixos, a pesar de tener la presencia de trans-cinamaldehido, benzaldehido, beta-
celineno, Terpinen-4-ol y Germacrene D, pero si hay estudios de determinacién de
actividad antioxidante del céliz de dicha especie tal como lo indica Bruni (2003) ya que
estos compuestos pueden ser los responsables de la actividad antioxidante del aceite

esencial.

Tomando como referencia el criterio expuesto por Bathia (2008), y relacionandolo
con los resultados obtenidos se puede concluir que los componentes presentes en altas
concentraciones no son necesariamente los responsables de gran parte de la actividad
antioxidante, debido a que existen componentes minoritarios que pueden contribuir a la

actividad del aceite por efectos sinérgicos o anularla por efectos antagonicos.

3.5 Propiedades fisicas

El aceite esencial obtenido de Ocotea quixos resulté ser liquido ligeramente amarillento
con su olor caracteristico a canela. Para definir la calidad de un aceite esencial se
determinan las siguientes constantes fisicas entre ellas tenemos densidad relativa, indice

de refraccién y actividad Optica.
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3.5.1 Densidad relativa

A continuacién, se detallan los valores de la densidad relativa de las tres

comunidades, obteniéndose un promedio final de:

@ Comunidad San Luis 0,9220 g/cm?.
@ Comunidad Juyukamentsa 0.9283 g/cm®.
@ Comunidad Wapu 0.9223 g/cm?®.

Como se puede observar, la densidad del aceite esencial de Ocotea quixos (20°C)
de cada comunidad es similar al valor reportado por la literatura de 0,82-0,92 g/cm?®
(Fundacion Chankuap, 2009).

La composicion quimica del aceite esencial influye mucho en la densidad del mismo,
ya que al estar compuesta principalmente por terpenos, sesquiterpenos o monoterpenos,
forman cadenas o anillos, que tienen menor densidad que la sustancia que se utilizé como

referencia, que en este caso fue el agua (1,00 g/cm?) (Ortufio, 2006).

Esta diferencia de densidades y polaridades es lo que permiti6é la separacién del

aceite esencial del agua después de la destilacion (Msaada, 2007)

3.5.2 indice de refraccion

A continuacion, se detallan los valores de los indices de refraccion que

corresponden a las tres comunidades obtenidas, obteniéndose un promedio final de:

@ Comunidad San Luis 1.5165 nD.
@ Comunidad Juyukamentsa 1.5339 nD.
@ Comunidad Wapu 1.5191 nD.

El indice de refraccion obtenido del aceite esencial Ocotea quixos a 20 °C en las

tres Comunidades, se encuentra afin al valor reportado por la literatura a la misma

temperatura de 1,520-1,530 (Fundacion Chankuap, 2009). Este parametro es
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caracteristico de cada aceite y sblo cambia si este se diluye o se mezcla con otras

sustancias (Murillo et al. 2014).

3.5.3 Actividad oOptica

Para obtener el valor de actividad éptica del aceite esencial de Ocotea quixos, se
determiné por medio de un polarimetro, que mide la capacidad para desviar la luz
polarizada del aceite esencial.

A continuacién, se detallan los valores de la actividad Optica de las tres

comunidades, obteniéndose un promedio final de:

@ Comunidad San Luis +3.5694°
@ Comunidad Juyukamentsa +3.4359°
@ Comunidad Wapu +3.5629°

La actividad Optica obtenida del aceite esencial Ocotea quixos fue +3.683 a una
temperatura de 20°C, indicando de esta manera que el aceite esencial posee dicha
actividad, cuyo resultado al ser positivo es conocido como dextrégiro (rotacién en sentido

a las manecillas del reloj).

Por lo antes expuesto la actividad Optica depende de numerosas variables como
temperatura y solvente (en ese caso se utilizo diclorometano).Las propiedades biolégicas
varian dependiendo del lugar y estado fenologico, esto se debe principalmente a la

composicion quimica de las muestras de aceite esencial como lo indica Weast (2010),
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CONCLUSIONES

Las hojas de la especie Ocotea quixos recolectada en la ciudad de Macas,
Provincia de Morona Santiago presentd una humedad relativa de 72%.

En la composicién quimica del aceite esencial Ocotea quixos se detectaron 45
compuestos, de los cuales 32 estan presentes en ambas columnas; los mismos
gue representan un 90.50% de la Comunidad San Luis, 90.10% de la Comunidad
Juyukamentsa y 91.16% de la Comunidad Wapu en la columna no polar (DB-
5MS). A diferencia de la columna polar (HP-INNOWAX), representa un 94.78% de
la Comunidad San Luis, 92.91% de la Comunidad Juyukamentsa y 96.02% de la
Comunidad Wapu.

Se identificaron 3 compuestos mayoritarios principales en cada comunidad en la
columna DB5-MS; Comunidad San Luis: E-Methyl cinnamate (26,07%), E-
Caryophyllene (16,55%), a-Humulene (13,15%); Comunidad Juyukamentsa: 1,8-
Cineole (34,38%), a-Pinene (8,95%), a-Terpineol (7,68%); Comunidad Wapu: E-
Caryophyllene (14,87%), E-Methyl cinnamate (13,03%), a-Humulene (10,30%).

Se identificaron 3 compuestos mayoritarios principales en cada comunidad en la
columna HP-INNOWAX; Comunidad San Luis: E-Methyl cinnamate (20,64%), E-
Caryophyllene (12,57%), Terpinolene (12,06%); Comunidad Juyukamentsa: 1,8-
Cineole (20,41%), a-Copaene (14,85%), Cymene-p (12,93%); Comunidad Wapu:
E-Caryophyllene (13,07%), E-Methyl cinnamate (11,99%), a-Humulene (9,71%).

El aceite esencial de Ocotea quixos, no mostré inhibicién frente a las bacterias

Gram-Negativas y Gram-Positivas.

El aceite esencial de Ocotea quixos, en los métodos ABTS"™ y DPPH’ no presentd
actividad antioxidante en ninguna concentracion con las que se trabajé, ya que el
aceite de Ocotea quixos presenté en su mayor concentracion de 1000 ppm un %

de inhibicion muy bajo de 24,23 que no tiene relevancia.
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@ El valor de la densidad relativa de las Comunidades fue: Comunidad San Luis:
0,9220 g/cm® Comunidad Juyukamentsa: 0.9283 g/cm® y Comunidad Wapu:
0.9223 g/cm?®.

@ El valor medio del indice de refraccién de las Comunidades fue: Comunidad San
Luis 1.5165 nD, Comunidad Juyukamentsa 1.5339 nD y Comunidad Wapu 1.5191

nD. El cual se encuentra entre los valores establecidos para aceites esenciales.

@ El valor de la actividad optica de las Comunidades fue: Comunidad San Luis
+3.5694°, Comunidad Juyukamentsa +3.4359° y Comunidad Wapu +3.5629°;
indicando de esta manera que el aceite esencial de Ocotea quixos posee dicha
actividad.
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RECOMENDACIONES

Previamente a la eleccion de la especie de estudio, investigar si existen estudios
de la especie, que cantidad de estudios hay, las condiciones en las que crece la
planta y los usos comunes que le dan a dicha especie.

Eliminar todo tipo de restos vegetales de otras plantas o contaminantes de la

muestra de materia vegetal a destilar.
En la extraccion del aceite esencial se debe investigar y determinar los parametros

gue influyen en la obtencién de una producciéon mayor, asi como en la composicion

cualitativa y cuantitativa con la finalidad de asegurar la calidad del aceite.

Promover la investigacion respecto a la composiciébn quimica de los aceites

esenciales analizados para posibles usos en la industria farmacéutica.

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

evaluacién antimicrobiana.
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ANEXO 1
DETERMINACION DE HUMEDAD RELATIVA

(Método de Referencia)
Segun la AFNOR NF V 04-282 JUNIO 1971

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 cdpsula o luna de reloj de 0,5 a 1 gr de la muestra; seguidamente
colocarla durante 45 minutos en la ldampara 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 capsula 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:
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Donde:

Hm: %de humedad

m: peso de la cipsula vacia (gr)

m;: peso de la capsula + muestra a analizar (gr).

m ,: pesode la capsula + muestra seca (gr).
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ANEXO 2
DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)
Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982

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:

= Si es 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.
» TermoOmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacion de 0.2°C a
0.1°C.

= Balanza analitica.

104



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 picnGmetro con un trapo seco o con
papel filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, pesar el
picnémetro, con el tapon en su sitio con 1mg de precision.

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

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

esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d3j se la expresa con la siguiente formula:

Doénde:

d35: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.

mo: masa en gramos del picnémetro vacio.

m;: masa en gramos del picnémetro con agua.

m,: masa en gramos del picnémetro con aceite esencial.

Se expresaran los resultados con tres decimales.
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ANEXO 3
DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

(Método de Referencia)
Segun la AFNOR NF T 75-112

PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilice, la medida directa del angulo de refracciéon 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 angulo 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 D1 y

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 25 y 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.
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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 refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabricacién 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 fusion 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:

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

n'p -n'p + 0.0004 (t'- 1)

Doénde:

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 efectud la lectura

t = temperatura a 20°C
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Nota:
Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion es de £0.0002.
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ANEXO 4
DETERMINACION DE ACTIVIDAD OPTICA

(Método de Referencia)
Segln la NORMA: NOM-039-SSA1-1993

PRINCIPIO:

Siempre que se trabaje con aceites solidos o parcialmente solidos, aceites de alta
viscosidad en un rango de temperatura, o aceites de

colores fuertes, la determinacion transcurre en una solucion del aceite.

DEFINICION:

La actividad 6ptica se define como un conjunto de ondas luminosas que vibran en un solo
plano, mientras que en la luz no polarizada el plano de vibracion varia rapidamente a
razon de cien millones de veces por segundo. Es decir que la luz polarizada es aquella
que ha pasado a través de un “polarizador” que forza ondas electromagnéticas aleatorias
hacia un plano. Cuando esta luz polarizada en un plano pasa a través de una sustancia
Opticamente activa, el plano de polarizacion se gira en una cantidad que es caracteristica
de la sustancia que se esta examinando. Los polarimetros tienen la capacidad de detectar
la posicion del plano y de compararla con su posicion original siendo la diferencia la
rotacion, la cual se expresa normalmente en grados angulares (A°). La magnitud que rota

al plano varia de un compuesto activo a otro.

Reactivos

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

Solvente
(Solo para aceites esenciales que necesiten ensayarse en solucion). Se utilizara

preferiblemente Diclorometano, es necesario considerar la rotacion Optica del mismo.

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

con agua.
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El polarimetro constara de un plato de cuarzo de rotacidon Optica conocida, si esto es
inaccesible, con una solucién acuosa con un contenido de 26g de sacarosa anhidra pura
por 100ml de solucién. La rotacién optica de esta solucion es de +604 m rad en 200mm

de pasta a una temperatura de 20°C. El instrumento debera ser usado en la oscuridad.

La fuente 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 0 menos Si es necesario
para muestras fuertemente coloreadas. En la determinacion 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 circulacion 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.

Termdmetro: Graduado en 0.2°C o 0.1°C permitiendo la determinacién de temperaturas
entre 10°C y 30°C.

Procedimiento:

Determinacion: 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 diclorometano que esta circulando con un control termostatico, mantener la
temperatura especificada durante la determinacién. Llenar el tubo con la muestra y
asegurarse de la ausencia de burbujas. Cologue el tubo en el polarimetro y lea la dextro
rotacion (+) o la levo rotacion (Brand-Williams) del aceite que en la escala muestra el

instrumento.

Nota: Como una regla la determinacién seré efectuada a 20°C, a excepcion de los aceites

gue especifiquen el rango a trabajar.
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Resultados:
Célculos y férmulas
La ecuacion utilizada para obtener la rotacién especifica de un compuesto épticamente

activo es la siguiente:
(a], -2
Dl

Donde:

{a}°: Rotacion especifica en (°ml/g dm)
a= Rotacién optica en grados (°)

I= Longitud de celda en (dm)

c= Concentracion en (g/ml de solucién)

El cambio de temperatura tiene carios efectos sobre la rotacién de una solucion o un
liquido. Un incremento en la temperatura aumenta la longitud del tubo y también
disminuye la densidad, reduciendo asi el nimero de moléculas involucradas causando
cambios en el poder rotatorio de las moléculas entre si mismas.

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

aceite.

Precision:

La precision del método ensayado es de + 3 mrda (+0.17°).
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ANEXO 5

Tablas de las Propiedades fisicas del aceite esencial Ocotea Quixos

DENSIDAD RELATIVA

@ Comunidad San Luis:

Comunidad San Luis Densidad (g/cm?) X o
0OQ1 0.9240
0Q 2 0.9231 0.9220 0.0027
0Q 3 0.9189

OQ: Ocotea quixos

OQ 1: Primerarepeticion OQ 2: Segunda repeticion
X: Promedio de la Comunidad San Luis

O': Desviacion estandar

OQ 3= Tercera repeticion

@ Comunidad Juyukamentsa:

Comunidad Juyukamentsa Densidad (g/cm?) X o
OoQ1 0.9276
0Q2 0.9344 0.9283 0.0058
0Q 3 0.9228

OQ: Ocotea quixos

OQ 1: Primerarepeticion OQ 2: Segunda repeticion
X: Promedio de la Comunidad Juyukamentsa

O': Desviacion estandar

OQ 3= Tercera repeticion

@ Comunidad Wap:

Comunidad Wapu Densidad (g/cm?) X o
0OQ1 0.9210
0Q 2 0.9230 0.9223 0.0011
0Q 3 0.9228

OQ: Ocotea quixos

OQ 1: Primerarepeticion OQ 2: Segunda repeticion
X: Promedio de la Comunidad Wapu

O': Desviacion estandar

OQ 3= Tercera repeticion
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INDICE DE REFRACCION

@ Comunidad San Luis:

Comunidad San Luis indice de refraccién (nD) X o
0oQ1 1.5201
0Q 2 1.5134 1.5165 0.0034
0Q 3 1.5160

OQ: Ocotea quixos

OQ 1: Primera repeticion 0OQ 2: Segunda repeticién OQ 3= Tercera repeticion
X: Promedio de la Comunidad San Luis

O': Desviacion estandar

@ Comunidad Juyukamentsa:

Comunidad Juyukamentsa indice de refracciéon (nD) X o
0Q1 1.5256
0Q2 1.5376 1.5339 0.0072
0Q 3 1.5385

OQ: Ocotea quixos

OQ 1: Primera repeticion 0OQ 2: Segunda repeticion OQ 3= Tercera repeticion
X: Promedio de la Comunidad Juyukamentsa

O': Desviacion estandar

@ Comunidad Wap:

Comunidad Wapu indice de refraccion (nD) X o
0oQ1 1.5238
0oQ2 1.5209 1.5191 0.0058
0Q 3 1.5126

0OQ: Ocotea quixos
0.Q 1: Primera repeticion 0.Q 2: Segunda repeticion 0.Q 3= Tercera repeticién
X: Promedio de la Comunidad Wap(
O': Desviacion estandar
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ACTIVIDAD OPTICA

@ Comunidad San Luis:
Comunidad San Luis Actividad 6ptica (°) X o
OoQ1 3.6814
0oQ 2 3.5704 3.5694 0.1125
0Q 3 3.4565
Peso del aceite 1.01
Peso del Diclorometano + Aceite 26.24
OQ: Ocotea quixos
OQ 1: Primerarepeticion  OQ 2: Segunda repeticion OQ 3= Tercera repeticion
X: Promedio de la Comunidad San Luis
O': Desviacion estandar
@ Comunidad Juyukamentsa:
Comunidad Juyukamentsa  Actividad Optica (°) X o
0Q1 3.3743
0oQ 2 3.6921 3.4359 0.2316
0Q 3 3.2413
Peso del aceite 1.01
Peso del Diclorometano + Aceite 26.24
OQ: Ocotea quixos
OQ 1: Primerarepeticion  OQ 2: Segunda repeticion OQ 3= Tercera repeticion
X: Promedio de la Comunidad Juyukamentsa
O’: Desviacién estandar
@ Comunidad Wapu:
Comunidad Wapu Actividad 6ptica (°) X o
OoQ1 3.6810
0oQ 2 3.5998 3.5629 0.1402
0Q 3 3.4079
1.01

Peso del aceite

Peso del Diclorometano + Aceite 26.24

OQ: Ocotea quixos

OQ 1: Primera repeticion
X: Promedio de la Comunidad Wapu
O'’: Desviacion estandar

OQ 2: Segunda repeticion OQ 3= Tercera repeticion
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