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RESUMEN

Chenopodium ambrosioides conocida cominmente como paico, es una planta aromatica,
perenne que crece en suelos himedos y bajos, el aceite esencial de esta especie fue extraido
por destilacién. Su composicion quimica se determind por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas CG/EM y al detector de ionizacion de llama CG/FID. La actividad
bioldgica fue evaluada por el método de microdilucién en caldo expresada como la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la actividad antioxidante por medio de dos métodos
espectrofotométricos ABTS*y DPPH. Igualmente se determinaron las propiedades fisicas del
aceite esencial. Se identificaron 22 compuestos que representan el 92,86 % del aceite
esencial, sus compuestos mayoritarios son: Limonene (29,73 %), Mentha-2,8-dien-1-ol<trans-
p-> (10,86 %), p-Cymene (8,92 %), a-Terpinene (8,83 %), Mentha-1(7),8-dien-2-ol<trans-p->
(6,90 %). La densidad del aceite fue de 0,9494 g/cm?, indice de refraccién de 1,4828; y
actividad éptica de -75,98°. El aceite esencial presentd actividad biolégica débil frente a E. coli
y Klebsiella pneumoniae con una CMI de 0,625 mg/mL. El aceite esencial present6 actividad
antioxidante solo para el método ABTS" a una concentracién de 10000 ppm con un porcentaje
de disminucién de 81,93 %.

Palabras claves: Chenopodium ambrosioides, Aceite esencial, Cromatografia de gases, CMI,

Actividad biolégica, Actividad antioxidante.



ABSTRACT

Chenopodium ambrosioides, commonly known as Paico, is an aromatic, perennial plant that
grows in humid and low soils, the essential oil of this plant was extracted by distillation. Its
chemical composition was determined by gas chromatography coupled to CG / EM mass
spectrometry and the CG / FID flame ionization detector. The biological activity was evaluated
by the microdilution method in broth expressed as the minimum inhibitory concentration (MIC)
and the antioxidant activity by means of two spectrophotometric methods ABTS + and DPPH.
The physical properties of the essential oil were also determined. A total of 22 compounds
representing 92.86 % of the essential oil were identified, with the following compounds:
Limonene (29.73 %), Mentha-2,8-dien-1-ol <trans-B-(10.86 %), P-Cymene (8.92 %), a-
Terpinene (8.83 %), Mentha-1 (7), 8-dien-2-ol <trans-B- (6.90 %). The density of the oil was
0.9494 g/cm 3, refractive index of 1.4828; And optical activity of -75.98 °. The essential oil had
weak biological activity against E. coli and Klebsiella pneumoniae with a MIC of 0,625 mg /mL.
The essential oil presented antioxidant activity only for the ABTS + method at a concentration

of 10000 ppm with a percentage decrease of 81.93 %.

Key words: Chenopodium ambrosioides, Essential oil, Gas chromatography, MIC, biological

activity, Antioxidant activity.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en determinacion de la composicion quimica, propiedades fisicas
y evaluacion de la actividad biolégica del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides de la
provincia de Loja. Se desarrolla en 3 capitulos, el primer capitulo titulado Marco Teorico trata
sobre el estado del arte de este tema, en el segundo capitulo se da a conocer las técnicas y
los materiales utilizados para llevar a cabo la investigacién y en el capitulo 3 se expone y
analiza los resultados. Esta investigacion contribuye al estudio de la flora aromatica de Regién
Sur del Ecuador y especificamente al proyecto “Evaluacion de la flora aromatica de la
Provincia Loja” que se desarrolla en la Seccion de Ingenieria de Proyectos de la Universidad
Técnica de Loja. Con este estudio se aumenta el conocimiento sobre la existencia de los
aceites esenciales sus propiedades y usos para aplicaciones en las diferentes industrias tales
como: farmacéutica, cosmética y alimenticia, la informacién es también alimentada en el
Catalogo de Plantas Arométicas. Una vez conocida la composicién quimica, propiedades
fisicas y actividad biolégica y antioxidante de los aceites esenciales de la region del sur del
Ecuador, los mismos pueden ser usados como materia prima para las diferentes industrias o
para la formulacién de subproductos.

El objetivo general de desarrollar el estudio de aceites esenciales provenientes de especies
vegetales, y determinar los componentes quimicos y las propiedades fisicas presentes en la
especie en estudio asi como también determinar la actividad biolégica y los objetivos
especificos, también considerados como componentes del proyecto: Extraccion del aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides y célculo del rendimiento real; determinar las
propiedades fisicas y composicién quimica las cuales nos permitiran establecer condiciones
de uso, asi como también determinar los compuestos mayoritarios y su importancia a nivel
industrial; Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) para determinar la
actividad biologica del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides y el de contribuir al
desarrollo de nuevos estudios sobre la dicha especie fueron desarrollados en su totalidad.
Para lo cual se inici6 con la recoleccion del material vegetal, al cual luego de un tratamiento
post cosecha se le extrajo el aceite esencial mediante arrastre con vapor, al aceite obtenido
se le determino la densidad relativa segun la norma AFNOR NF T75-111 (ISO 279:1998), el
indice de refraccion mediante la norma AFNOR NF 75-112 (1ISO 280:1998), la composicion
guimica utilizando cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de masas CG/MS y
acoplada un detector de lonizacion de llama CG/FID, La concentracibn minima inhibitoria
(CMI) fue determinada por el método de microdilucién en caldo usando una concentracién de
5x105 cfu/mL para bacterias Gram-negativas [Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Escherichia coli (ATCC

25922), Salmonella Typhimurium (LT2) y bacteria Gram-positiva, Staphylococcus aureus



(ATCC 25923). La actividad antioxidante fue evaluada mediante dos métodos

espectrofotdbmetros: capacidad de atrapamiento del catién-radical +ABTS y DPPH.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son sustancias arométicas de base lipidica que se encuentran en
numerosas plantas, se encuentran en las distintas partes de la planta como en raices, tallos,
hojas, flores y frutos. Los aceites esenciales son componentes heterogéneos de terpenos,
sesquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles, lactonas; separables por métodos quimicos o fisicos,
como destilacion, centrifugacion, entre otros. (Peredo-Luna, Palou-Garcia, & Lopez-Malo,
2009)

En la naturaleza, los aceites esenciales cumplen una funcién importante sobre la proteccién
de las plantas, actian como agentes antibacterianos, antivirales, antifangicos, insecticidas,

asi mismo actlan contra los herbivoros, haciéndolas menos apetecidas. (Bakkali et al., 2008)

La mayor parte de los aceites esenciales tienen olor agradable, esto se debe a los
componentes que contengan el aceite, o la planta de la que se lo extrae. No todas las plantas
poseen aceite esencial y muchas de ellas poseen cantidades pequefias que imposibilitan la
extraccion del mismo. De los millones de plantas existentes en el mundo, solo se conocen

aproximadamente 4000 variedades de aceites esenciales. (Bernal, 2012)

En diversas investigaciones se puede demostrar que la composicion quimica de los aceites
esenciales y extractos pueden alterar de acuerdo al método de extraccion empleado. Estas
tergiversaciones aunque no parezca tener importancia, pueden ser detectables por técnicas
de sensibilidad como la de cromatografia de gases. Sus variaciones se pueden evidenciar en
diferencias de proporciones de compuestos y nimero de los mismos. (Peredo-Luna et al.,
2009)

En los vegetales, los aceites esenciales pueden desempefiar diferentes papeles, los cuales
siempre estan vinculados con sus propiedades volatiles y olorosas. Intervienen en la
polinizacion, ademas actlan como defensa frente al ataque de parasitos e insectos.(Osorio,
2014)

Los aceites esenciales poseen caracteristicas organolépticas y propiedades terapéuticas que
son insostenibles de representar de manera sintética, tal motivo ha impulsado a tomar fuerza
sobre estudios de estos compuestos en forma natural. Los principales usos de los aceites
esenciales son en las industrias de alimentos, cosméticos y farmacéutica, donde son sus

propiedades aprovechadas.(Bernal, 2012)



1.1.1 Extraccion.

Los aceites esenciales se pueden adquirir de muestras vegetales, a través de métodos como
destilacion por arrastre de vapor, métodos mecanicos (expresion) y métodos no oficiales como
la extraccion con disolventes organicos, extraccion con grasas (enflorado, digestion, método

neumatico) y extraccién con gases licuados. (Meza & Vargas, 2013)

La destilacién por arrastre de vapor es una técnica muy empleada y reconocida, es utilizada
a nivel industrial, principalmente para la extraccién de esencias fluidas debido a su alto

rendimiento y la pureza del aceite obtenido. (Plazas, 2011).

En la destilacion por arrastre de vapor, la materia prima vegetal es colocada dentro del
hidrodestilador evitando el contacto con el agua, la generacion del vapor es mediante agua
sobrecalentada, conforme el vapor calienta la materia prima esta a su vez va liberando el
aceite esencial contenido. A la salida del condensador se forma una emulsion liquida
inestable, que es separada mediante un decantador dindmico o florentino. El proceso termina
cuando el volumen del aceite esencial que se encuentra acumulado en el florentino no varié
con el tiempo de extraccién, este aceite es retirado y almacenado en un lugar apropiado.
(Rodriguez, Alcarez, & Real, 2012)

1.1.2. Clasificacion.

Segun Osorio (2014) los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios:

consistencia, origen y naturaleza quimica de los compuestos mayoritarios.

e Consistencia: esencias fluidas que son liquidos volatiles a temperatura ambiente,
balsamos son de consistencia espesa, poco volatiles y propensos a sufrir reacciones
de polimerizacion y oleorresinas que poseen el aroma de la planta en forma
concentrada, son liquidos muy viscosos.

¢ Origen: Naturales se obtiene directamente de la planta y no sufren modificaciones, su
rendimiento es bajo; Artificiales se obtienen a través de procesos de enriguecimiento
de la misma esencia con uno o varios de sus compuestos; y los Sintéticos son
producidos por la combinacién de sus compuestos mediante sintesis quimica.

¢ Naturaleza quimica: se las clasifica de acuerdo con el tipo de sustancias que

corresponden a los compuestos mayoritarios.



1.1.3. Caracterizacion.

Los aceites esenciales se caracterizan por sus propiedades fisicas, como densidad,
viscosidad, indice de refraccion y actividad 6ptica. Una representacion significante de aceites
esenciales estima una densidad menor a la del agua, existiendo excepciones como los
aceites de almendras amargas, canela o clavo de olor. El indice de refraccion es una
propiedad caracteristica de cada aceite esencial y cambia cuando este se diluye con otras

sustancias. (Peredo-Luna et al., 2009)

Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente aunque algunos se
solidifiquen a baja temperatura. La mayoria son practicamente transparente, incoloros o
ligeramente coloreados (amarillentos), pueden existir excepciones como la esencia de
manzanilla, que contiene chamazuelo de un intenso color azul. En su gran mayoria son de
olor agradable, pueden existir ciertos olores desagradables, por tener compuestos azufrados.
Ciertos aceites son inflamables. Los aceites esenciales suelen ser insolubles en agua, hay
ciertas esencias gque son parcialmente solubles porque algunos de sus compuestos se
solubilizan. Los aceites esenciales son lipéfilos y solubles en disolventes organicos apolares.
La solubilidad en alcohol es variable y suelen ser solubles en alcoholes de alta graduacién.
(Osorio, 2014)

1.1.3.1 Propiedades.

Las propiedades de los aceites esenciales son muy variables desde el punto de vista
farmacoldgico, debido a la variedad de sus componentes. Algunas sustancias encontradas en
los aceites esenciales de ciertas plantas tienen gran interés terapéutico, lo que ha contribuido
con el origen a la aromaterapia. Varias de estas acciones, han demostrado tener efecto sobre
la piel, por tal razén también se hace uso en cosmetologia. Asi mismo los aceites esenciales
poseen efectos téxicos, debido a ciertos componentes que pueden atravesar la barrera

hematoencefalica y afectar al sistema nervioso central. (M. T. Lépez, 2004)

Las propiedades biologicas de los aceites esenciales son antioxidantes, antibacterias o
antifingicos, con lo cual sirve de aprovechamiento para su uso como diferentes
presentaciones de productos finales, farmacéuticos, aseo personal, cosméticos, conservantes
entre otros. (E. Stashenko, 2009)

1.1.3.2Usos y aplicaciones.

El uso de los aceites esenciales y su entendimiento viene desde la antigiiedad, principalmente



en la medicina. La utilidad de los aceites esenciales depende de las propiedades y
caracteristicas. Tienen alta actividad terapéutica, por tener procedencia natural, por lo tanto

son utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y alimenticia. (Bernal, 2012).

El uso de los aceites esenciales de condimentos y especies en las industrias de alimentos y
farmacéutica es mas generalizado, debido en parte a la homogeneidad del aroma y a la
minimizacion de las posibilidades de contaminacién microbiana, cuando se compara con el

uso directo de estas especias y condimentos. (Peredo-Luna et al., 2009)

En la actualidad se ha ampliado la busqueda de antioxidantes de origen natural para emplear
su uso en alimentos, o principalmente como nuevos farmacos y asi suplantar los antioxidantes

sintéticos, debido a que estos presentan restriccion carcinogénica. (Rosales, 2014)

1.2. Cromatografia de gases.

La cromatografia, es una técnica analitica de separacion, en donde nos permite cualificar y
cuantificar los componentes de una sustancia. La cromatografia de gases permite la
separacion de compuestos organicos e inorganicos térmicamente estables y volatiles como

los hidrocarburos alifaticos. (Montoya & Paez, 2012)

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 cromatografia de gases, la muestra se vaporiza y se
inyecta en la cabeza de la columna. La elucién se lleva a cabo mediante el flujo de una fase
movil de gas inerte. A diferencia de la mayoria de las otras técnicas cromatogréficas la fase
movil no interactla con las moléculas de los compuestos a separar, su Unica funcién es

transportar los compuestos a través de la columna (Montoya & Paez, 2012).

Segun Montoya & Paez (2012) un cromatdgrafo de gases consiste en:

e Fase movil (gas portador)
e Puerto de inyeccién

e Horno

e Columna

e Fase estacionaria

e Detector

e Sistema de registro de datos



El detector de ionizacién de llama (FID) es el mas utilizado y en comdn es uno de los mas
aplicables en cromatografia de gases, debido a su muy alta sensibilidad, también presenta
una caracteristica muy importante que y es la de poseer un factor de respuesta (en masas)

casi idéntico para todos los hidrocarburos. (Montoya & Paez, 2012)

La cromatografia de gases es considerada para el andlisis de aceites esenciales, por tal razén
se utiliza esta técnica para cuantificar componentes especificos que podrian ser identificativos
de calidad del aceite para detectar la afladidura de otros compuestos clandestinos como
antioxidantes asi como componentes utilizados como diluyentes, la gran mayoria de estos

compuestos resultan fragiles e importantes comercialmente. (Olguin & Rodriguez, 2004)

1.3. Actividad Biolégica.

Los aceites esenciales han probado la capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram positivas
y Gram negativas, estas ultimas dando como resultado resistencia. Ciertos aceites son activos
frente a bacterias pero no frente a hongos y viceversa, mientras que otros activan el

crecimiento de estos microorganismos. (Oliva M, 2011)

El uso de algunos aceites esenciales para eliminar bacterias como Staphylococcus aureus, E.
coli, resistentes a los antibidticos tradicionales y varios hongos patégenos, esta vinculado con
la composicién muy compleja de los aceites, que son mezclas multicomponente formadas por
sustancias con actividad bioldgica diversa, potenciada a menudo precisamente gracias a esta
combinacién Unica de varios componentes, que ejercen una relacién sinérgica. (E. Stashenko,
2009)

En multiples investigaciones se ha comprobado la diversa actividad biolégica de terpenoides
como agentes quimiopreventivos, principios activos y coadyuvantes en el tratamiento de
arterosclerosis, trombosis y como un medio de vinculacién para facilitar la penetracion

transdérmica de muchas drogas de uso topico. (E. Stashenko, 2009)
1.3.1. Bacterias.
Las bacterias son microorganismos con una célula Unica relativamente simples, las bacterias

se denominan procariotas, debido a que su material genético no se encuentra cubierto por

una membrana nuclear.(Tortora, Funke, & Case, 2007)
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1.3.1.1. Bacterias Gram positivas.

Las bacterias Gram —positivas tienen una pared bacteriana mas simple, y voluminosa, es una
capa gruesa de un polimero de polisacarido unido por aminoacidos o cadenas cortas de estos
y, entre ellay la membrana citoplasmatica, hay una estructura apenas perceptible denominada

periplasma, que corresponde a peptidoglican laxo. (Hernandez, 2002)

Las bacterias Gram-positivas retienen el colorante violeta de la tincién luego de un proceso
de decoloracion con éter-acetona, por lo tanto toman el color violeta o azul intenso oscuro.

Son sensibles frente a la penicilina. (Hernandez, 2002)

1.3.1.1.1. Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus es un agente etiolégico de varias enfermedades, en las cuales se
encuentran las infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis, infeccion del
SNC y del tracto genito urinario. (Gil, 2000)

S. aureus, también es conocido como estafilococo dorado por el pigmento no difusible de color

amatrillo que lo forma, produce coagulasa y fermenta el manitol. (Granados & Vilaverde, 2003)

1.3.1.2. Bacterias Gram negativas.

La pared de la Gram—negativas es mas compleja, tienen una membrana externa y una capa
delgada de peptidoglican incluida en una regién de periplasma muy notoria. El componente
mas externo de este tipo de pared es la membrana externa, morfolégicamente parecida a la
membrana citoplasmatica, cuya composicion difiere, debido a que posee una cantidad relativa
de un compuesto denominado Lipo-polisacarido (LPS).(Hernandez, 2002)

Las Gram-negativas se decoloran y se contratiien de rosado con safranina, el segundo
colorante de la tincion, por eso como resultado toman un color rosado. Son sensibles frente a

las estreptomicinas, gentamicina, etc. (Hernandez, 2002)
1.3.1.2.1. Salmonella Typhimurium.
Salmonella es un bacilo gramnegativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,

anaerobios facultativos, provistos de flagelos y méviles no formadores de esporas. Crecen en

los medios de cultivo habituales. (Jurado, Arenas, Doblas, Rivero, & Torre, 2010)
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Estas bacterias se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, estan presentes en
el tracto gastrointestinal de los mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos. S.
Typhimurium es el segundo serotipo mas comun después de S. Enteritidis en muchos paises,
como principal fuente de contaminacion es el ganado vacuno y porcino. (Parra, Durango,
Mattar, & De Tema, 2002)

Entre las principales manifestaciones clinicas por salmonella son fiebre entérica o tifoidea,
septicemia sin localizacién, enfermedad focal, gastroenteritis y estado de portador (crénico o
transitorio). La manifestacién mas frecuente es la infeccion intestinal ocasionada por la ingesta

de agua o alimentos contaminados. (Tacchini et al., 2010)

1.3.1.2.2. Escherichia coli.

E. coli es un bacilo gramnegativo, con una sola cadena espiral de ADN, movil, aerobio y

aerobio facultativo, con flagelos peritricos. (Romero, 2007)

Las infecciones producidas por cepas de E. coli patogénicas pueden estar limitadas a
mucosas o bien diseminarse. Cuatro sindromes clinicos pueden resultar de la infeccién por
cepas patogénicas: infecciones de vias urinarias, sepsis, meningitis y enfermedad diarreica.
(Romero, 2007)

Se considera que el habitat natural de E. coli es el colon de los mamiferos y aves. En
consecuencia, las E. coli ambientales se interpretan como resultado de contaminacion fecal,
y se creia que no se podia reproducir en el medio exterior, pero resultados recientes
demuestran que las cepas pueden existir en sangre, tracto urogenital y en ambientes

secundarios. (Souza et al., 2001)

1.3.1.2.3. Pseudomona aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa, es el principal patégeno de la familia Pseudomonadaceae, es un
bacilo gramnegativo ligeramente curvado, se desarrolla mejor en aerobiosis, se caracteriza
por estar ampliamente distribuida en la naturaleza formando parte de la microbi6ta del hombre.
(Montero, 2012)

Posee la capacidad de sintetizar diferentes pigmentos hidrosolubles, entre los cuales se
encuentra el compuesto fluorescente pioverdina, que al ser combinado con el pigmento
fenazinico azul piocianina, da como resultado el color verde brillante caracteristico de esta
bacteria. (Merino, 2007)
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1.3.1.2.4. Klebsiella pneumoniae.

K. pneumoniae es una bacteria gramnegativa, que tiene forma bacilar, es anaerobia
facultativa, se encuentra inmovil y usualmente encapsulada, ampliamente esparcida en el
ambiente, de manera considerable se encuentra presente en las superficies mucosas de los
mamiferos, en la nasofaringe y tracto gastrointestinal de los humanos. Es necesario destacar
qgue la colonizacién se incrementa hasta tres veces en el ambiente hospitalario, de forma
proporcional a la estancia, y a la funcién que ejercen los antibidticos. (Echeverri & Catafio,
2010)
1.3.1.2.5. Proteus vulgaris.

El género Proteus forma parte de la familia Enterobacteriaceae, esta extendido en la
naturaleza y forma parte de la flora intestinal. Todas las especies de este género poseen
capacidad de producir swarming, aunque en algunas cepas de P. penneri esta disminuida, y
para que se manifieste es necesario reducir la concentracion de agar del medio. (Cantén &
Sanchez, 2005)

Proteus vulgaris biogrupo 1 o como P. vulgaris indol-negativo ahora es denominado Proteus
Penneri. En cantidades significativas ha sido aislado en muestras del tracto urinario y se ha
asociado a infecciones no complicadas, a pielonefritis aguda y cuadros de urolitiasis. En
medio agar presenta crecimiento en ondas y colonias, lactosa negativa planas con bordes
irregulares en medio McConkey, presenta olor caracteristico derivado de sus productos
metabdlicos. (Cantén & Sanchez, 2005)

1.4 Actividad Antioxidante.

La propiedad antioxidante de los aceites esenciales se debe a la presencia de fenoles que se
encuentran en su estructura. Las investigaciones de la actividad antioxidante de los aceites
esenciales se ha priorizado en las industrias con finalidades de mejorar la salud y la

conservacion de alimentos. (Bernal, 2012)

Los radicales comunmente utilizados para medir la capacidad de secuestrar los radicales
formados en los procesos de peroxidacion lipidica son el 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH*) y

acido 2,2 -azino-bis-(3-etiltiazolinabencenosulfénico-6) (ABTS). (Torrenegra, 2014)

Los radicales DPPH y ABTS, presentan excelente estabilidad bajo las condiciones de las
evaluaciones y exhiben importantes diferencias en sus respuestas frente a las

concentraciones de varios antioxidantes. (Torrenegra, 2014)
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1.4.1. Método DPPH.

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable
debido a la deslocalizacion de un electrén desaparecido sobre la molécula completa, por lo
cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electrén también intensifica el color violeta tipico del radical, el cual
absorbe en metanol a 517nm. Los resultados son expresados como el valor de la
concentracion maxima de la medida inhibitoria (ICso), definiendo como la cantidad de
antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%. (Tovar del Rio,
2013)

1.4.2. Método ABTS.

El método ABTS se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical
cation coloreado ABTS", el cual es formado previamente por la oxidacion del ABTS (2,2 *-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)). Los resultados son expresados como
equivalentes de Trolox. Entre las ventajas esta que el ABTS* es soluble tanto en medio acuoso

como organico y permite evaluar antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. (Londofio, 2012)

1.5. Plantas medicinales.

A pesar de que la medicina moderna esta desarrollada en la mayor parte del mundo, grandes
sectores de la poblacion de los paises en desarrollo todavia dependen de profesionales
tradicionales, plantas medicinales y medicamentos herbarios para la atencion primaria. En los
ultimos decenios, el interés de las personas en las terapias naturales ha incrementado

enormemente en los paises industrializados. (M. Lopez, 2012)

Las plantas medicinales son importantes para la investigacion farmacolégica y el desarrollo
de medicamentos, se usan directamente como materiales de base para la sintesis de los
medicamentos 0 como modelos para compuestos farmacol6gicamente activos. (M. Lopez,
2012)

En el mercado mundial, el 50 % de las plantas son usadas en alimentacion humana, el 25 %
en cosmética, 20 % en la industria farmacéutica y un 5% en otros rubros. Se estima que en el
mundo se utilizan unas 10.000 especies vegetales como medicinales, en su mayor parte en

sistemas de medicina tradicional. (Cafigueral, Dellacassa, & Bandoni, 2003)
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1.6. Flora Ecuatoriana.

Considerando el tamafio geografico Ecuador es un pais pequefio y, posee una cantidad
desproporcionada de riqueza floristica. (Cerdn, 2005). Ocupa el 0.2% de territorio en el
mundo, posee el 10% de plantas que hay en el planeta, por tal motivo es considerado como
uno de los paises con mayor nimero de especies por superficie de area, se puede garantizar
que hay de 20.000 a 30.000 del total de especies vasculares, por medio de informes de
estudios etnoboténicos se considera que de 5.000 a 8.000 son utiles. (Armijos, Lozano,
bracco, Vidari, & Malagén, 2012)

A Ecuador lo reconocen a nivel mundial por ser rico en flora y fauna, la cual esta asociada a
una serie de variables ambientales como el: bioclima, relieve, suelo, regimenes de inundacion,
entre otros factores; que se asocian para dar origen a la variedad de paisajes naturales que
conviven con varios tipos de vegetacion y permanentes amenazas dadas por una constante
influencia del ser humano sobre los recursos naturales. (Ministerio del Ambiente de Ecuador,
2012)

La flora de Ecuador siempre ha sido reconocida por ser inmensamente rica en plantas Utiles;
como resultado de eso se tiene las cronicas de los misioneros que acompafiaban a los
conquistadores, donde se menciona el uso que los indigenas daban a las plantas que crecian

en esos territorios. (Balsev, Navarrete, De la Torre, & Macias, 2008)

1.7. La familia Chenopodiaceae.

Familia de amplia distribucion mundial, con alrededor de 14000 especies, reunidas en mas o
menos 102 géneros, abundantes en sitios xeréfitos o salobres. Agrupa especies de uso
industrial, horticola, forrajero y alimenticio, ademas de especimenes perjudiciales para los
cultivos. (Tolaba, 2006)

Tolaba (2006) nos sefiala las caracteristicas de las Chenopodiaceae:

e Hierbas anuales o perennes, arbustos , pequefios arboles o plantas rizomatosas

¢ Hojas a menudo alternas, sin estipulas, a veces carnosas o reducidas a escamas

e Flores pequefias, verdosas, monoclamides caliz generalmente herbaceo, de
consistencia carnosa, suberosa o raramente lefiosa

e Corola nula

e Ovario supero
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e Ovulo tGnico
e Fruto utriculo, raro baya

e Semillas lenticular

1.7.1. El género Chenopodium.

El género Chenopodium consta de 120 especies, abundantes en las zonas tropicales y
calidas. (Monzote, 2010)

Este género se encuentra en casi todo el mundo, contiene propiedades fungicidas,
bacterianas, viricidas, insecticidas, nematicidas, moluscocidas y alelopéticas, siendo
Chenopodium ambrosioides, Ch. quinoa y Ch. album las especies que presentan mayor

control contra diversos fitonematodos. (Fierro K., 2009)

En América, el género Chenopodium L. esta integrado por distintas especies; algunas son
consideradas malezas de campo de cultivo y otras especies como la Quinoa y la Cafiahua,
representan recursos importantes para la subsistencia de comunidades andinas actuales.

(Arias, Aguirre, Luque, & Escola, 2014)

En Argentina , se encuentra representado por 37 especies, que corresponden a plantas
herbaceas, anuales, bienales o perennes, que pueden ser lefiosas en la base, aromaticas o
con olor desagradable o bien inodoras con flores pequefas dispuestas en glomérulos,

reunidas a su vez en espigas o panojas axilares terminales. (Arias et al., 2014)

1.7.1.1. Chenopodium ambrosioides L..

Chenopodium proviene del griego xrjv (cheén), ganso y TmoUug (pous), pie, describe en cierto
modo la forma que tienen las hojas, debido que tienen 3 I6bulos. Ambrosioides proviene del
griego AuBpoaia, a (a), prefijo de negacion y BpoTog (brétos), mortal, lo cual mitolégicamente

es un alimento reservado exclusivamente a los dioses del Olimpo. (Gémez, 2008)

Es conocida en Mexico como espazote o hierba del zorrillo, paico; en Argentina y Peru: hierva
de Santa Maria, mastruz; en Brasil: worm grass, Mexican tea, fi tweed;en EUA: aritasou,

Japon; sime Kontwa. (Gémez, 2008)

Chenopodium ambrosioides L. es una planta perteneciente a la familia Chenopodiaceae, es
una planta aromética, perenne, mas o menos pubescente, con el tallo usualmente postrado,
crece en suelos humedos y bajos, olor fuerte, con alrededor de 40cm de altura; las hojas son

oblongo-lanceoladas y cerradas, de entre 4 cm de longitud y 1 cm de ancho, con pequefnas
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flores verdes en paniculos terminales densos, cada uno con 5 sépalos; el céliz persistente

circunda al fruto, y las semillas son negras y no mayores que 0,8 mm de longitud. (Jaramillo
C, Duarte R, & Delgado, 2012)

1.7.1.2. Taxonomia de Chenopodium ambrosioides.

Tabla 1: Caracteristicas taxonémicas
Chenopodium ambrosioides.

Nombre Cientifico

Chenopodium

ambrosioides

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Género Chenopodium

Epiteto Especifico

Ambrosioides

Autor Epiteto
Especifico

L.

Determinador

Gonzélez, M. F.

Fecha determinacién

2010

Fuente: Science, 2008

Figura 1: Muestra botanica de Chenopodium
ambrosioides

Fuente: Herbario U.T.P.L.



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
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2.1. Metodologia.

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios del Departamento de Quimica y
Ciencias Exactas, Seccién de Ingenieria de Procesos de la Universidad Técnica Particular de

Loja, y la metodologia utilizada es expuesta en el siguiente esquema.

RECOLECCION

»Chenopodium ambrosoides

D] AR\ A VAR en la provincia de Loja
VEGETAL

EXTRACCION

DEL ACEITE »*Método: destilacion por
ESENCIAL arrastre de vapor

»Humedad relativa

PROPIEDADES » Densidad (Norma AFNOR NF T 75-111)

»Indice de refraccion (NORMA NF T 75-

FISICAS 112)

» Actividad optica

»Técnica analitica: CG-EM y

COMPOSICION [(ecEz1x)

1 »Columnas: DB-5MS y HP-
QUIM ICA INNOWAX

ACTIVIDAD »*Método de microdilucién de
BIOLOGICA |GGl

ACTIVIDAD *Métodos espectrofotométros:
ANTIOXIDANTE [EaciAsi

Figura 2: Esquema de los analisis realizados
Fuente: La Autora



2.1.1. Recoleccién del material vegetal.

Las partes aéreas de la especie Chenopodium ambrosioides (figura 3), fueron recolectadas
en estado de foliacion dentro de su habitat natural, en la Provincia de Loja, Cantén Loja,
Parroquia Sucre, Barrio Ciudad Victoria, se realizé tres recolecciones desde 16 de mayo al 30
de mayo del 2016, con un intervalo de una semana entre cada recoleccién. La materia vegetal
fue recolectada en sacos de lona, para poder ser transportada al laboratorio de Ingenieria de
Procesos de la UTPL, donde se realiz6 el tratamiento post-cosecha, el cual consistié en
seleccionar la materia vegetal que se encontraba en buen estado, eliminando impurezas,
hojas secas y en estado de descomposicion que podrian interferir en resultados posteriores

con contaminacion.

Se elaboré un mapa en las instalaciones de la UTPL, mediante el programa ArcGis v3.21

utilizando las coordenadas que se obtuvieron en el lugar de recoleccion.

Figura 3: Chenopodium ambrosioides

en estado de foliacion.
Fuente: La Autora

2.1.2. Extraccion del aceite esencial.

La obtencién del aceite esencial se realiz6 por medio de destilacion con arrastre de vapor, en
un destilador modelo Clevenger (figura 4), de acero inoxidable. Se colocé el agua hasta el
limite con la tapa perforada y sobre la tapa fue depositada la materia vegetal troceada. Antes
de tapar el tanque se coloco el sello de agua en los bordes del destilador, la tapa fue cerrada
herméticamente y se colocaron las mangueras de entrada y salida de agua del refrigerante.
Seguidamente el equipo fue expuesto a una fuente de calor en la parte inferior, al observar la
primera gota de agua en el florentino se abrié la llave de agua para que se produzca el proceso
de condensacién, asi el vapor generado circula a través de la materia vegetal y al salir del

cuello del cisne se enfria en el condensador donde pasa a estado liquido, este liquido es
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recibido en un florentino en el cual se produce la separacion de agua y aceite por diferencia

de densidades.

e - ;
Figura 4: Equipo de destilacion
Fuente: La Autora

Este proceso dura de 3 a 4 horas, al finalizar el aceite es recogido en una probeta para medir
su volumen, luego es envasado en frascos de color &mbar con la finalidad de protegerlo de la
luz, al cual se le debe asignar su respectivo codigo. El cddigo consiste en la inicial de la
especie vegetal, niumero y fecha de recoleccién, y numero de destilacién. Para conservar las

condiciones del aceite, las muestras fueron almacenadas en refrigeracion a -4°C.

2.1.3 Determinacion de las propiedades fisicas.

Las propiedades fisicas que se determinaron son: la humedad relativa de la planta, densidad
relativa segin la norma AFNOR NFT75-111, indice de refraccion segun la norma AFNOR

NF 75-112 25 y actividad Optica del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

2.1.3.1. Determinacion de la humedad relativa de la planta.

Se emplearon las hojas de Chenopodium ambrosioides en estado seco, las cuales fueron
cortadas en pequefos pedazos con la finalidad de obtener una muestra homogénea; se
colocé aproximadamente 1 g de la materia vegetal en recipientes elaborados de aluminio,
dicho proceso se realizé por triplicado. Las capsulas con la materia vegetal fueron colocadas
en la lampara ULTRA X durante 45 min, posteriormente se las coloco en el desecador por 5
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min, se registrd el peso y se expuso nuevamente la capsula en la lampara por 15 minutos mas
con el proposito de eliminar el agua que se encuentra presente en la muestra vegetal, este
proceso se realizd hasta que el peso se mantenga estable.

Al finalizar el procedimiento se realiz6 los respectivos calculos para determinar Humedad

(Anexo 1)

2.1.3.2. Determinacién del rendimiento del aceite esencial.

El rendimiento del aceite se determiné de cada una de las destilaciones. El rendimiento del
aceite puede variar de acuerdo al método de extraccién. Para determinar el rendimiento se
relaciond el volumen obtenido con la cantidad de materia vegetal utilizada, la férmula

empleada es detallada en el Anexo Il

2.1.3.3. Densidad relativa del aceite esencial.

Para la determinacion de la densidad relativa se utilizo la norma AFNOR NF T 75-111 (Anexo
IIl), como principales materiales se necesité un picnémetro de vidrio de 2 mL, una balanza y

un bafo termostatico.

Primeramente se necesita conseguir el peso inicial del picnémetro vacio, después el peso del
picnometro con agua y finalmente con el aceite esencial, para ello se necesito unir las tres
muestras de aceite esencial provenientes de la destilacion, este procedimiento se realizd a
una temperatura de 20°C. Para los valores obtenidos se calcul6 la media, desviacion estandar

y coeficiente de variacion.

2.1.3.4. indice de refraccién del aceite esencial.

La determinacion del indice de refraccion se lo realizd teniendo como base la norma AFNOR
NF 75-112 25 (Anexo V), empleando un refractometro ABBE, marca BOECO GERMANY.
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Figura 5: Refractémetro ABBE
Fuente: La Autora

Para obtener los valores de indice de refraccion, se determina un promedio que resulta de la
unién de los aceites de las tres destilaciones. En el refractémetro se colocé una gota de aceite
esencial y se procedio a la respectiva lectura, finalmente calculando el promedio general y la

desviacion estandar.

2.1.3.5. Actividad 6ptica del aceite esencial.

La determinacion de la actividad optica del aceite esencial se determind mediante la Norma
ISO 592-1998 (Anexo 4). Se uso un polarimetro digital Mrc-Automatic Polarimeter P810 (figura
6) y una celda de 1 dm de longitud en el cual se midi6 la capacidad para desviar la luz
polarizada de la muestra.

Figura 6: Polarimetro digital
Fuente: La Autora



2.1.4. Determinacion de la composicidon quimica del aceite esencial.

La identificacion de los compuestos quimicos se realiz6 mediante cromatografia de gases
CG-EMy CG-FID

2.1.4.1. Cromatografia de gases.

La identificacion de los compuestos quimicos del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides se realizd6 mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas CG-EM y acoplada a un detector de ionizacién de llama CG-FID, dichas corridas
cromatografias se hicieron en dos columnas, una no polar DB5-MS y otra polar HP-INNOWAX,

con el propésito de obtener resultados cualitativos y cuantitativos.

2.1.4.1.1. Preparacion de la muestra.

Primeramente se deshidrata las muestras de aceite para eliminar los remanentes de agua que
se quedaron al momento de ser envasados en los frascos ambar, este procedimiento se lo

realiza para evitar problemas que puedan ocasionar dafio al sistema cromatografo.

Para dicho tratamiento se utiliz6 sulfato de sodio anhidro (Na-SQO.), el cual fue colocado en
cantidades equivalentes al agua que contenga la muestra, se dejé reposar durante 30 minutos

y huevamente se trasvasoé a un nuevo frasco ambar con su etiquetado correspondiente.

Cada muestra de andlisis se preparé en viales de cromatografia previamente etiquetados, en
el cual se colocd 990 uL de diclorometano de grado HPLC y 10 uL de aceite, obteniéndose
una disolucién al 1% (v/v) de aceite esencial. Posterior a esto se realiz6 la inyeccion de
hidrocarburos (Cigdecano a Cas-pentacosano), conocidos comercialmente como TPH-6RPM
de CHEM SERVICE, se los inyecto en columna DB5-MS y HP-INNOWAX bajo los mismos
parametros que los aceites, el tiempo de retencion de los hidrocarburos nos sirve como base
para la determinacion de los indices de Retencion e identificacion de cada uno de los

compuestos.

2.1.4.1.2. Andlisis del aceite esencial en CG-EM y CG-FID.

La identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides por Cromatografia de Gases acoplado a la Espectrometria de Masas (CG-EM)

se hizo mediante un Cromatégrafo de Gases Agilent y la obtencién de los espectros de cada
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compuesto individual. Las respectivas inyecciones se realizaron en las columnas capilares
DB5-MS y HP-INNOWAX.

El equipo que se utilizé para hacer los respectivos andlisis fue un Cromatografo de Gases
Agilent serie 6890N, acoplada a un espectrometro de masas Agilent serie 5973 Inert; el equipo
dispone de un sistema de datos “MSD-Chemstation D.01.00 SP1", cuenta con un inyector
automatico Split/splitless serie 7683 y un detector de ionizacion de llama (FID) provisto de un
generador de hidrogeno Gas Generator 9150 Packard” (Figura 7).

Figura 7: Cromatégrafo de gases
Fuente: La Autora

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

La temperatura limite para la columna DB5-MS es de 325°C y para la columna HP-
INNOWAX la temperatura es de 260°C

2.1.4.1.3. Corrida cromatografica en la columna DB5-MS acoplada a espectrometria

de masas.

Los pardmetros utilizados en la inyeccidon cromatografica de los hidrocarburos y aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides usando la columna no polar DB5-MS se indican en
la figura 8.



s S|STEMA DE INYECCION

*Modo : Slipt

*Radio de Particion: 50:1

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

=1 HORNO: Programacion de T°
» Temperatura inicial: 50°C
 Tiempo inicial: 3 minutos
*Rampa: 2.50 °C/min

e temperatura final: 220°C

—
*DB-5MS

* Temperatura maxima: 270°C

*Modo: Flujo constante

¢ Flujo inicial: 0.9mL/min

* Presion inical nominal: 6.50 psi

*Velocidad promedio: 35 cm/seg

* Presion de salida: vacio

sd DETECTOR

e Temperatura:_ 250°C
*Tipo de gas : Helio

aa |NYECTOR

*Volumen de inyeccion: 1uL

Figura 8: Condiciones operacionales para CG-EM en la columna DB5-
MS.
Fuente: La Autora

2.1.4.1.4. Corrida cromatogréfica en la columna HP-INNOWAX acoplada a

espectrometria de masas.

En la figura 9, se indica las condiciones operacionales bajo las cuales fueron inyectados los
hidrocarburos y las muestras en la columna HP-INNOWAX



=l SISTEMA DE INYECCION
*Modo : Slipt

*Radio de Particion: 50:1

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

HORNO: Programacion de T°
» Temperatura inicial: 50°C

e Tiempo inicial: 3 minutos
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e Temperatura maxima: 270°C
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* Flujo inicial: 0.9mL/min
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*Velocidad promedio: 35 cm/seg
*Presion de salida: vacio

DETECTOR

e Temperatura:_ 250°C
*Tipo de gas : Helio

INYECTOR
*Volumen de inyeccion: 1yL

Figura 9: Condiciones operacionales para CG-EM en la columna HP-
INNOWAX
Fuente: La Autora

2.1.4.1.5. Identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos quimicos del
aceite esencial de C. ambrosioides L., tanto en la columna polar como en

la no polar.

El cromatograma es una representacion grafica donde se pueden visualizar los compuestos,
este cromatograma nos da del resultado de la corrida cromatografia. Para eso se procedi6 a
integrar a los compuestos mediante un sistema de integracion Chemstation integratorautoinl,
obteniendo asi los picos, que nos permite el analisis cuantitativo mediante la concentracion

del compuesto.

Después de obtener los cromatogramas se procedi6 a calcular los indices de Retencion (IR)
de los picos integrados, los cuales se calcularon por comparacién de los tiempos de retencién
de los hidrocarburos (Ci0-C25) con relacién al tiempo de retencién de los componentes del

aceite esencial aplicando la siguiente ecuacion.

tgy — t
IR = 100n + 100 + > __Rn
trn — trn
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Donde:

IR: indice de Retencién de Kovats:

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

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

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

La identificacion de los compuestos se realizé a partir de los indices de Retencion (IR)
determinados experimentalmente en las corridas cromatograficas tanto en la columna polar
cono en la apolar, estos valores fueron comparados con los reportados por Adams (2009),
bases de datos electronicas como Nist (National Institute of Standards and Technology) y en
otros articulos cientificos. La diferencia entre el IR calculado y el leido debe ser menor a 20
unidades. También se tomo en cuenta parametros como el numero de CAS que presenta
cada compuesto de tal modo que facilite la blsqueda y la identificacion de los IR de los

constituyentes quimicos del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

Ademas se puede utilizar el espectro de masas que es caracteristico de cada compuesto, que

contiene la informacién estructural de cada analito analizado.

2.1.4.1.6. Corrida cromatografia en la columna DB5-MS acoplada al detector de

ionizacion en llama (FID).

El detector de ionizacion de llama (CG-FID) es un detector especialmente apropiado para
medidas cuantitativas.

En la corrida cromatografia se inyectd los hidrocarburos y las muestras del aceite esencial de
C. ambrosioides. Las condiciones en las cuales fueron inyectadas se muestran en la figura
10.
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*Modo : Slipt

*Radio de Particion: 50:1

e Temperatura inicial: 250°C

«Tipo de gas Helio

—
» Temperatura inicial: 50°C

* Tiempo inicial: 3 minutos

*Rampa: 2.50 °C/min

«temperatura final: 220°C

—
*DB-5MS

* Temperatura maxima: 350°C

*Modo: Flujo constante

¢ Flujo inicial: 0.9mL/min

* Presion inical nominal: 11.10 psi

«Velocidad promedio: 24cm/seg

* Presion de salida: ambiente

sd DETECTOR

e Temperatura:_ 260°C
Tipo de gas : Nitrogeno

] INYECTOR

«Volumen de inyeccién: 1uL

Figura 10: Condiciones operacionales para CG-EM en la columna no polar

DB5-MS acoplada a un detector de ionizacion (FID).
Fuente: La Autora.

2.1.4.1.7. Corrida cromatografia en la columna HP-INNOWAX acoplada al detector

de ionizacion en llama (FID).

Para la corrida cromatografia por CG-FID, en columna HP-INNOWAX, se inyectaron los
hidrocarburos y las muestras de aceite esencial de C. ambrosioides, con los parametros

expuestos en la figura 11.
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*Volumen de inyeccion: 1yL

Figura 11: Condiciones operacionales para CG-EM en la columna polar

HP-INNOWAX acoplada a un detector de ionizacion de llama (FID).
Fuente: La Autora.

2.1.4.1.8. Cuantificacién 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 procedi6 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 retencion de cada compuesto. Estos
tiempos de retencion calculados se comparan con los tiempos de retencion detectados de
cada muestra; los tiempos de retencion se van ajustando a los compuestos encontrados en

cada columna, polar y no polar.

2.1.5. Determinacion de la actividad biolégica del aceite esencial de

Chenopodium ambrosioides.

La actividad biolégica del aceite esencial de C. ambrosioides se determin6 mediante el método

de microdilucion en caldo que evalla la concentracion minima inhibitoria (CMI), frente a
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diferentes cepas bacterianas. En este método se determina el crecimiento del microorganismo
en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en

el medio de cultivo.
2.1.5.1. Cepas bacterianas empleadas.

Para evaluar la actividad biol6gica se hizo uso de seis cepas bacterias, estas cepas se
adquirieron de American Type Culture Collection (ATCC).

En la tabla 2 se detallan los microorganismos de prueba.

Tabla 2: Microorganismos de prueba

MICROORGANISMOS PATOGENOS ‘
CEPAS BACTERIANAS
Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram-positivas
e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

¢ Klebsiella pneumoniae ATCC 9997

e Escherichia coli ATCC 25922

e Proteus vulgaris ATCC 8427

e Salmonella typhimurium LT2

e Staphylococcus aureus ATCC
25923

Fuente: American Type Culture Collection

2.1.5.2. Prueba utilizada para evaluar la actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana del aceite esencial de C. ambrosioides se determiné utilizando el
método de microdilucion en caldo y se reporté como la concentracion minima inhibitoria (CMI),
esta se basa en la ausencia de crecimiento bacteriana a una determinada concentracién del

aceite esencial.

2.1.5.2.1. Método de microdilucién en caldo.

En el método de microdilucion en caldo se utilizan volimenes pequefos de la muestra que va
a ser analizada. La preparacion de la prueba se realiza en microplacas de plastico estéril, de

96 pocillos, que contienen diluciones seriadas.
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2.1.5.2.2. Preparacion de la muestra.

Para realizar la preparacion de la muestra se utilizé 100pL de aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. el cual debe estar diluido en 400uL de Dimetil sulfoxido (DMSO).

2.1.5.2.3. Preparacion del cultivo microbiano “Cultivo overnight”

Para la preparacion del inéculo bacteriano, se realizd primeramente los caldos de cultivos
especificos para cada cepa bacteriana. Para la siembra en el caldo de cultivo especifico, se
utilizé 30 yuL de cada cepa bacteriana, almacenadas en una reserva criogénica a -80°C.
Posterior a la siembra de cada cepa se procedié a incubar los medios durante 24 horas a 37

°C, por esta razon el cultivo se denomina overnight.

Las condiciones necesarias para el crecimiento de cada bacteria y los medios de cultivo

necesarios de detallan en la tabla 3.

Tabla 3: Medios de cultivo y condiciones de incubacién necesarias para las bacterias.

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

Cepa bacteriana Medio de cultivo Condiciones de incubacion
Pseudomonas aeruginosa Caldo triptisoya
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae Caldo triptisoya
ATCC 9997
Proteus vulgaris ATCC 8427 Caldo Muller Hinton Temperatura: 37°C
Escherichia coli ATCC Caldo triptisoya Tiempo: 14- 16 horas
25922
Salmonella typhimurium LT2 Caldo Nutritivo Oxoid
Staphylococcus aureus Caldo triptisoya
ATCC 25923

Fuente: American Type Culture collection

2.1.5.2.4. Preparacion de la suspension del indculo bacteriano.

Del cultivo overnight incubado la noche anterior se tomaron 150 a 300 uL a un tubo que
contenia 7 mL de suero fisiol6gico estéril ajustando el in6culo a una concentracién equivalente

a 0,5 en la escala de MacFarland.
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De la suspensién anterior se tomaron 140 L y se inocul6 en un vial 6,86 mL de Caldo Mueller
Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10°® UFC/mL. De esta solucion final se
transfirieron 100 pL a la placa de cultivo para completar un volumen final de 200 pL, de forma

que en cada pocillo la concentracion final fue de 5x10° UFC/mL.

2.1.6.2.5. Procedimiento.

Para el analisis del aceite, se utilizé la cabina se seguridad, que previamente estaba limpia y
esterilizada para evitar posibles contaminaciones. La prueba se realiz6 en microplacas de 96
pocillos empleando el procedimiento de dilucion doble seriada: del caldo Muller Hinton se
transfiri6 180 pL a cada pocillo de la primera fila de la placa, en los pocillos restantes se
colocaron 100 pL del mismo caldo. A continuacién se colocaron 20 uL de la dilucién de aceite
esencial mas Dimetil sulféxido (DMSOQ) solo a los pocillos de la primera fila de la placa; excepto
a los tres ultimos 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 uL de caldo Muller Hinton
+ 20 uL de DMSO y finalmente en el tercero un control positivo, que es una mezcla de 180 uL
de caldo Muller Hinton + 20 yL de Tetraciclina de 1,953 pug/mL para todas las bacterias,
excepto para Proteus vulgaris que se utilizé Tetraciclina de 7,813 pg/mL y en Pseudomona

aeruginosa que se emple6 15,625 pg/mL.

Para obtener una homogenizacién del medio y la solucién de aceite, se hizo un pipeteo de
15 a 20 veces en todos los pocillos, de la primera fila se tomé 100 pyL de la solucion
homogenizada, luego se diluyé con 100 pL del pocillo siguiente y asi se continu6 este
procedimiento hasta obtener 8 diluciones consecutivas; de la Gltima fila se desechan los 100
WL sobrantes, asi la concentracion final de cada solucién de medio de medio y aceite contenida
en cada uno de los pocillos de la placa fue de 1000 a 7,81 pg/mL (Figura 12). EI mismo

procedimiento se los realiza para el control positivo, negativo y de esterilidad.
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Figura 12: Microplaca TC 96 con las concentraciones del aceite (ug/mL).
Fuente: La autora

Una vez terminada la preparacion de la placa de microdilucion se procede a inocular todos los
pocillos (excepto control de esterilidad) con 100 uL de la suspensién con el indculo bacteriano.
Llegando a tener asi un volumen final de 200 pL con una poblacién bacteriana de 5 x 10°
UFC/mL, para el control de esterilidad se complet6 el volumen final con 100 pL de caldo Muller
Hinton. Al finalizar la inoculacion las placas de microdilucion se sellan con parafilm y se

incuban a 37°C durante 18-24 horas

2.1.5.2.6. Lectura de las placas de concentracién minima inhibitoria (CMI)

antibacteriana e interpretacion de los resultados.

Luego de retirar las placas de microdilucion de la incubadora, se analizd6 minuciosamente cada
caja utilizando luz reflejada; principalmente se examina el control de esterilidad y asi poder
descartar cualquier tipo de contaminacion, al existir posible contaminacion la prueba no puede

ser interpretada y debe ser repetida.

El control negativo nos indic6 que si existi6 un crecimiento adecuado, en la placa de
microdiluciéon de las bacterias. El crecimiento en este pocillo se nota como turbidez o un pellet

de didmetro mayor a 2 mm.
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Por ultimo en el control positivo no se debe evidenciar ningin rastro de crecimiento, por el
contrario debe estar claro y sin turbidez. Para determinar en qué punto se encuentra la
concentracion minima inhibitoria de una muestra, es decir la concentracién mas baja a la que
puede actuar el aceite como antimicrobiano, se debe leer el pocillo en el cual se distinga

turbidez del medio. Es un proceso manual sin ayuda de ningun aparato optico.

2.1.6 Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides.

La actividad antioxidante del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides, se determiné
mediante dos métodos espectrofotométricos; los métodos utilizados son ABTS*y DPPH . En
cada método se realiz6 modificaciones en lo referente al procedimiento en particular a las
concentraciones de las muestras y el empleo del estandar de referencia “Trolox” con la

finalidad de comparar la actividad antioxidante de las muestras frente a ellos.

La actividad antioxidante se determiné segun la variacién de la absorbancia de los reactivos
ABTS*y DPPH en la presencia del aceite a diferentes concentraciones, para ello se utilizé un
espectrofotdmetro Genesys 10 UV-VIS Scaning 333907. Las longitudes de onda empleadas

en cada método fueron 734 nm y 515 nm respectivamente.

2.1.6.1. Preparacién de las muestra del aceite esencial Chenopodium

ambrosioides.

Para realizar el andlisis del aceite esencial se necesitdé 10 mg de muestra, seguidamente se
preparé las respectivas diluciones, empezando con una concentracién maxima de 10000 ppm,
hasta terminar en una concentraciéon minima de 5 ppm, cabe mencionar que la concentracion

de 0 ppm solo lleva metanol.

Es necesario tener una gran cantidad de volumen de cada dilucion, debido a que el analisis
de cada muestra se lo realiza por triplicado. En la tabla 4, se interpretan las diluciones, se

puede evidenciar que el volumen final de cada dilucion es de 5000 pL.

35



Tabla 4: Volumen necesario para cada dilucion en aceite.

Volumen necesario para cada dilucién.

Concentracion Volumen de cada dilucion
Concentracion 1 (10000 ppm) 10 mg de aceite puro
Concentracion 2 (1000 ppm) 5000 pL MeOH + 5 mg de aceite esencial
Concentracién 3 (500 ppm) 2500 puL MeOH + 2500 uL de concentracion 2
Concentracion 4 (250 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (100 ppm) 4000 puL MeOH + 1000 uL de concentracién 4

Concentracion 6 (50 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
Concentracion 7 (25 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 6
Concentracion 8 (12,5 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 7
Concentracion 9 (5 ppm) 3000 pL MeOH + 2000 pL de concentracion 8
Concentracion 10 (0 ppm) 5000 pLMeOH

Fuente: Investigacion Experimental

2.1.6.2. Método de capacidad de atrapamiento del catién-radical ABTS".

El método ABTS+ [acido 2,2-anizobis-(3-etilbenzotiozalin-6 sulfénico], consiste en formar un
radical catibnico ABTS+ (verde-azulada) basandose en la accién oxidativa de peroxidasas u
oxidasas sobre ABTS+ (Barrero. et al.,, 2004). La coloracién se va perdiendo segun la

capacidad antioxidante del aceite esencial.

El radical ABTS+ presentd una absorbancia a una longitud de onda de 734 nm.

2.1.6.2.1. Solucién patron y de trabajo de ABTS™.

Para realizar la solucion patron se pes6 0,1015 mg de ABTS*y se aforo a 25 mL con agua
destilada. Luego se pes6 7,028 mg de persulfato de potasio (K2S20s), que de igual manera
se aforo a 25 mL con agua destilada. A estos reactivos se los mezcld y se dej6 reposar por

12 horas protegidos de la luz.

Al haberse cumplido las 12 horas de reposo, se procedié a tomar de esta solucion una alicuota
de 1mL afiadida a 60mL de metanol hasta obtener una absorbancia de 1,1 + 0,02 a 734nm.
Si la lectura de la absorbancia es menor al resultado que se desea obtener se debe ir

afadiendo mas solucion de trabajo, si por el contrario la lectura de la absorbancia es mayor a
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la esperada se debe afiadir metanol. Previo a lectura de la absorbancia de la solucién de

trabajo se procedi6 a encerar el equipo con metanol.
2.1.6.2.2. Estandar Trolox para ABTS™.

Para realizar la solucién estandar se utilizé Trolox o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-
2-carboxilico, este es un patron de referencia utilizado para expresar la actividad antioxidante
del aceite esencial como Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC que es la capacidad

antioxidante equivalente a Trolox.

El estandar Trolox se realiz6 pesando 0,025 g de reactivo de Trolox y se afora a 100 mL con
metanol puro. De esta solucién preparada se obtienen alicuotas de 0, 25, 15, 3000, 450, 600,

800 y 1000 pL luego se aforan a 10 mL con metanol.

Se tom6 150 pL de cada alicuota y 2850 uL de la solucién de trabajo dejandolo reaccionar
durante 2 horas en la oscuridad, transcurrido ese tiempo se procedi6 a leer la absorbancia a

734 nm. Este procedimiento se realizé por triplicado para cada concentracién de Trolox.

En la tabla 5, se explica como se realizé cada dilucién, cabe destacar que el volumen final de

cada una fue de 5000 pL.

Tabla 5: Volumen necesario para cada dilucién en Trolox.

Volumen necesario para cada dilucién Trolox

Concentracion Volumen de cada dilucion
Concentracion 1 (1000 uM) 5000 pL Trolox
Concentracion 2 (800 uM) 1000 pL MeOH + 4000 pL de concentracion 1
Concentracion 3 (600 uM) 1250 pL MeOH + 3750 uL de concentracion 2
Concentracion 4 (450 uM) 1250 pL MeOH + 3750 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (300 uM) 1670 pL MeOH + 3330 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (150 uM) 2500 puL MeOH + 2500 uL de concentracion 5
Concentracion 7 (25 uM) 4170 pL MeOH + 830 uL de concentracion 6
Concentracion 8 (0 uM) 5000 pL MeOH

Fuente: Investigacion Experimental

2.1.6.2.3. Lectura de las muestras diluidas del aceite esencial.

37



Para determinar la capacidad antioxidante que tiene el aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides, debemos ser muy precisos con la evaluacién de cada muestra, tanto para cada

dilucion que se realiz6 anteriormente del aceite esencial como para cada alicuota de Trolox.

De cada una de las soluciones preparadas anteriormente se tomo6 150 L y se llevé a tubos
de ensayo rotulados previamente, donde se le adicion6 2850 pL de la solucién ABTS* dando
un volumen de 3 mL, se dej6 reposar por dos horas en obscuridad y se midié la absorbancia
a 734 nm. Este procedimiento se realizd por triplicado para cada concentracion de aceite

esencial
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Figura 13: Muestras del aceite esencial Chenopodium ambrosioides
analizadas mediante método ABTS+.

Fuente: La autora

2.1.6.3. Méetodo DPPH.

Se realiz6é en base a la técnica desarrollada y descrita por Brand-Williams et al. (1995), con
modificaciones de Thaipong et al.(2006). El método es util para medir la capacidad
antioxidante de diferentes compuestos por la habilidad para atrapar el radical libre. Este radical
tiene una coloracién purpura el mismo que se va perdiendo progresivamente cuando la
muestra que se afiade posee capacidad antioxidante. La decoloracion del radical se determina

a 515 nm y la cuantificacion se realizd, empleando soluciones patrén de Trolox.

2.1.6.3.1. Solucion patron y de trabajo para DPPH.

La solucién patron se realizé pesando 24 mg de reactivo de DPPH y se afor6 a 100 mL de
metanol la misma fue almacenada a -4°C hasta su uso, de esta solucion se tomé 10 mL y se
adicion6 45 mL de metanol obteniéndose la solucién de trabajo; se midié la absorbancia a una

longitud de onda de 515 nm ajustando hasta obtener una lectura de 1,1 + 0,02. Si la lectura
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de la absorbancia es mayor se ajusta afiadiendo metanol y si por el contrario es menor se

ajusta afiadiendo més solucién de trabajo.

2.1.6.3.2. Estandar Trolox para DPPH.

Anteriormente ya mencionamos que Trolox fue utilizado como el estdndar de referencia para

determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial para ambos métodos.

2.1.6.3.3. Lectura de muestras diluidas del aceite esencial.

Se idéntico que al realizar la parte experimental del método de ABTS", en este método
también se utilizé las mismas soluciones del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides
diluidas a diferentes concentraciones tabla 4 y las diferentes concentraciones del estandar

Trolox tabla 5.

Se debe mencionar que la parte experimental se realizé por triplicado de cada muestra diluida.
De cada muestra se transfirio 150 pL a un vial color &mbar para protegerlo de la luz. Este vial
contiene también 2850 L de la solucion de trabajo de DPPH. El volumen final de cada vial
debe ser de 3 mL, a estos viales se los tiene que dejar reposar durante 24 horas en la

oscuridad y posteriormente se lee la absorbancia de cada muestra a 515 nm.

Kiovettenstander
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Figura 14: Muestras del aceite esencial Chenopodium ambrosioides
analizadas mediante el método DPPH.

Fuente: La Autora
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2.1.6.4. Andlisis de los datos obtenidos mediante ABTS+y DPPH"*.

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

inhibicién (% Inh) empleando la férmula de la figura 15.

% Inh. = {(Abs-blanco_ Abs-muestra) * 100}

Abs-blanco

Figura 15: Formula utilizada para calcular porcentaje de inhibicién.

Fuente: (Conde. et al., 2012).

Abs. blanco= absorcién de solucién de trabajo

Abs. muestra= absorcion de la muestra de la respectiva solucion

Con los valores obtenidos de % Inh, se calcula el valor de la concentracion media inhibitoria
(Clzo) de la muestra. El Cl;, de cada aceite se determind realizando una grafica de
concentracion (ppm) vs. Porcentaje de inhibicion (% Inh), obteniendo asi, una ecuacion para
la curva y calculando luego la concentracién para la cual el porcentaje de inhibicion es del
50%. Para obtener la ecuacion necesaria para calcular Cls,, se utilizo el programa OriginPro
version 8E.

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

antioxidante se evalué en las mismas condiciones de trabajo de las muestras.
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3.1. Recoleccion de la materia vegetal.

La muestra vegetal de la especie de Chenopodium ambrosioides fue recolectada en la
Provincia de Loja, al Sur del Ecuador, a una altura de 2215 m s.n.m., con las siguientes
coordenadas 3°59'S y 79°14'0. En la figura 16 se puede evidenciar la ubicacién geografica

de recoleccién dicha especie.

79°0°0"W

e

4°00"S
1

4°0

A Areade estudio

|:| Cantén Loja
I:l Provincia de Loja

T T
g1°0'0"w 79°0'0"W

Figura 16: Area de recoleccion de la especie Chenopodium ambrosioides.

Elaboracion: Mgtr. Angel Benitez.(2017), Laboratorio de Manejo y gestién de recursos naturales de la UTPL

En la tabla 6 se encuentra detallado el peso y fecha de cada recoleccion de la especie

Chenopodium ambrosioides.

Tabla 6: Peso obtenido de la recoleccion de la muestra vegetal

Recoleccién Peso (g) Fecha de recoleccion
CAl 13098 g 16 de mayo del 2016
CA2 137059 23 de mayo del 2016
CA3 13566 g 30 de mayo del 2016

CA: Chenopodium ambrosioides: 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccién; 3 Tercera recoleccién
Peso (g): peso de cada recoleccion
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3.2. Extraccion del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

En la tabla 7 se puede evidenciar los valores del peso de cada destilacion y la cantidad de

aceite extraido.

Tabla 7: Cantidad (mL) de aceite esencial extraido de cada recoleccién de C. ambrosioides.

Recoleccién Peso (9) Extraccién (mL)
CA1l 13098 g 16 mL
CA?2 137059 22 mL
CA3 13566 g 17 mL

CA: Chenopodium ambrosioides: 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccion; 3 Tercera recolecciéon
Peso (g): peso de cada recoleccién

Extraccion (mL): valor obtenido de aceite esencial de cada destilacion

La destilacion por arrastre de vapor es un método sencillo y de bajo costo, como desventaja
tiene el requerimiento de largos periodos de tiempo y rendimientos bajos en comparacion para

otros métodos. (Peredo-Luna et al., 2009)

3.3. Propiedades Fisicas.

Para determinar la calidad del aceite esencial de la especie Chenopodium ambrosioides se
realizaron las pruebas de las siguientes constantes fisicas: Humedad de la planta, densidad,

rendimiento, indice de refraccién y actividad 6ptica del aceite esencial obtenido.
El aceite esencial de Chenopodium ambrosioides obtenido presento un color ligeramente
amarillo y un olor penetrante.

3.3.1 Determinacion del Porcentaje de Humedad de la materia vegetal.

El porcentaje de humedad de la materia vegetal se expone en la tabla 8 en esta se especifica
el valor de la media de cada uno de los porcentajes de humedad del material vegetal por

destilacion con su respectiva desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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Tabla 8: Porcentaje de humedad de la materia vegetal.

Destilacion H (%) x c
CAl 66,65

CA2 60,54 62,19 +3,91
CA3 59,38

CA: Chenopodium ambrosioides: 1 Primera destilacion; 2 Segunda destilacion; 3 Tercera destilacion
H (%): Humedad de la destilacién
x: Media aritmética correspondiente a las tres destilaciones.

o :Desviacion estandar

Como se puede apreciar en los resultados las tres destilaciones tienen valores muy variables

y el porcentaje de humedad mayoritario corresponde a la primera destilacion (66,65 %).

La media de las tres destilaciones presentan un valor de contenido de humedad en
Chenopodium ambrosioides de 62,19 % y segun la investigacion de Ledn Romani, (2009)
sobre “Estudio de la extraccion y determinacion de la composicion quimica del aceite esencial
de paico (Chenopodium ambrosioides)” es de 72 %, se puede evidenciar una pequefia
diferencia. Segun la publicacion de Ibarra & Paredes (2013) estos valores pueden diferir
debido a varios factores fisicos, ambientales y biol6gicos que afectaron la zona de desarrollo

donde crecieron las muestras a ser analizadas.

3.3.2 Rendimiento del aceite esencial.

En la tabla 9 se explican los valores obtenidos de las tres destilaciones, el resultado de la

media y su respectiva desviacién estandar.

Tabla 9: Porcentaje de rendimiento de la materia vegetal.

Destilacion R (%) X c
CA1l 0,12

CA?2 0,16 0,14 +0,02
CA3 0,13

CA: Chenopodium ambrosioides: 1 Primera destilacion; 2 Segunda destilacion; 3 Tercera destilacion
R (%): Rendimiento de la destilacion
x: Media aritmética correspondiente a las tres destilaciones

o :Desviacion estandar
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De los porcentajes expuestos en la tabla anterior, el rendimiento mas alto 0,16 % se obtuvo a
partir de 13705 g de materia vegetal con un volumen de 22 mL de aceite esencial, el

rendimiento mas bajo obtenido fue de 0,12% a partir de 13098 g con 16 mL de aceite.

En la extraccién del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides hubo un rendimiento de
0,14 %, teniendo como referente el estudio de Ibarra & Paredes,(2013) en el que se sefala
un rendimiento de extracciéon del 0,14 %, esto nos demuestra que no existe diferencia alguna.
Segun Stashenko, (2009) indica que de planta a planta, el rendimiento de un aceite puede
variar desde 0,01 %. El rendimiento del aceite es una caracteristica transcendental desde el

punto de vista econdmico y de rentabilidad del proceso de su obtencion.

Comparando nuestro resultado con el trabajo de investigacion de Ledn Romani, (2009 ) que
obtuvo un rendimiento del 0,35 % podemos apreciar una gran diferencia. Leén Romani, (2009
) nos dice que el rendimiento del aceite esencial, las constantes fisico-quimicas y la
composicion quimica del aceite esencial de paico, varian de una muestra a otra, por factores
como el clima, humedad relativa del ambiente, intensidad de la luz solar que inciden en la

fotosintesis de las plantas.

3.3.3 Densidad relativa del aceite esencial.

En la tabla 10 se detallan los valores de la densidad promedio de las tres destilaciones,

obteniendo un promedio final de 0,9494 g/cm3.

Tabla 10: Densidad relativa del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

Destilacion Densidad (g/cm?) x c
CA1l 0,9484
CA?2 0,9561 0,9494 0,006
CA3 0,9436

CA: Chenopodium ambrosioides: 1 Primera destilacion; 2 Segunda destilacion; 3 Tercera destilacion

x: Media aritmética correspondiente a las tres destilaciones

Segun Ortufio (2006) la densidad de los aceites nos permite distinguir la autenticidad. La
mayoria de los aceites esenciales tienen una densidad menor que al agua (1 g/cm?), pero hay
algunos aceites esenciales con densidad mayor, como los de almendras amargas, mostaza,

canela, perejil o clavo de olor.
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La densidad de las esencias varia entre 0,8 y 1,2 g/cm?: la mayoria de ella son mas ligeras
qgue el agua, con una densidad de 0,85 a 0,98. La densidad de una misma esencia varia
dependiendo de su edad y modo de extraccion; las esencias viejas son mas pesadas que las
frescas. (Vintage, 2010). El valor obtenido en el aceite es de 0,9494 g/cm®y comparado con

la literatura se encuentra dentro de los valores de referencia.

3.3.4. indice de refraccion del aceite esencial.

Los indices de refraccion se detallan en la tabla 11, estos valores corresponden a la media de
las tres destilaciones realizadas. Se puede evidenciar que el valor mas alto corresponde a la
primera destilacién con un indice de refraccion de 1,4837, mientras que la segunda y tercera

destilacién coincide con un mismo valor de 1,4828.

Tabla 11: indice de refraccién del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

Destilacién indice de Refraccion (nD) X c
CAl 1,4837

CA?2 1,4828 1,4828 0,0005
CA3 1,4828

CA: C. ambrosioides: 1 Primera destilacion; 2 Segunda destilacion; 3 Tercera destilacion
x: Media aritmética correspondiente a las tres destilaciones

o :Desviacion estandar

El indice de refraccién que se encontré en el aceite esencial de Chenopodium ambrosioides
es de 1,4828 comparando nuestro resultado con el valor de Ibarra & Paredes (2013) es de
1,472 y (Le6bn Romani, 2009) es de 1,476, estos valores demuestran que la diferencia

existente con nuestro resultado no es muy distante.

Peredo et al. (2009) nos sefiala que el indice de refraccion es una propiedad caracteristica de
cada aceite esencial que nos indica la adulteracion y cambia cuando este se diluye o mezcla
con otras sustancias.

3.3.5. Actividad 6ptica.

En la tabla 12 se muestra el valor promedio del indice de refraccién obtenido en las tres

destilaciones
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Tabla 12: Actividad Optica especifica del aceite esencial.

Destilacion Actividad Optica X c
CA1l -75,96

CA2 -74,94 -75,98 0,85
CA3 -77,04

CA: C. ambrosioides: 1 Primera destilacién; 2 Segunda destilacién; 3 Tercera destilacion
x: Media aritmética correspondiente a las tres destilaciones

o :Desviacién estandar

Como se puede evidenciar en la tabla 12, el valor promedio de la actividad 6ptica es de -75,98,
dicha actividad es levdgira, porque rota la luz polarizada en sentido contrario a las agujas del

reloj, es decir es una sustancia Opticamente activa y no posee adulteracion alguna.

El conocimiento de la pureza Optica especifica, definida como la relacién entre la rotacion
Optica especifica medida y la del enantiomero puro, permite determinar distintos tipos de
adulteraciones, tales como adicién de compuestos sintéticos o componentes de diferentes
origenes botanicos, los cuales podrian dafar drasticamente las propiedades biolégicas u
olfatorias, intimamente relacionadas con la pureza estereoquimica de los mismos. (Zambén,
Chamorro, & Casuscelli, 2015)

3.4. Composicién Quimica del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

La composicion quimica del aceite esencial obtenido de la especie C. ambrosioides fue

analizado en la columna DB5-MS y HP-Innowax.

3.4.1. Analisis cualitativo y cuantitativo.

En la figura 17, se muestran los perfiles cromatograficos del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides obtenidos en la columna no polar (DB5-MS) y en la columna polar (HP-Innowax)
mediante la técnica de CG-EM.
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Figura 17: Perfil cromatografico del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides (a) columna no polar
(DB5-MS); (b) columna polar (HP-Innowax)

En los cromatogramas figura 17, se puede observan los picos integrados y cada uno de estos

representa un compuesto de area proporcional a su concentracion.

En la tabla 13, se encuentra detallado la composicion quimica del aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides en las columnas DB5-MS y HP-INNOWAX; estos compuestos se
encuentran detallados de acuerdo al orden de elucion en la columna DB-5MS, se puede
evidenciar que los compuestos con mayor area se encuentran resaltados, asi mismo se

indican los indicen de Retencién experimentales y los reportados en la literatura; junto a la
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cantidad relativa que corresponde al porcentaje de participacion de cada compuesto para la
primera (CAl), segunda destilacion, (CA2) y tercera destilacion (CA3), y la desviacion

estandar.
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Tabla 13: Composicidn quimica de Chenopodium ambrosioides.

a-Pinene 912 932> | 0,52 | 0,40 | 1,07 | 0,67 0,36 1030 | 1033 | 0,39 | 0,26 | 0,67 | 044 0,21
Camphene 929 946b 0,13 0,11 0,30 0,18 0,10 1066 1076° | ooovvvees | e, 0,67 | ccvovveen | e,
B-Pinene 962 974b | | 0,19 | oo | e 1106 | 10961 | .ooooren | ceeenen 0,14 | v | e,
o-Cymene 1000 | 1022° | 0,22 | 021 0,75 0,39 0,31 1216 | 1187" | 0,12 | .eeernn. 0,42 | 0,27 0,21
a-Terpinene 1011 | 1014* | 9,93 | 12,22 | 4,34 8,83 4,05 1177 | 1182 | 7,70 | 9,33 2,35 6,46 3,65
p-Cymene 1018 | 1020° | 8,15 | 13,55 | 5,07 8,92 4,29 1270 1269 6,79 | 11,67 | 2,90 7,12 4,40
Limonene 1024 | 1024 | 30,52 | 17,70 | 40,98 | 29,73 | 11,66 1200 1202' | 29,33 | 16,52 | 33,51 | 26,45 8,85
y-Terpinene 1051 | 1054* | 0,21 | 0,21 | 0,16 | 0,19 0,03 1259 | 1253 | 0,15 | 0,16 | ...ceo.... 0,15 0,01
p-Cymenene 1082 | 1060° | .......... 0,13 | 0,17 | 015 0,02 | oo | e | e | e [ | |
trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1116 1119 | 11,51 | 8,79 | 12,27 | 10,86 1,83 1631 1654 | 14,06 | 11,52 | 17,13 | 14,24 2,81
cis-Limonene oxide 1124 | 1032° | 0,15 | 0,11 | 0,23 0,17 0,06 | 1441 | 1458¢ | ..ccoooo | oo 0,21 | oo | e
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1129 | 1133 | 5,33 4,03 5,18 4,85 0,71 1673 1439 5,59 4,48 5,88 5,32 0,74
trans-Limone oxide 1145 | 1137° | 0,67 | 0,45 | 0,76 0,63 0,16 1454 | 14459 | 0,42 | ... 0,57 0,49 0,10
Pinocarvone 1151 | 1160° | 0,15 0,13 0,20 0,16 0,04 1660 1665 0,20 | .ounnnnn. 0,24 0,22 0,03
Isopulegol 1157 | 1145° | 0,19 | 0,19 | 0,44 0,27 0,15 1554 | 1572 | 0,94 | 0,87 | 0,82 0,88 0,06
trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1180 | 1187° | 7,28 6,15 7,27 6,90 0,65 1892 1868 6,75 6,60 9,43 7,59 1,59
cis-Dihidro carvone 1189 | 1191° | 0,41 | .eoon.. 0,29 0,35 0,09 1601 | 1608 | 0,52 | 0,36 | 0,40 | 0,42 0,08
Verbanol 1191 | 1197° | 1,95 | 2,01 | 1,45 1,80 031 | oo | oo | e | e L | e | e
Pulegone 1197 | 1233* | 0,82 | 0,63 | 0,67 | 0,70 0,10 1608 | 1646 | 0,82 | 0,555 | 0,72 | 0,70 0,13
Myrtenal 1204 | 1195° | 0,14 | 0,13 | .ooo.... 0,14 0,01 1684 | 1648¢ | 0,37 | .ccooo.. 0,50 | 043 0,09
Cis-Piperitol 1208 | 1195* | 1,57 | 1,13 0,90 1,20 034 | 1754 | 1733 | 1,91 | 1,55 | 1,25 | 157 0,33
Trans-Carveol 1211 | 1215° | 1,30 | 1,12 1,42 1,28 0,15 1839 | 1818 | 1,51 | 1,43 | 2,04 1,66 0,33
Verbenone 1216 | 1204> | 0,72 | 0,63 | 1,21 0,85 031 | oo | e | e | e L | i |
cis-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1222 | 1227° | 5,48 | 4,71 | 631 | 550 0,80 | 1800 | 1779 | 8,71 | 7,98 | 9,71 | 8380 0,87
cis-Carveol 1225 | 1226 | 0,45 | ......... 0,50 | 0,48 0,04 | 1870 | 1847 | 0,51 | 0,45 | 0,67 | 0,54 0,11
Ascaridole 1228 | 1234> | 5,32 | 16,11 | 3,11 8,18 6,96 1857 | 1889¢ | 0,91 | 2,02 | 0,78 1,24 0,68




Carvone 1234 | 1239 | 2,86 | 2,15 | 233 | 244 | 037 | 1726 | 1732' | 4,25 | 3,01 | 3,60 | 3,62 0,62
cis-Piperitone epoxide 1243 | 1250° | 0,14 | 0,24 | ooeen. 019 | 007 | 1754 | 1733« | 1,88 | 1,92 | 1,48 | 1,76 | 0,24
Bornyl acetate 1275 | 12845 | 0,12 | oo | oo | e | e [ [ [ | e | e | e | s
Thymol 1287 | 1284 | ... 0,17 | v | oo [ e, 2199 | 2198" | ... 0,65 | coooveee | e | e,
Isobornyl acetate 1293 | 1283 | 2,10 | 4,81 | 1,07 | 266 1,93 | oo | i | e | e e
Isobornyl propanoate 1419 | 1376° | 0,96 | 0,78 | .oovenn. 0,87 | 0,13 | oo | e [ | e | e | e |
Verbenol 1635 | 1613 | 0,39 | 0,39 | 0,33 | 0,37 | 0,03
trans-Pinocarveol | oo | oo Lo | e | e | e e, 1653 | 1664" | 0,31 | 0,25 | 0,30 | 029 | 0,03
a-Humulene L e e e e | e e, 1700 | 1662 | ..cooooi. | e, 0,33 | oo | e
Neral ] e | | | | | 1708 1692i 0,35 0,50 | ... 0,43 0,11
yTerpineol | | e [ | || e |l 1714 | 1685" | 2,79 | 13,97 | 1,15 | 597 | 6,97
Citronellol | i i | e | i | | e | 1812 1772f 0,40 0,36 | ... 0,38 0,03
Viridiflorol e | e | e [ | | e | 2016 | 20659 | 0,26 0,33 0,26 0,28 0,04

a=% promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna DB5-ms y HP-Innowax respectivamente.
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas

CAl=Aceite de la primera destilacién; CA2= Aceite de la segunda destilacién; CA3= Aceite de la tercera destilacion

X= Promedio

O= Desviacion estandar

IR®®'= {ndice de Retencidn calculado

IR™*= indice de Retencidn reportado en la literatura: : bref.: (Adams, 2009); ref.:(Baser, Tiimen, Tabanca, & Demirci, 2001); 9ref.:(Chalchat, Maksimovic, Petrovic, & Gorunovic, 2004);
eref.;(Demirci, Can, Yildiz, & Bahgecioglu, 2003); fref.:(EI-Olemy et al., 2005); 9ref.:(Hachicha, Skanji, Barrek, Zarrouk, & Zeineb, 2007); "ref.: (Hua, Wang, & Lei, 2011); 'ref.:(Hlsn{,
Aytac, & Duman, 2000) ;iref.:(Husni, Demirci, Tabanca, Ozek, & Nezhun, 2001); kref.:(Mancini et al., 2009); 'ref.:(Pino, Rodriguez, Beldarrain, & Blandariz, 2014); mref.:(E. E. Stashenko,
Jaramillo, & Martinez, 2003); "ref.:(Young, Chao, Casablanca, Bertrand, & Minga, 2007).




En la figura 18, se detallan los compuestos con mayor porcentaje del aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides de la columna BD5-MS, entre estos se encuentran: Limonene
(29,73%), trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol (10,86%), p-Cymene (8,92%), a-Terpinene (8,83%),
trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol (6,90%), cis-p-Mentha-28-dien-2-ol (4,85%), Carveol (1,28%),
cis-Piperitol (1,20%).
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Figura 18: Compuestos mayoritarios en la columna no polar (DB5-MS)

A continuacion describimos algunas caracteristicas de los compuestos mayoritarios.

Limonene: es uno de los terpenos mas comunes en la naturaleza, es utilizado como agente
aromatizante y puede encontrarse en alimentos comunes como zumos de fruta, refrescos,
productos horneados, helados y budines. En humanos, el d-limonene ha demostrado una baja

toxicidad en dosis Unica. (Sun, 2007)

p-Cymene: es un compuesto organico aromatico natural. Es insoluble en agua, pero miscible
con etanol y éter. Cymene es un componente de una serie de aceites esenciales, utilizado en
productos ambientales. (NCBI, 2017)
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a-Terpinene: es un terpeno constituyente de muchos aceites esenciales, es utilizado como
agente aromatizante. (NCBI, 2017)

Carveol: pertenece a la familia de monoterpenos monociclicos. Carveol es un aromatizante
que es utilizado como una fragancia en los cosméticos y como un aditivo de sabor en la
industria alimentaria. (NCBI, 2017)

Piperitol: pertenece a la familia de monoterpenos monociclicos. Es un material de sabor con
un sabor picante. (NCBI, 2017)

Los porcentajes de los compuestos mayoritarios obtenidos en la columna HP-Innowax se

pueden evidenciar en la tabla 19, entre estos compuestos tenemos:

HP-Innowax
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Figura 19: Compuestos mayoritarios en la columna polar (HP-Innowax)



Tablal4: Comparacion de la cantidad relativa (%) de los compuestos quimicos del aceite esencial por CG-EM y CG-FID.

a-Pinene 0,52| 0,6 040 | 037 | 1,07 | 1,04 | 067 | 0,67 | 0,36 | 0.34 | 0,39 | 0,32 | 0,26 | 0,25 | 0,67 | 0,68 | 0,44 | 0,42 | 0,21 | 0,23
Camphene 0,13/0,13| 0,11 | 0,23 | 0,30 | 0,28 | 0,18 | 0,18 | 0,10 | 0,09 | «erer | wvoee | weeer | eene 0,16 | 0,18 | ... | o | e | e
B-Pinene | R T 0,19 | 0,18 | 0,19 | 0,18 | oo | woie | e | e | | 014 1015 | oo | s | e |
o-Cymene 0,22/0,24| 0,21 | 0,23 | 0,75 | 0,61 | 0,39 [ 0,36 | 0,31 | 0,22 | 012 | 013 | ... | ... 042039027 | 026 | 021 0,18
a-Terpinene 9,93 (8,44|12,22|12,02| 4,34 | 4,16 | 8,83 | 8,21 | 4,05 | 393 | 7,70 | 7,94 | 9,33 | 9,10 | 235 | 2,61 | 6,46 | 6,55 | 3,65 | 3,46
p-Cymene 8,15|8,09 13,55 |12,65| 5,07 | 501 | 892 | 858 | 429 | 3,84 | 6,79 | 69 |11,67| 119 | 290 | 265 | 7,12 | 7,16 | 44 |465
Limonene 30,5(29,3|17,70 | 17,57 | 40,98 | 39,46 | 29,73 | 28,78 | 11,66 | 10,95 | 29,33 | 29,00 | 16,52 | 16,80 | 33,51 | 35,95 | 26,45 | 27,3 | 8,85 | 9,69
y-Terpinene 0,21/0,19| 0,21 | 0,27 | 0,46 | 0,17 | 0,19 | 0,21 | 0,03 | 0,05 | 0,15 | 0,17 | 0,16 | 0,15 | ... | ... 0,15 ] 0,16 | 0,01 0,01
p-Cymenene | 0,13 | 0,17 | 0,17 | 0,16 | 0,15 | 0,17 | 0,02 | 0,00 | «eeor | wooee | vovee | e | e | | | |
trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 11,5(11,2| 8,79 | 7,53 | 12,27 | 12,03 | 10,86 | 10,24 | 1,83 | 2,39 14,06 | 14,58 | 11,52 | 11,53 | 17,13 (17,09 | 14,24 | 14,4 | 2,81 | 2,78
cis-Limonene oxide 0,15/0,16| 0,11 | 0,14 | 0,23 | 0,26 | 0,17 | 0,19 | 0,06 | 0,07 | ===+ | =xse | woo: 0211022 | ... | oo | e |
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 5,33|5,47| 403 | 401 | 5,18 | 563 | 4,85 | 504 | 0,71 | 0,89 | 559 | 0,42 | 4,48 | 495 | 588 | 56 | 532 | 3,66 | 0,74 |2,82
trans-Limone oxide 0,67|0,71| 0,45 | 0,44 | 0,76 | 0,76 | 0,63 | 0,64 | 0,16 | 0,17 | 0,42 | 0,42 | 0,25 | 0,15 | 0,57 | 0,60 | 0,41 | 0,39 | 0,16 | 0,23
Pinocarvone 0,15| 0,2| 0,23 | 0,25 | 0,20 | 0,21 | 0,16 | 0,19 | 0,04 | 0,04 | 0,20 | 0,23 | ..... | .... 0,24 | 0,29 | 0,22 | 0,26 | 0,03 | 0,04
Isopulegol 0,19/0,19| 0,19 | 0,18 | 0,44 | 0,41 | 0,27 | 0,26 | 0,15 | 0,13 | 0,94 | 0,78 | 0,87 | 09 | 0,82 | 0,83 | 0,88 | 0,83 | 0,06 | 0,06
trans-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 7,28(7,18| 6,15 | 6,68 | 7,27 | 7,54 | 6,90 | 7,13 | 0,65 | 0,43 | 6,75 | 6,67 | 6,60 | 6,22 | 9,43 | 9,19 | 7,59 | 7,36 | 1,59 | 1.6
cis-Dihidro carvone 041043 ... | ... 0,29 | 0,29 | 0,35 | 0,36 | 0,09 | 0,10 | 0,52 | 0,57 | 0,36 | 0,35 | 0,40 | 0,37 | 0,42 | 0,43 | 0,08 | 0,12
Verbanol 1,95|1,71| 2,01 | 2,02 | 1,45 | 1,73 | 1,80 | 1,82 | 0,31 | 0,17 | --oor | ceeee | oo | e | e | | e | e ] e | e
Pulegone 0,82/0,74| 0,63 | 0,85 | 0,67 | 0,60 | 0,70 | 0,73 | 0,10 | 0,12 | 0,82 | 0,78 | 0,55 | 0,55 | 0,72 | 0,76 | 0,70 | 0,69 | 0,13 | 0,13
Myrtenal 0,14/0,16| 0,13 | 0,47 | ... | ..... 0,14 | 0,31 | 0,01 | 0,22 | 0,37 | 0,39 | ... | ... 0,50 | 0,32 | 0,43 | 0,36 | 0,09 | 0,05
cis-Piperitol 1,57 1,7/ 113|117 | 0,90 | 0,92 | 1,20 | 1,27 | 0,34 | 0,40 | 1.91 | 1,91 | 1,55 | 1,61 | 1,25 | 1,34 | 1,57 | 1,62 | 0,33 | 0,28
trans-Carveol 1,3/1,61| 1,12 | 1,17 | 1,42 | 1,87 | 1,28 | 155 | 0,15 | 0,36 | 1,51 | 1,42 | 1,43 | 2,04 | 204 | 2,16 | 1,66 | 1,87 | 0,33 | 0.4
Verbenone 0,7210,81| 0,63 | 0,86 | 1,21 | 1,29 | 0,85 | 0,99 | 0,31 | 0,26 | ----+ | wooer | woeee | e | | | | e [ ]
cis-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 5,48|6,04| 4,71 | 457 | 6,31 | 6,87 | 550 | 583 | 0,80 | 1,17 | 871 | 8,40 | 7,98 | 7,55 | 9,71 | 9,34 | 8,80 | 8,43 | 0,87 | 0.9
cis-Carveol 045|076 | ........| ........ 0,50 | 0,57 | 0,48 | 0,66 | 0,04 | 0,13 | 0,51 | 0,55 | 0,45 | 0,48 | 0,67 | 0,61 | 0,54 | 0,55 | 0,11 | 0,06




Ascaridole 5,32|5,42|16,11|16,66| 3,11 | 2,98 | 8,18 | 8,35 | 6,96 | 7,30 | 091 | 0,94 | 2,02 | 2,04 | 0,78 | 0,79 | 1,24 | 1,26 | 0,68 | 0,68
Carvone 2,86(2,99| 2,15 | 2,26 | 2,33 | 2,00 | 2,44 | 2,42 | 0,37 | 0,52 | 425 | 436 | 3,01 | 329 | 3,60 | 3,31 | 3,62 | 3,65 | 0,62 | 0,62
cis-Piperitone epoxide 0,1410,16| 0,24 | 037 | ... | ... 0,19 | 0,27 | 0,07 [ 0415 | 188 | 18 | 192|212 148 154|176 | 182 | 0,24 029
Bornyl acetate 012|123 ... | | | 0,12 | 1,23 | o | | | e | e L e e e e s e ]
Thymol ... 017 | 022 | ..... | ... 0,17 | 0,22 | oo | e | e | e 0,65 | 0,68 | ..... | oo | i | | |
Isobornyl acetate 2,1/2,35| 481 | 457 | 1,07 | 1,15 | 2,66 | 2,69 | 1,93 | 1,73 | v | e | e | | e ] | e | | |
Isobornyl propanoate 0,96[{0,96| 0,78 | 0,94 | ..o | cnnnn. 0,87 | 0,95 | 0,13 | 0,02 | oov | e [ | L e [ e | e ] e ] ]
Verbenol 0,39 | 0,41 | 0,39 | 0,40 | 0,33 | 0,32 | 0,37 | 0,38 | 0,03 | 0,05
trans-Pinocarveol 0,31 | 0,29 | 0,25 | 0,28 | 0,30 | 0,31 | 0,29 | 0,29 | 0,03 |0,02
a-Humulene 10 b e e e | 033032 | oo | o | e |
Neral 0,35 037|050 | 045 | ..... | ..... 0,43 | 0,41 | 0,11 | 0,05
y-Terpineol 2,79 | 2,95 | 13,97 [13,82| 1,15 | 1,19 | 5,97 | 5,99 | 6,97 | 6,84
Citronellol 0,40 | 0,41 | 0,36 | 0,25 | .o | ... 0,38 | 0,33 | 0,03 | 0,11
viridiflorol 0,26 | 0,24 | 0,33 | 0,33 | 0,26 | 0,59 | 0,28 | 0,39 | 0,04 |0,18

Compuestos segln el orden de elucion de la columna DB5-ms
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna DB5-ms-Masas y DB5-ms_Fid

**= sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna HP-Innowax-Masas y HP-Innowax-FID
CA1=Aceite de la primera destilacion; CA2= Aceite de la segunda destilacion; CA3= Aceite de la tercera destilacion

X= Promedio




La determinacion quimica del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides permitié
identificar 22 compuestos quimicos; mediante la columna no polar (DB5-MS) se identificaron
32 compuestos con un porcentaje de identificacion de 92,86 % y en la columna polar (HP-
Innowax) se pudo identificar 33 compuestos quimicos con un porcentaje de 90,30 % de

identificacion.

Segun Goémez, (2008) los principales compuestos del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides son productos de naturaleza monoterpénica (C10) y sesquiterpénica (C15)
principalmente el ascaridol que puede llegar a tener una concentracion del 70 %, asi mismo
se puede llegar a encontrar limoneno, transpinocarveol, aritosona, - pineno, mirceno,

felandreno, alcanfor y a-terpineol.

Los principales compuestos encontrados en el aceite esencial de C. ambrosioides son
similares a los reportados por otros investigadores, en el estudio que realizo (Torres, Ricciardi,
Agrelo de Nassiff, & Ricciardi, 1997) se encontraron a-pineno (13,5%), B-pineno (5%), a-
terpineno (3,5%), limoneno(4 %), trasn-pinocarveol (1,42%) p-cimeno(1,7%), ascaridol
(8,6%), timol (0,7%), mientras que en los resultados de (Jaramillo C et al., 2012) se evidencian
con mayor porcentaje los siguientes compuestos: B-pineno (0,11%) , a—Terpineno (60,29),
Limoneno (1,10%), Timol (1,02%), Trans-ascaridol (1,91%) y a-Humulene (0,22%).

Los resultados respecto a la composicién quimica de los aceites esenciales difieren en el tipo
0 proporcion de los compuestos encontrados; esto puede ser debido a las condiciones
geoboténicas del medio, al método de cultivo, a la técnica de extraccion, el estado vegetativo

de la especie utilizada, a la época de recoleccion, entre otras. (Jaramillo C et al., 2012)

Torres et al., (1997) nos menciona que cuando un compuesto no se evidencia en una columna
cromatogréfica esto se puede atribuir a una deficiencia instrumental, ya que el alto voltaje de

ionizacion posiblemente implique la fragmentacion inmediata del componente.

3.5. Actividad bioldgica del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

Los métodos empleados para evaluar la actividad antimicrobiana permitieron medir la
susceptibilidad in vitro de los microorganismos frente a agentes antimicrobianos determinando
la potencia de la sustancia, la susceptibilidad de un microrganismo a concentraciones
conocidas de una droga de origen vegetal y la concentracion de la droga en el organismo

humano.
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3.5.1. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) antibacteriana.

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

recoleccioén frente a 5 cepas bacterianas Gram-negativas y 1 cepa Gram-positiva.

Tabla 15: CMI antibacteriana (ug/ml) del aceite esencial frente a 6 cepas bacterianas.

Concentracién minima inhibitoria de Chenopodium ambrosioides mg/mi

_ Gram
Gram negativas .
Negativa
Escherichia )
i Klebsiella Proteus Pseudomonas Salmonella Staphylococcus
. coli
Aceite ATCC pneumoniae vulgaris aeruginosa typhimurium aureus
esencial 25022 ATCC 9997  ATCC842  ATCC 27853 (LT2) ATCC 25923
mg/mL 7 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
mg/mL
CAl 5 5 5 10 5 10
CA2 1,25 1,25 2,5 10 5 10
CA3 0,625 0,625 1,25 10 2,5 5
Antibiotico
Tetraciclina 1,953 1,953 7,813 15,625 1,953 1,953
pg/ml

Fuente: La Autora

En la tabla 15 se encuentran detallados los resultados adquiridos para las bacterias del aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides L, se puede apreciar que la bacteria Gram-positiva
no presentd actividad frente a ninguna concentracion, no siendo asi para algunas bacterias
Gram-negativas como E. coli y Klebsiella pneumoniae que presentan CMI de 0,625 mg/mL en

la tercera destilacion.

Holetz et al., (2002) nos clasifica los parametros de la actividad antimicrobiana:

Buena: CMI < 100 pg/ml (0,1 mg/ml)

Moderada: CMI < 100 a 500 ug/ml (0,1-0,5 mg/ml)
Débil: CMI <500 a 1000 pg/ml (0,5-1 mg/ml)
Inactiva: CMI < mas de 1000 pg/ml (1 mg/ml)
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De acuerdo a esta clasificacion podemos mencionar que el aceite en estudio presenta una
CMI débil frente a las dos bacterias Gram-negativas (E. Coli y Klebsiella pneumoniae).

En varias literaturas se encuentra reportado al ascaridol como el principio activo de esta planta
por poseer un mecanismo de accidn paralizante y narcética sobre los ascaris. A
Chenopodium ambrosioides se le atribuye propiedades antihelminticas, antipalldicas,
antiinflamatorias, analgésicas, purgante. A mediados del ciclo XX este remedio era bastante
utilizado contra parasitos intestinales, pero después ha sido reemplazado por otras hierbas

menos toxicas

En ciertos estudios sobre E. coli se ha demostrado que el timol destruye la integridad y afecta
al potencial eléctrico de la membrana plasmatica de la célula bacteriana, lo que conduce

finalmente a la lisis celular. Esto ocurre en los siguientes cinco minutos a la adicién del timol.

Es importante mencionar que la efectividad frente a bacterias de los aceites esenciales que
contienen compuestos fendlicos, especialmente timol y carvacrol, se suele atribuir a la
presencia de dichos compuestos. Estos provocan la inhibicibn del crecimiento de los
microrganismos como Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus, dafiando la
integridad de la membrana plasmaética, afectando al pH y al equilibrio de iones inorganico.
(Martinez, 2008).

3.6. Actividad antioxidante del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides.

La actividad antioxidante del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides se realizé
mediante dos métodos espectrofotometros: ABTS" y DPPH.

3.6.1. Método ABTS".

El radical ABTS" se genera a partir de su precursor [acido 2,2-anizobis-(3-etilbenzotiozalin-6
sulfénico], el radical catiénico obtenido es un compuesto de color verde-azulado, estable.
(Agudo, 2002)

3.6.1.1. Lectura de las muestras del estandar de referencia TROLOX.

Al evaluar la capacidad antioxidante de la muestra de aceite esencial de Chenopodium

ambrosioides, mediante el método de ABTS* a diferentes concentraciones del estandar de
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referencia como: Trolox con la que se trabajé en el equipo de espectrofotometria, arrojaron
datos de absorbancia, los cuales se reemplazaron con la formula de porcentaje de inhibicion
gue se encuentra en la figura 16, en el capitulo de metodologia. Los resultados que se
obtuvieron tras realizar estos célculos se expresan en la tabla 16 que indica los valores de

porcentaje de disminucién respectivos para cada concentracion.

Tabla 16: Datos del método ABTS+ para el estandar TROLOX.

DATOS ABTS+
TROLOX
Porcentaje
Concentracion  Absorbancia de
(pM) determinada  disminucion
(%)
1000 0 100
800 0 100
600 0,095 91,5
450 0,339 69,68
300 0,594 46,87
150 0,809 27,64
25 0,995 11
0 1,026 8,23

Absorbancia de solucién de trabajo de 1,118

3.6.1.2. Lectura de las muestras del aceite esencial.

Se determind la actividad antioxidante del aceite esencial Chenopodium ambrosioides a

diferentes concentraciones como se puede observar en la siguiente tabla. Comprobando a la
vez el porcentaje de disminucion.
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Tabla 17: Datos del método ABTS+ para el aceite esencial.

Aceite Chenopodium ambrosioides (Paico)

Porcentaje
Concentracion  Absorbancia de
(ppm) determinada  disminucion
(%)
10000 0,202 81,93
1000 0,874 21,82
500 0,932 16,64
250 0,981 12,25
100 1,005 10,11
50 1,012 9,48
25 1,018 8,94
12,5 1,015 9,21
5 1,004 10,2
0 1,019 8,86

Absorbancia de solucién de trabajo de 1,118

Los resultados obtenidos en la tabla 17 nos permiten evidenciar la actividad antioxidante que
presenta el aceite esencial de Chenopodium ambrosioides en su mayor concentracién (10000
ppm) con un porcentaje de disminucidon de 81,93% y en la concentracion de 1000 ppm
presenta un porcentaje de disminucién de 21,82% que comparada a los valores frente al
radical ABTS donde se emplearon estdndares de referencia y su concentracion maxima (1000
ppm) fue de 100%. Los aceites esenciales necesitan un porcentaje igual o mayor al 50% de

disminucion para poder especificar que presentan actividad antioxidante.

Jaramillo et al., (2012), menciona que la actividad antioxidante de los aceites esenciales de C.
ambrosioides puede ser atribuida a diversas razones, como son: la presencia de compuestos
fendlicos como el estragol, timol y carvacrol, que aunque estan en pequefas proporciones en
el AE pueden ejercer una actividad antioxidante como captadores de radicales y por los
hidrocarburos de naturaleza monoterpénica o sesquiterpénica, que puedan actuar de forma
similar al terpineno; es por esta razon que los aceites esenciales que no contienen

compuestos fendlicos en su composicion, pueden actuar como antioxidantes.
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3.6.2. Método DPPH.

El método DPPH, es el mas rapido, simple y de menos costo en comparacion con otros
método, se leyd a una absorbancia de 734nm, sus resultados son expresados como

porcentaje de disminucion.

3.6.2.1. Lectura de las muestras del estandar de referencia TROLOX.

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
espectrofotbmetro arrojaron datos de absorbancia, con los cuales se determiné el porcentaje
de disminucién del estdndar de referencia TROLOX para cada concentracion establecida.

Para esto se utilizé la formula de la figura que se encuentra en el capitulo de metodologia.

En la tabla 18 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 18: Datos del método DPPH para el estdndar TROLOX.

ATOS DPPH
TROLOX
Porcentaje
Concentracién  Absorbancia de
(uMm) determinada  disminucion
(%)
1000 0,044 96,07
800 0,187 83,29
600 0,38 66,04
450 0,555 50,4
300 0,726 35,12
150 0,899 19,66
25 1 8,67
0 1,002 10,46

Absorbancia de solucién de trabajo de 1,119
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3.6.2.2. Lectura de las muestras del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides.

Se determind la actividad antioxidante del aceite esencial Chenopodium ambrosioides a
diferentes concentraciones como se puede observar en la tabla. Comprobando a la vez el
porcentaje de disminucion.

Tabla 19: Datos del método DPPH para el aceite esencial.

Aceite Chenopodium ambrosioides (Paico)

Porcentaje
Concentracién  Absorbancia de
(ppm) determinada  disminucién
(%)
10000 0,904 19,21
1000 0,972 13,17
500 1,014 9,38
250 1,017 9,12
100 1,019 8,94
50 1,021 8,75
25 1,033 7,69
12,5 1,037 7,69
5 1,042 6,88
0 1,043 6,79

Absorbancia de solucién de trabajo de 1,119

Los datos observados en la tabla 19 método DPPH, nos permite observar que el aceite
esencial de Chenopodium ambrosioide no present6 un valor de disminucién superior al 50 %

en su mayor concentracion (10000 ppm), presentando un porcentaje de 19,21 %.

Se puede decir que las muestras evaluadas no contienen compuestos que atrapen radicales
libres.

Se reporta que el aceite esencial del apazote es cancerigeno en ratas a una dosis de 10 mg/kg
de peso corporal (Vizoso Parra et al., 2000)
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CONCLUSIONES

Los valores obtenidos en las propiedades fisicas fueron: densidad relativa: 0,9494 g/cm?® ;
valor medio de indice de refraccion: 1,4828; y actividad Optica: -75,98°

Mediante composicion quimica se identificaron 22 compuestos, en la columna no polar (DB5-
ms) se identificaron 32 compuestos con un porcentaje de identificacion de 92,86 % y en la
columna polar (HP-Innowax) se pudo identificar 33 compuestos quimicos con un porcentaje
de 90,30 % de identificacion.

Entre los compuestos del aceite esencial C. ambrosioides con mayor porcentaje se pudieron
identificar 9, detallados a continuacién con su respectivo porcentaje: Limonene (29,73 %),
Mentha-2,8-dien-1-ol<trans-p-> (10,86 %), p-Cymene (8,92 %), a-Terpinene (8,83 %),
Mentha-1(7),8-dien-2-ol<trans-p-> (6,90 %), Mentha-28-dien-2-ol<cis-p-> (4,85 %), Carveol
(1,28 %), Piperitol <cis-> (1,20 %).

Los resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial presento una actividad débil
frente a E. coli y Klebsiella pneumoniae (0,625 mg/mL) en la tercera, mientras que para las
cepas de Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella Typhimurium fue inactivo,
frente a las concentraciones evaluadas.

El aceite esencial obtenido presentd actividad antioxidante solo para el método ABTS* a una
concentracion de 10000 ppm con un porcentaje de disminucién de 81,93% y en la

concentracion de 1000 ppm presenta un porcentaje de disminucién de 21,82%.
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RECOMENDACIONES

o Es importante tener en cuenta la abundancia de la materia vegetal en el lugar de recolecciéon

para evitar futuros inconvenientes con la recolecta.

0 Es necesario retirar impurezas o residuos ajenos a la materia vegetal recolectada antes de
procedera destilar, asi podremos evitar complicaciones con la determinacién quimica de la

especie

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

antimicrobiana.
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ANEXO |

DETERMINACION DE HUMEDAD RELATIVA

PRINCIPIO:

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

estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
= Lampara
= Pinza
= Balanza
= Crisol

= Desecador
PROCEDIMIENTO:

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

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

= Colocar la 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:

_ (my —my)
(my —m)
Dénde:

Hm: %de humedad

m: peso de la cipsula vacia (gr)

m1: peso de la cdpsula + muestra a analizar (gr).
m 2: peso de la capsula + muestra seca (gr).
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ANEXO II

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Para calcular el porcentaje de rendimiento (%R) de los aceites esenciales evaluados se
correlacion6 el volumen de aceite esencial obtenido por cada destilacion, con la cantidad de

material vegetal, mediante la siguiente formula:

%R Volumen (mlL) 100
= %
0 Peso (gr.)

Dénde:

R: Rendimiento expresado en porcentaje.
V: Volumen del aceite esencial extraido en mL.

P: Peso de la materia vegetal empleada en la destilacion.
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ANEXO llI

DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982

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

Internacional de Normalizacion.

OBJETIVO DE APLICACION:
La presente norma especifica el método referido a la determinacion de la densidad relativa a

20°C de los aceites esenciales.

REFERENCIAS:

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

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

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

NOTA:

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

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

cierto volumen del aceite esencial a 20°C.

APARATOS:
= Picnémetro de vidrio.
» Bafio termostatico, mantenido a una temperatura de 20°C + 0.2°C.
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=  Termdmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacioén de 0.2°C a 0.1°C.

= Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:

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

» Peso del agua destilada: Llenar el picnédmetro con agua recién destilada, que esté a
una temperatura de 20°C. Coloque el picnébmetro en el bafio termostatico. Durante 30
minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapén del picnémetro en su
sitio, secar el exterior del 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 precision 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 sera con aceite esencial en

lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d3 se la expresa con la siguiente férmula:

420="2mme

20 _ml —mg

Dénde:

d29: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.
Mo: masa en gramos del picnémetro vacio.
mi: 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 IV

DETERMINACION DEL iNDICE DE REFRACCION

PRINCIPIO:

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

iso-tropismo y de transparencia.

DEFINICION:

El indice de Refraccion de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del dngulo 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 25y 30 °C segun el

punto de fusion del aceite considerado.

APARATOS:

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

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

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

de refraccién segun:

1.3330 para agua destilada.

1.4906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patrén deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también

ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabricacién del equipo.

MODO DE OPERACION:



Determinacién

Pasar una corriente de agua en el refractdmetro, 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:

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

Dénde: n‘p -n'p + 0.0004 ('~ )

ntD = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o 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

Nota:

Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precisién de la determinacion es de +0.0002
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ANEXO V

Determinacion de la actividad Optica especifica
PRINCIPIO:

Siempre que se trabaje con aceites sélidos o parcialmente sélidos, aceites de alta viscosidad
en un rango de temperatura, o0 aceites de colores fuertes, la determinacién transcurre en una
solucion del aceite.

DEFINICIONES:

Rotacion Optica de un aceite esencial: a’'D

Angulo expresado en mili radianes y/o grados del &ngulo descrito por la polarizacion plana de
una radiacion luminosa cuya longitud de onda es 589.3nm + 0.3nm, correspondiente a las D
lineas de sodio, cuando el trayecto de luz atraviesa 100nmdel espesor de un aceite esencial,
a ciertas temperaturas. Nota: Cuando la determinacion ocurre con diferentes espesores el
valor de la rotacion optica debera ser computado en relacion al espesor de 100nm. También
la medida acordada por el Faraday magneto — 6ptico en principio es posible. El espesor de la
muestra en este caso es de 10nm.

Rotacion de un aceite esencial en solucion (rotacion especifica a).
La rotacion Optica de una solucién de aceite esencial dividida para la masa de aceite esencial
por unidad de volumen

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

SOLVENTE:

(Solo para aceites esenciales que necesiten ensayarse en solucién). Se utilizarad
preferiblemente etanol al 95% en volumen, 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.

El polarimetro constara de un plato de cuarzo de rotacién 6ptica conocida, si esto es
inaccesible, con una solucién acuosa con un contenido de 26g de sacarosa anhidra pura por
100ml de solucion. La rotacion Optica de esta solucion es de +604 mrad en 200mm de pasta
a una temperatura de 20°C. El instrumento debera ser usado en la oscuridad.

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 rotacién dptica se deben usar tubos de mas o menos 200mm
+0.5mm, tubos de 50mm £ 0.05mm o0 10mm + 0.05mm o0 menos si es hecesario 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 termémetro, asegurar
la circulacion del agua a la temperatura requerida. Para la determinacion de la temperatura
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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 0 0.1°C permitiendo la determinacion de temperaturas entre
10°Cy 30°C

PROCEDIMIENTO:

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

RESULTADOS:
Calculos y férmulas

La rotacién éptica expresada en miliradianes o en grados del angulo esta dada por la
ecuacion.

aD=AN*
A = es el valor del angulo de rotacion en mrad o grados del &ngulo.

| = es la longitud del tubo usado en mm.

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

Nota: Los factores de correccidon deberan ser dados en las especificaciones para cada aceite.

Rotacién Optica de un aceite en solucion, “Rotacién especifica”
La rotacidon especifica expresada en mili radianes o grados del angulo esta dada por la
ecuacion.
[a]=a’D/C
Donde:
a’D = es la rotacidn dptica del aceite en solucion.
C = concentracion de la solucion del aceite, en gramos de aceite por ml de solucion.

Con el valor de la actividad 6ptica leida en el equipo se aplica la férmula que se muestra a
continuacién para obtener la actividad 6ptica calculada.

a=|\—|]—as
lxc

Donde:

a = Actividad éptica calculada

al = Actividad 6ptica leida

1 =Dimensioén del tubo (dm)=1

as= Actividad 6ptica del solvente=0,00 0 Z
¢ = Concentracion muestra (gr/ml)
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