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RESUMEN

Se determind la composicién quimica, propiedades fisicas y actividad biologica del

aceite esencial Gnaphalium elegans.

La humedad promedio fue de 69,3% y su rendimiento de 0,11%, con respecto a las
propiedades fisicas del AE la densidad promedio fue de 0,9303 g/cm®y el indice de
refraccion de 1,4959.

Se identificaron 25 compuestos en total del aceite esencial correspondiendo el 89,40%
y el 88,59% para DB-5MS y HP-INNOWAX respectivamente. Los componentes
mayoritarios son: y-curcumene (41,48%); ©&-cadinene (6,80%); B-caryophyllene
(5,37%); a-pinene (3,50%); Italicene (3,62%).

En cuanto a la actividad biolégica se determiné mediante el método de microdilucién
en caldo. El aceite esencial de Gnaphalium elegans fue inactivo frente a las bacterias
gram-negativas Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853); Klebsiella pneumoniae
(ATCC 9997); Proteus vulgaris (ATCC 8427); Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella typhimurium (LT2), y las bacterias gram-positivas Enterococcus faecalis
(ATCC 29212); Staphylococcus aureus (ATCC 25923) sin embargo frente a los hongos
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185) y Trichophyton rubrum (ATCC 28188)
inhibié en una concentracién de 1000 ug/mL y 500 ug/mL respectivamente.
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DETERMINATION OF THE CHEMICAL COMPOSITION, PHYSICAL AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF
ESSENTIAL OIL OF Gnaphalium elegans (ASTERACEAE) FROM PROVINCE OF LOJA

Marfa del Carmen Guaméan®, *Eduardo Valarezo?, Vladimir Morocho?
Email: mdguaman@utpl.edu.ec
! Escuela de Bioquimica y Farmacia, Universidad Técnica Particular de Loja
%Intituto de Quimica Aplicada, Universidad Técnica Particular de Loja, San Cayetano Alto, Loja, Ecuador.
Email: bevalarezo@utpl.edu.ec

ABSTRACT

In the essential oil from aerial parts of Gnaphalium elegans, extracted by
hydrodistillation and analyzed by Gas Chromatography coupled to mass
spectroscopy(GC-MS) and Gas Chromatography flame ionization detector (GC-FID)
techniques, were identified twenty-five components the main compounds were: y-
curcumene (39,27%); d-cadinene (8,52%); B-caryophyllene (4,84%), a-pinene (3,39
%), Italicene (3,17%). The antimicrobial activity and antifungal activity of this oil was
assayed against with a minimal inhibitory concentration (MIC): against two Gram
Positives: Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Staphylococcus aureus ATCC
25923 and five Gram Negatives: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 9997, Proteus vulgaris ATCC 8427, Escherichia coli ATCC 25922
and Salmonella Tiphymurium LT2;the fungi: Tricophyton mentagrophytes ATCC 2885,
Tricophyton rubrum ATCC 28188 and Aspergillus niger ATCC 9642-U. The results
were: the essential oil was inactive in all bacteria, in the fungi was able to inhibit in
Tricophyton mentagrophytes and Tricophyton rubrum inhibited of 500 yg/mL and 1000
pg/mL, and against Aspergillus niger was inactive. This is the first report on the
chemical composition and biological activity of this specie.

Key Words Index
Asteraceae, Gnaphalium, Essential oils, Biological activity

INTRODUCTION production alternative to the use of
plants [5].This is the first report on the
chemical composition and biological

activity of this specie.

Ecuador has many native and endemic
plants, the essential oil is considered a
industrial  product[1]. The family
Asteraceae is the largest group of
vascular plants in terms of number of
species[2], within the same gender is
Gnaphalium which are a type of annual
or perennial herbs[3]. The Gnaphalium
elegans of a type of herbs native to the
Andes and medicinal leaves to help to
cure ulcerated wounds[4].

EXPERIMENTAL

Plant material collection and
essential oil extraction

The aerial parts of the Gnaphalium
elegans were used. The plants were
collected at ambients conditions in
Loma la  Torre  Saraguro(Loja,

The essential oils have significant in the
antimicrobial activity, such as
antifungal, antibacterial and antioxidant,
making removal emerges as a viable

Ecuador). Bolivar Merino (Herbarium of
the Universidad Nacional de Loja,
Ecuador) realized the taxonomic
identification of plant material, the plant
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samples were preserved in the
herbarium of UTPL.

Extraction of essential oil

The essential oil by hydrodistillation in a
Clevenger-type apparatus.
Approximately 2600g. of fresh total
plant material were used in each
distillation for two hours. The essential
oil of the three collected samples were
labeled and stored at 4°C until being
analyzed.

Gas Chromatography Mass
Spectrometry (GC/MS)

The qualitative analysis of essential oils
was performed in an Agilent gas
chromatograph (model 6890N) coupled
to a mass spectrometry detector (MS)
(model 5973 inert series). Two capillary
columns were used. Firstly, an apolar
DB-5MS 5%-phenyl-methylpolysiloxane
30 m x 0.25 mm, thickness 0.25 pum film
(Agilent 122-5532) and secondly a
polar HP-INNOWAX polyethyleneglycol
30 m x 0.25 mm, thickness 0.25
um(Agilent 19091N-133).

The MS detector was operated at 250
°C, using helium carrier gas. Essential
oils were diluted in CH,CIl, before
injection (50:1). Retenction index of the
compounds were determined based on
retention time of the standard
(hydrocarbons  C10-C25), injected
under the same conditions.

Gas Chromatography (GC/FID)

The quantitative analysis of the
essential oils was performed using a
flame ionization detector (FID). The FID
detector was operated at 250 °C, Gas
Generator 9150 PACKARD.

Physical properties of essential oils

Physical properties, relative density and
index refraction of the essential oils
were determined.

Relative density was determined
according to the standard ANFOR NF
T75-11 requirements, using a
pychometer (1mL) and an analytical
balance at 20°C.

Refraction index was determined
according to the standard ANFORNFT
75-112 using a refractometer (model
ABBE) at 20°C.

All measurements were performed
three times.

BIOLOGICAL ACTIVITY
Antibacterial activity

We determined the minimum inhibitory
concentration (MIC) against 7 strains of
bacterium: 2 Gram Positive:
Enterococcus faecalis ATCC 29212
and Staphylococcus aureus ATCC
25923 and 5 Gram Negative:
Pseudomonas aeruginosa  ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC
9997, Proteus vulgaris ATCC 8427,
Escherichia coli ATCC 25922 and
Salmonella Tiphymurium LT2,
subjecting the essential oil to each of
the above microorganisms, using the
dilution. Sterile  96-well plates,
underwent essential oil each of the test
organisms incubated for 24 h at 37 ° C,
the bacterial population was adjusted
3x10°%ufc/mL with Muller-Hinton broth to
be placed in each well 100 at the end of
the test except in the control of sterility,
the amount being adjusted 5x10°ufc/mL
in a total volume of 200 ul.

It were used three controls: Sterility,
DMSO, gentamicin and ampicillin
(antibiotics), performing the same
procedure were incubated for 24h at 37
°C.

The test was performed in triplicate.

Antifungal activity

Trichophyton mentagrophytes ATCC
2885, ATCC 28188 Trichophyton
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rubrum and Aspergillus niger ATCC
9642.

For this evaluation used the same
solution used in WCC work with
bacteria (20ul mL/DMSO); follow the
same procedure as mentioned above is
that of a serial dilution varying only
certain parameters: the final
concentration of inoculum 5x10*fungy/
mL, final concentration of essential oil
of 1000 to 0.05 mg/mL in serial dilutions
is made up obtain nine consecutive
dilutions and positive control that uses
a 1lmg/mL solution of itraconazole.
Plates were incubated at 28 ° C for 24-
96h. Testing with each fungus was
performed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Tablel. Humidity of fresh plant, yield and
physical properties of essential oil the
Gnaphalium elegans

C* Hm(%) R(%) d* n*

1 64 0,10 0,922 1,4932
2 71 0,12 0,932 1,5021
3 73 0,13 0,936 1,4925

C*=collections

Hms=relative humidity

R=yield of essential oil

d%= relative density of the essential oil
n?’=index of refraction of the essential oil

The essential oil extracted from aerial
parts of Gnaphalium elegans at the
phonological stage of flowering was
yellow liquid in appearance.

The mean of the density of the three
collections of essential oil was 0.9303
glcm® and the refraction index is
0,4959.

The results of the qualitative and
guantitative analysis Table 2 in order of
elution from the DB5-MS column. From
essential oil of Gnaphalium elegans 25
compounds were identified,
representing 89.85% for DB-5 column
and 88.59% for HP-INNOWAX (Table
2),using Kovats index and mass
spectra the main compounds were: y-
curcumene  (41,48%);  ®-cadinene
(6,80%); p-caryophyllene (5,37%), a-
pinene (3,50 %), Italicene (3,62%)
belong to the group of sesquiterpenes.

So far it has not been possible to find
studies on the chemical composition of
essential oil of this species.
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TABLE 2: Chemical composition of essential oil of Gnaphalium elegans

N° | Compound® DB-5MS HP-INNOWAX"

INDEX o e INDEX

KOVATS #RELATIVE AMOUNT KOVATS % RELATIVE AMOUNT®

KS | k° g 0 cv k¢ | «° 2 0 cv
1 | a - pinene 942 | 938’ 3,14 0,01 0,0280 1018 | 1007"° | 3,63 0,01 0,0028
2 | a-cubebene 1368 | 1345 1,27 0,01 0,0140 1478 | 14639 | 0,87 0,01 0,0115
3 | a-copaene 1361| 1376 | 9,11 0,06 0,0066
4 |Italicene 1396 | 1406' 3,61 0,02 0,0055 1527 | 1543" 2,74 0,03 0,0115
5 | a-cedrene 1406 | 1409' 1,4 0,01 0,0071 1548 | 1578' 0,4 0,01 0,0109
6 | B-caryophyllene | 1411 1418" | 453 | 0,01 0,0022 |1581]1618°| 5,15 | 0,01 | 0,0250
7 |trans- 1436 1434°| 1 | 002 | 0,0200

bergamotene
8 | Z-B-farnesene 1449 | 14439 | 0,65 0,01 0,0154
9 |Aromadendrene | 1428 1441° 0,87 0,03 0,0345 1590 | 1600’ | 2,87 0,01 0,0019
10 | y-muurolene 1467 | 1477" 1,98 0,05 0,0253 1674 | 1684°| 3,17 0,04 0,0035
11 | a-muurolene 1490 | 1480° 1,14 0,02 0,0175 1712 (17279 1,21 0,01 0,0126
12 | y- curcumene 1476 | 14827 [ 4589 | 0,24 0,0052 1690 | 1680" | 32,64 | 0,22 0,0083
13 | B-selinene 1480 | 1485" 0,93 0,03 0,0323 1703 | 1711% 1,34 0,04 0,0067
14 | a-selinene 1488 | 1494" 1,47 0,05 0,0340 1709 [ 1724°| 1,32 0,02 0,0299
15 | a-bisabolene [ 1495] 1507" | 0,58 | 0,01 0,0172
16 | y-cadinene 1504 | 1513° 7 0,07 0,0100
17 | 8-cadinene 1511 1524" 3,92 0,01 0,0026 1745 |1749°| 13,13 | 0,04 0,0030
18 | a-cadinene 152715389 | 0,21 0,01 0,0476
19 | a-Bisabolol 1680 | 1683°%| 1,15 0,03 0,0261 2213 | 2153' 1,25 0,02 0,0160
20 | a-gurjunene 1514 | 15299| 1,43 0,01 0,0070
21| B-cubebene 1575 |1558™ | 0,61 0,01 0,0164
22 | B-gurjunene 1589 | 1593" [ 0,65 | 0,01 | 0,0154
23 | B-bisabolene 1718 | 1726° 1,9 0,02 0,0105
24 | a-curcumene 1769 | 1777"| 13,13 | 0,03 0,0023
25| B -bisabolol 2145 | 2106 2,78 0,05 0,0180
*Total | 89,85 *Total | 88.59

CV= Coefficient of variation

GE: Gnaphalium elegans

KI=Kovats Index

a= Compounds ordered according to the elution order in the column DB-5MS

b= Compounds ordered according to the elution order in the column HP-INNOWAX
c= Kovats index identified in the column only DB-5MS y HP-INNOWAX

e= Average percentages of relative percentage of the compounds identified in both columns
d= Kovats Index in the column only DB-5MS y HP-INNOWAX

X=Average total area of chemical compunds for each collection

o =estandar deviation

*=Sum of compounds identified in both columns

IK Ref., referencias: ref, ref®, ref”, ref, ref , ref, ref, ref™, ref", ref®, ref®.
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Table 3.Minimal inhibitory concentration for the
evaluated fungi

Minimal Inhibitory concentration (g/mL)

Microorganism

Oils Tm Tr An
GE 111 1000 500 NA
GE 112 1000 500 NA
GE 113 1000 500 NA
GE 121 1000 500 NA
GE 122 1000 500 NA
GE 123 1000 500 NA
GE 131 500 1000 NA
GE 132 500 1000 NA
GE 133 500 1000 NA

Itraconazole: positive controls 100%
inhibition (7,81 pug/mL)

Tm: Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185,
Tr: Trichophyton rubrum ATCC 28188

An: Aspergillus niger ATCC 9642-U.

NA: not active

The essential oil was inactive in Gram-
positive bacterium and Gram-negative
bacterium.

The obtained results of the antifungal
CMI are shown on the table 3.

The MIC values for fungi evaluated in
the three collections made, that of T.
mentagrophytes, nine oils inhibited at a
concentration of 1000 ug/ mL and 500
pg/mL. The MIC for the fungi T.rubrum
essential oils inhibit in a concentration
of 500 pyg/mL and 1000 upg/mL. and
Aspergillus niger was inactive.
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l. FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO

1.1. FIN DEL PROYECTO

Contribuir al estudio de aceites esenciales provenientes de especies vegetales de la

flora aromatica de la regién Sur del Ecuador.

1.2. PROPOSITO DEL PROYECTO

Caracterizar las propiedades fisico—quimicas del aceite esencial de la especie

Gnaphalium elegans (Asteracea) y evaluar su actividad antibacteriana y antifingica.

1.3. COMPONENTES DEL PROYECTO

1. Obtencidn del aceite esencial de la especie vegetal utilizando el método de
arrastre por vapor de agua.

2. Determinar porcentaje de humedad y rendimiento del aceite esencial de la
especie vegetal que se estudia.
Determinar las propiedades fisicas: densidad e indice de refraccion

Identificar los componentes quimicos del aceite esencial de la especie vegetal
Gnaphalium elegans, mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (CG-MS) y al Detector de lonizacién en Llama (CG—
FID).

5. Evaluar la actividad antibacteriana y antifingica del aceite esencial.
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Il. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
2.1. INTRODUCCION

Las plantas aromaticas cuyos principios activos estdn constituidos, total o
parcialmente, por esencias, representan alrededor de un 0,7por 100 del total de las
plantas medicinales’. El uso de las plantas aromaticas y medicinales tiene un origen
muy antiguo, la necesidad de estas hierbas era satisfecha por la recoleccion directa de

las poblaciones espontaneas o silvestres?.

Muchas de las plantas con aroma tienen algun principio medicinal pero también
existen plantas con actividad terapéutica que no tienen aroma. Entonces una planta es
considerada medicinal si contiene en toda o0 en alguna de sus partes sustancias
llamadas principios activos, que ejercen una accioén terapéutica en el organismo.
Representan el 14,5% de las especies conocidas y dentro de éstas sélo el 0,66% son
aromaéticas, es decir, que contienen aceites esenciales 0 componentes volatiles®

En las Ultimas dos décadas ha crecido notablemente el interés por los productos
naturales obtenidos de especies vegetales como: aceites esenciales y oleorresinas,
por parte de las industrias cosméticas, farmacoldgicos y en especial de alimentos, ya
que ademas de su aporte como aromaticos existen numerosos trabajos que avalan su
actividad biocida, antioxidante y en muchos casos podrian tener un potencial efecto
benéfico para la salud®.

Las principales propiedades de las especies aromaticas se deben a la presencia de
aceites esenciales en diferentes partes de la planta’Las plantas arométicas son las
que concentran una mayor cantidad de esencias y por tanto constituyen la materia
prima para su obtencién, bien sea empleando toda la planta, sélo sus hojas, flores,
frutos o raices, dependiendo de la planta concreta de que se trate® Debido a sus
numerosas propiedades, la utilizacion de las plantas aromaticas y medicinales y la de
sus principios activos, proporcionan importantes beneficios medioambientales,
econdémicos y sociales, ademas de constituir un amplio campo de aplicacién de las

industrias alimentaria, farmacéutica, y perfumero-cosmética’.

"Palacio G. L, Las plantas medicinales y aromaticas una alternativa para el futuro, Boletin econémico ICE N° 2652,
pp.20, 2000.

®Prieto C.,Estudio y Recopilacién de datos sobre Plantas Aromaticas y Medicinales de la zona de Tierra de campos y
Montes de Torozos, Valladolid, pp. 4, 2005.

Gabucci L., La esencia de las plantas, Enfasis alimentacion online, Dpto. de Ciencias Basicas. Universidad Nacional
de Lujan, Argentina, pp 1,2,3, 2007.

“ElechosaA., Juarez Miguel A., Evaluacién de la producciéon Nacional las Plantas Aromaticas y sus Aceites Esenciales,
Centro de Recursos Naturales IRB, IC y AINTA Castelar, Buenos Aires, pp. 61, 2001

®0rtufio M., Manual Préctico de aceites esenciales, aromas y perfumes. Ediciones AIYANA, Primera Edicién, 2006.
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Las plantas arométicas se han utilizado como remedio para combatir todo tipo de
males; las primeras informaciones sobre estas plantas fueron transmitidas de forma
oral por los hechiceros o chamanes a sus aprendices. Luego aparecieron los primeros
herbarios que daban cuenta de las plantas recolectadas en aquella época®.

Los aceites esenciales 0 esencias vegetales son mezclas de un numero variable de
sustancias organicas aromaticas, parte del metabolismo de un vegetal, compuesto
generalmente por terpenos, que estdn asociados 0 no a otros componentes, la
mayoria de ellos volatiles, y generan en conjunto el olor de dicho vegetaﬁ.

Como parte del metabolismo de una planta, las esencias abarcan una gama muy
variada de constituyentes, presentando también en su composicion ésteres, alcoholes,
aldehidos, cetonas, acetales, fenoles, glucésidos, ceras, hidrocarburos lineales, acidos
grasos, alcaloides, cumarinas, esteroides, y cada vez mas una heterogénea variedad
de compuestos heterociclicos, a medida que se avanza en el conocimiento de su
composicion’.

Los aceites esenciales no son compuestos puros sino mezclas de multitud de
sustancias (es facil que un aceite esencial sea una mezcla de mas de 100 sustancias
gquimicas distintas) que se encuentran en distintas proporciones y que en conjunto
proporcionan al aceite esencial sus caracteristicas propiasS.

Los aceites esenciales se pueden extraer del material vegetal, a través de algunos
métodos: destilacion, lixiviacion, enfloracién, maceracion y expresion. Las variaciones
de estos métodos son consideradas algunas veces independientes, pero solo son
modificaciones como: condiciones del extracto, combinacién de dos de ellos, como
extrucion con lixiviacion, etc. La destilacion posee variaciones, entre ellas se tiene el
de arrastre por vapor, que consiste en extraer los aceites esenciales mediante vapor
de agua, el cual pasa a través del material vegetal arrastrando las particulas de aceite

esencial®

®Prieto C.,Estudio y Recopilacién de datos sobre Plantas Aromaticas y Medicinales de la zona de Tierra de campos y
Montes de Torozos, Valladolid, pp. 4, 2005.

®Bandoni A., Los Recursos Vegetales Aromaticos en Latinoamérica, Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, 12 ed.,
Buenos Aires, pp. 27, 2002.

"Cruz S., Gémez A, Garcia V, Alvarez L., Caceres A., Morales J., "et al.", Caracterizacién de Aceites Esenciales y
extractos de ocho especies Mesoamericanas de Piperaceas y evaluacion de la actividad biocida para su
aprovechamiento como nuevos recursos aromaticos y/o medicinales, Universidad de San Carlos de Guatemala, pp. 10,
2006.

8Lima S., Analisis de los rendimientos obtenidos de dos especies de eucalipto trabajados en seco a nivel de laboratorio
y a nivel planta piloto en la extraccion de su aceite esencial, Universidad de San Carlos de Guatemala,Escuela de
Ingenieria Quimica, Mayo 2005.
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Este método de arrastre por vapor ofrece la ventaja que el vapor de agua se introduce
en el material vegetal a mayor presion, pudiendo de esta manera, romper con facilidad
las micelas donde se encuentra confinado el aceite esencial. Tiene la desventaja de no
poder reducir de tamafo las particulas a tamices muy pequefios, ya que el vapor

arrastraria el material vegetal contaminando al condensados,

Por otra parte, la utilizacion de aceites esenciales como sustancias medicinales es una
aplicacion que actualmente vive un nuevo impulso, al quedar englobada dentro del
gran auge que experimentan los productos naturales desde hace algunas décadas en

los paises méas desarrollados®,

Dado que los aceites esenciales se encuentran en muy pequefia concentracion en la
planta, generalmente son dificiles de obtener, por lo que es necesaria una gran
cantidad de material vegetal (que hay que cosechar y recolectar) y si a esto afiadimos
su caracter volatil, fragiles y susceptible a la luz. Pueden ser liquidos, la mayoria
incoloros y de caracter volatil, los hay muy viscosos o semisélidos, denominados
balsamos (balsamo de Peru, balsamo deToll) u oleorresinas como la de pimentén, la

paprika o el chicle®

Las plantas producen compuestos con propiedades farmacolégicas que pueden ser
empleados en el combate de diferentes enfermedades, se ha comprobado que los
aceites esenciales poseen caracteristicas de insecticidas, antibacteriana, antioxidante,

antifingicas y antiviral®.

Respecto a la actividad antibacteriana, diferentes autores han mostrado como los
aceites esenciales con un elevado contenido de fenoles, son potentes microbicidas o

inhibidores, la cual depende de sus composiciones quimicaslg.

8Lima S., Analisis de los rendimientos obtenidos de dos especies de eucalipto trabajados en seco a nivel de laboratorio
y a nivel planta piloto en la extraccion de su aceite esencial, Universidad de San Carlos de Guatemala,Escuela de
Ingenieria Quimica, Mayo 2005.

®Ortufio M., Manual Préctico de aceites esenciales, aromas y perfumes. Ediciones AIYANA, Primera Edicion, 2006.
®Bandoni A., Los Recursos Vegetales Aromaticos en Latinoamérica, Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, 12 ed.,
Buenos Aires, pp. 27, 2002.

®Gémez G., Anlisis de la composicién quimica y de la actividad biolégica de los aceites esenciales de 2 quimiotipos
de Lippia alba (Mill.) N.E.Br., en funcién de las condiciones de extraccién y secado de la planta, Universidad Industrial
de Santander, escuela de Quimica, Bucaramanga, pp.61, 2007.
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La actividad antimicrobiana se utiliza para evaluar la actividad inhibitoria de una planta
0 sus derivados, la potencia de un compuesto, la susceptibilidad de un
microorganismo a concentraciones conocidas de una droga vegetal. Para evaluar la
actividad es preciso conocer el modelo microbiano perfectamente y tenerlo controlado
en las condiciones de laboratorio, ya sea por procedimientos in vitro o in vivo. La
medicion de esta actividad puede hacerse por métodos de difusién y dilucion. El
método de difusiébn se usa como un procedimiento cualitativo, semicuantitativo y a
veces cuantitativo, el método de dilucidon se usa para determinar la concentracion
inhibitoria minima (CIM) que se requiere del agente antimicrobiano para inhibir o matar

al microorganismo7.

2.2. ANTECEDENTES

El universo de las plantas aromaticas es muchisimo mayor, si se considera su origen
biolégico y su significaciébn comercial. La variabilidad genética de las plantas es una de
sus mas valiosas virtudes, al aportar una casi infinita riqueza y ser aprovechadas las
mismas por el hombre. A esta variabilidad deben sumarse factores ecoldgicos,
culturales, metodolégicos agricolas e industriales’.

El mercado mundial de los aceites esenciales genera una continua renovacion a través
de la tecnologia empleada para obtenerlos. A su vez, incentiva la optimizacion de los

equipos usados diariamente, para aumentar su rentabilidad y eficiencia®.

Los aceites esenciales extraidos de las plantas aromaticas son una fuente de ingresos
importantes para el desarrollo de los pueblos alejados de las grandes ciudades™®.
Actualmente los aceites esenciales alrededor del mundo son utilizados con fines

cosmeéticos, alimenticios (saborizantes, condimentos, etc.) y farmacéuticos™’.

"Cruz S., Gémez A, Garcia V, Alvarez L., Caceres A., Morales J., et al.", Caracterizacion de Aceites Esenciales y
extractos de ocho especies Mesoamericanas de Piperaceas y evaluacion de la actividad biocida para su
aprovechamiento como nuevos recursos aromaticos y/o medicinales, Universidad de San Carlos de Guatemala, pp. 10,
2006.

°Cerpa M., Hidrodestilacién de Aceites esenciales modelado y caracterizacién, Departamento de Ingenierfa Quimica y
Tecnologia del Medio Ambiente, pp. 15, Abril del 2007.

®Meza M., N. Gonzélez de C. y A. Usubillaga, Composicién del aceite esencial de Origanummajorana L. extraido por
diferentes técnicas y su actividad bioldgica, Rev. Fac. Agron. (LUZ), 24: 725-738, 2007.

“Mahecha C., Actividad antioxidante y antibacteriana de aceites esenciales extraidos de hojas y frutos de
Siparunasessilifora, previo a la obtencion de Magister en ciencias bioldgicas, Pontificia Universidad Javeriana,
departamento de Quimica, pp. 18, Bogota 2010.
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Los aceites esenciales son usados como agentes carminativos, estimulantes,
diuréticos y antirreuméticos; algunos poseen propiedades insecticidas, antifingicas y
antibacterianas frente a microorganismos patégenos y han sido considerados como
ingredientes activos en algunos plaguicidas botanicos debido a su eficacia frente a un
namero considerable de plagas, su toxicidad minima en mamiferos y su disponibilidad

generallz.

En Ecuador, asi como en otros paises, se observa una creciente disposicion hacia el
uso de productos naturales; sean estos para alimentacion, para uso personal o hasta
para decoracién, muestra de ello existen varias empresas dedicadas a la extracciéon de
aceites esenciales, algunas de ellas son fundaciones que intentan desarrollar
poblaciones indigenas en la Amazonia y otras son netamente empresas con fines de

Iucrole’,

Las Asteraceas incluyen gran cantidad de especies Utiles (medicinales, agricolas,
industriales, etc.). Algunas han sido domesticadas y cultivadas desde la Antigtiedad,
Su uso etnobotanico ha ayudado a sustentar numerosos pueblos, hoy unos 40 géneros
de Asteraceas son relevantes en alimentacion humana y animal, fuentes de aceites
fijos y aceites esenciales. En terapéutica son usados un gran niamero de metabolitos

secundarios sintetizados por Asteraceaes“_

La region Sur del Ecuador cuenta con gran cantidad de plantas nativas y endémicas,
es por ello que el Instituto de Quimica Aplicada ha realizado y tiene la experiencia en
hacer investigaciones de aceites esenciales provenientes de especies vegetales de la

flora aromatica.

2sanchez V., Pino O., Correa T., Naranjo E., Iglesia A., Estudio Quimico y Microbiolégico del aceite esencial de

Piperauritum kunth (Caisimén de anis), Rev. Proteccion Veg. Vol. 24 No. 1: 39-46, 2009.

3Sjlva C., Estudio de Factibilidad para creacién de Empresa productora de Aceite Esencial de Maracuyd, proyecto

ﬁrevio a la obtencion del titulo de Ingeniero en Administracion de Procesos, Escuela Politécnica Nacional, pp.10, 2007.
Vitto L., Del Petenatti, E.M., Asteraceaes de importancia econémica y ambiental, primera parte sinopsis morfologica y

taxonémica, importancia ecolégica y plantas de interés industrial, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y

Técnicas Argentina, Multequina, Nim. 18, pp. 87-115, 2009.
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Para desarrollar la presente investigacion, se planted caracterizar una especie
Asteracea como es la Gnaphalium elegans de la Provincia de Loja, de la cual no se
ha podido encontrar un estudio sistemético, identificando sus componentes quimicos,
propiedades fisicas como: densidad, indice de refraccion y evaluacion de la actividad

antibacteriana y antifungica.

Gnaphalium elegans

Fotografia 01: Muestra de herbario Gnaphalium elegans

S

Fuente: Herbario UTPL
Elaboracién: La autora

Ordén Jerargico

Reino: Plantae

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnolidae
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Género: Gnaphalium
Epiteto especifico: elegans

Nombre vernacular: Yunga ishpinguillo blanco.

®*De la Torre L., Muriel P., Macia M., Balseu H., Enciclopedia de las Plantas Utiles del Ecuador.Herbario QCA de la
Escuela de Ciencias Biol6gicas de Universidad de Aarthus.Quito&Aarthus, 2008.


http://www.tropicos.org/Name/43000013
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Sinénimos
Gnaphalium poeppigianum DC.; Gnaphalium poeppigianum var. Huigrense Domke;

Gnaphalium schoburgkii Sch. Bip; Pseudognphalium elegans (Kunth) Kartesz™®.

Descripcién Botanica

Es un tipo de hierba anual o perenne, hojas alternas, margenes finamente crenados,
apice ondulado, tallos cuadrangulares presencia de pubescencia ramificada, flores

pequefas de color amarillo®®.

Distribucién Geogréfica
En Ecuador esta especie se la encuentra en las provincias de Carchi, Imbabura,

Chimborazo, Napo, Pichincha, Tungurahua, Loja16.

Usos

La especie Gnaphalium elegans hierba terrestre nativa de los Andes y medicinal, sus

hojas amarradas a heridas ulceradas ayudan a secarlos s

®Missouri Botanical Garden in: http:mobot.mobot.org/W3T/Search/vast.html.
®De la Torre L., Muriel P., Macia M.,Balseu H., Enciclopedia de las Plantas utiles del Ecuador.Herbario QCA de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas de Universidad de Aarthus.Quito&Aarthus, 2008.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3. MATERIALES Y METODOS

La metodologia que se utilizé para la realizacion de la presente investigacion se detalla

a continuacion:

Identificacién de la materia vegetal

Recoleccién y seleccion de la materia vegetal.

Destilacién de la materia vegetal.

Determinacion de la humedad y rendimiento del aceite esencial
Determinacion de propiedades fisicas del aceite esencial.
Determinacioén de la composicién quimica del aceite esencial.

Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifingica

3.1. Identificacion de la materia vegetal

Para el desarrollo de la presente investigaciéon, la materia vegetal fue identificada por
Bolivar Maza (Herbario de la UNL), la especie vegetal se conserva en el herbario de la
U.T.P.L.

3.2. Recoleccion y selecciéon de la materia vegetal

3.2.1 Recoleccién de la materia vegetal

La recoleccion de la materia vegetal Gnaphalium elegans como se indica en el gréafico
N° 01, fue recolectada a unos 10 minutos antes de llegar al Canton Saraguro, en un
camino que conduce Loma La Torre, a una altitud de 2857 ms.n.m. con las siguientes
coordenadas: 17694033 E, 9596265 N.

12
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GRAFICO 01: Area de estudio de la materia vegetal Gnaphalium elegans en el Cantén Saraguro
Provincia de Loja
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Elaboracién: La autora

Como se indica en el grafico 02 se realizaron tres salidas de campo en un periodo de
espera de 15 dias, se recolectd entre 2400g a 2600g. aproximadamente, la misma que
fue transportada hasta el Instituto de Quimica Aplicada (I.Q.A.) al area de Aceites
Esenciales para su tratamiento post cosecha. Se hicieron tres destilaciones distintas,
de cada recoleccion, obteniendo un total de 9 muestras.

GRAFICO 02: Fecha y cantidad de material vegetal obtenida en las tres recolecciones

Cantidad de materia
Fecha vegetal G. elegans
Recoleccion 1 15-09-2010 2400g.
Recoleccién 2 06-10-2010 2600g
Recoleccion 3 22-10-2010 25009

Elaboracién: La autora

3.2.2. Seleccion de la materia vegetal

Una vez recolectada la muestra, como se indica en la fotografia 02 necesitd de un
adecuado tratamiento, se ejecuta una seleccién de toda la parte aérea (hojas, tallos e

inflorescencias), eliminando impurezas, malezas y de otras partes de la planta no

13



aprovechables, la materia vegetal se corta en pedazos pequefios con el objetivo de
lograr una superficie de contacto con el vapor, y con ello obtener un mejor rendimiento

de aceite esencial de la materia vegetal en estudio.

Fotografia 02: Preseleccion de la materia vegetal

Elaboracién: La autora

3.3. Destilacion de la materia vegetal

Se realizaron varias pruebas de destilacion de la especie vegetal tanto en fresco como
en seco y se calculé el porcentaje de rendimiento del aceite esencial obtenido
comparando los resultados tanto en base humeda como en seca, es decir, tomando
Unicamente el peso de la planta sin contar con el peso del agua, por lo que se
determin6 que en fresco la especie vegetal tiene mas alto rendimiento de aceite. La
extraccion del aceite esencial se llevo a cabo empleando un equipo de destilacion tipo
Clevenger.

El método para obtener el aceite esencial fue por arrastre de vapor, el cual consiste en
una vaporizacion de los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de
vapor de agua, el cual ejerce la doble funcién de calentar la mezcla hasta su punto de
ebulliciéon luego el vapor se condensa y separa las dos fases por decantacién. Los
vapores que salen del cuello de cisne se enfrian en un condensador donde regresan a
la fase liquida, los dos productos inmiscibles, agua y aceite esencial finalmente se

separan por diferencia de densidades en un vaso florentino °.

®Bandoni A., Los Recursos Vegetales Aromaticos en Latinoamérica, Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, 12 ed.,
Buenos Aires, pp. 27, 2002.
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La materia vegetal fue destilada en base fresca durante 3 horas lapso en el que se
obtuvo el aceite esencial. En el grafico 03 nos indica el proceso para la extraccién del

aceite esencial.

GRAFICO 03: Esquema de destilacion de la especie vegetal

Elaboracion: La Autora

3.3.1. Envasado y Almacenamiento

En las fotografias 03 y 04 el aceite esencial extraido se recogié en probetas, se midié
el volumen del aceite y se colocdé en un frasco de vidrio color oscuro, este fue
etiquetado con una codificacion: iniciales de la especie, fecha de destilacion y el
volumen total obtenido de la destilacion, se lo almacené a refrigeracion a -4°C para

evitar degradacién quimica por presencia de la luz solar

9 - S . : o . .
Cerpa M., Hidrodestilaciéon de Aceites esenciales modelado y caracterizacion, Departamento de Ingenieria Quimica y

Tecnologia del Medio Ambiente, pp. 15, Abril del 2007.
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Fotografia 03: Envasado del A.E. Fotografia 04: Almacenamiento del A.E.

Elaboracién: La Autora Elaboracion: La Autora

3.4. Determinacion de la humedad y rendimiento de la materia vegetal

3.4.1. Humedad
Se procedié a tomar una muestra de la materia vegetal, se la cortd6 en pedazos
pequefios aproximadamente de 1g. Posteriormente se la colocdé en capsulas de
porcelana, se hizo por triplicado para obtener un promedio de las mismas.(Ver Anexo
2). Se utilizé una lampara UV, un desecador y balanza analitica.

La férmula para el calculo de la humedad fue la siguiente:

my — 1M
Hm=uxlﬂﬂ
{mz—m}

3.4.2. Rendimiento

El aceite esencial obtenido se lo recoge en una probeta y se midio el volumen y junto
con el peso de la muestra se determina el rendimiento. (Ver Anexo 3).

La férmula para el calculo del rendimiento fue la siguiente:

v
R =—x100

16



3.5. Determinaciéon de propiedades fisicas del aceite esencial:
3.5.1. Densidad relativa

El principio en que se basa, es en la determinacion de la masa de un determinado
volumen de aceite esencial, expresada en g/mL, a una temperatura dada 20°C. La
densidad se representa por "d" *°.

La densidad del aceite esencial de las tres recolecciones se determind segun la norma
AFNOR NF T 75 — 111, se mezclaron los tres aceites esenciales de cada recoleccion y
se realizar6bn tres repeticiones obteniendo una densidad promedio para cada
muestra.(Ver Anexo 4)

En la fotografia N° 05 nos indica el picnémetro conteniendo el aceite esencial para

determinar el rendimiento.

Fotografia 05: Peso del picnémetro con el aceite esencial

Elaboracion: La Autora

3.5.2. indice de refraccion

El indice de refraccion de una sustancia dada, es la relaciéon entre la velocidad de un
rayo de luz en el vacio y la velocidad de la luz a través de la sustancia, es igualmente
la relacion del seno del angulo de incidencia al seno del angulo de refracciéon de un
rayo luminoso®®.

El indice de refraccion de los aceites esenciales se determind segun la norma AFNOR
NF T 75-112.

'8 Merllofio Q, El Aceite Esencial de limén producido en Espafia. Contribucién a su evaluacién por Organismos
Internacionales, Murcia, pp.131, 1999.
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En la fotografia 06 se indica el refractometro ABBE, que se utiliz6 para determinar el
indice de refraccion en el laboratorio del CETTIA — UTPL (Ver Anexo 5).

Fotografia 06: Refractémetro

Elaboracion: La Autora

3.6. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial

Para identificar los componentes quimicos del aceite esencial de la especie
Gnaphalium elegans se utilizé la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas CG — MS y al Detector de lonizacion de Llama CG — FID,
obteniendo resultados cualitativos y cuantitativos, se realiz6 en dos columnas capilares
DB-5MS(5%-Fenil)-metilpolisiloxano) y HP-INNOWAX (Polietilen Glicol).

Para la obtencion de los cromatogramas como se indica en la fotografia 07 se utilizo el
equipo Cromatografo de Gases Agilent serie 6890N, acoplada a un Espectrometro de
Masas Agilent serie 5973 inert, constituido con un sistema de datos MSD-Chemstation
D.01.00 SP1, el cual cuenta con un inyector automatico split/splittess serie 7683,
acoplado a un detector de ionizacién de llama.

18
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Fotografia 07: Cromatografo de Gases

Elaboracion: La Autora

A continuacion en el grafico 04 se detalla en un esquema de la secuencia de la
corridas cromatograficas para la obtencion de los diferentes cromatogramas e

identificacion quimica del aceite esencial de la materia vegetal.
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GRAFICO 04: Esquema de las corridas cromatograficas

Preparacion de las muestras en Diclorometano
grado HPLC

Corrida cromatografica Corrida cromatografica

los 9 aceites de los 9 aceites

esenciales y de esenciales y de

hidrocarburos en CG-MS hidrocarburos en CG-MS

en columna DB-5MS en columna HP-
INNOWAX

Corrida cromatografica de
los aceites esenciales (9
muestras) y una muestra
de hidrocarburos en CG-
FID en columna DB-5MS

Corrida cromatografica de
los aceites esenciales 9
muestras) y una muestra
de hidrocarburos en CG-
FID en columna HP-
INNOWAX.
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compuestos de la especie

vegetal

Elaboracién: La Autora
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3.6.1. Preparacion de las muestras

El material utilizado para preparar las muestras como: probetas, puntas, viales, fue
totalmente limpio y codificado, para evitar que las muestras se contaminen o interfieran
en el andlisis de las mismas.

En la fotografia 08 con los 9 aceites obtenidos en un vial se coloco 990ul de
diclorometano grado HPLC y luego con una micropipeta de 100ul se afiaden 10ul de
aceite esencial de Gnaphalium elegans, obteniendo 9 disoluciones a una
concentracion del 1%, posteriormente se hicieron las respectivas corridas
cromatograéficas.

Se prepararon los hidrocarburos de C; a C,s con el mismo procedimiento mencionado
anteriormente, se utilizaron los hidrocarburos y no el aceite esencial, que son
inyectados en las columnas DB-5MS y HP-INNOWAX; el tiempo de retencién de los
hidrocarburos nos sirve de base en la determinacion de indices de kévats en la

identificacion de cada uno de los compuestos.

Fotografia 08: Viales conteniendo aceite esencial con diclorometano
. ~u

Elaboracién: La Autora

3.6.2. Corrida cromatogréafica de las muestras por CG-MS en la columna
capilar DB-5MS

En el gréfico 05 se indican las muestras de aceites esenciales de Gnaphalium elegans
que se inyectaron bajo parametros operacionales utilizando Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas CG-MS usando la columna (DB-5MS),

igualmente con estos parametros fueron inyectados los hidrocarburos en DB-5MS.
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GRAFICO 05: Parametros operacionales del CG-EM en la columna DB-5MS

INYECTOR (SPLIT)

- Modo: Split

- Columna capilar DB-5MS,
modelo Agilent 6890N

- Radio de Particion: 50:1

- Temperatura inicial: 250°C

- Tipo de gas: Helio.

DETECTOR

- Espectrémetro de masas

- Temperatura del detector:
250°C

- Gas portador: Helio

_J

Elaboracién: La Autora

COLUMNA

- Columna capilar DB-5MS

- Temperatura maxima 270°C

- Flujo constante

- Flujo inicial 0,9mL/min.

- Presion inicial: 6.50 psi

- Velocidad promedio: 35
cm/seg.

- Presidn de salida: vacio.

HORNO

- Temperatura inicial: 50°C

- Temperatura final: 220°C

- Gradiente de temperatura
2,5°C/min.

3.6.3. Corrida cromatografica de las muestras por CG-MS en la columna
capilar HP-INNOWAX.

En el grafico 06 se indican los parametros operacionales bajo los cuales se inyectaron
las muestras de aceites esenciales por Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas CG-MS usando la columna polar (HP-INNOWAX).
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GRAFICO 06: Parametros operacionales del CG-EM en la columna HP-INNOWAX.

Elaboracién: La Autora




3.6.4. Obtencién de los cromatogramas
Un cromatograma es la representacion gréfica de la sefial en funcion del tiempo, una
vez que la muestra es inyectada a un sistema cromatografico que da como resultado
la separacién de cada uno de los componentes quimicos de la muestra analizada™.
En el grafico 07 se indica un cromatograma del aceite esencial muestra 131 en DB-
5MS en la cual se utiliz6 un Cromatégrafo de Gases acoplada a Espectrometria de

Masas.
GRAFICO 07: Cromatograma del aceite esencial G.elegans muestra 131 en DB-5MS
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Elaboracién: La Autora

3.6.5. Determinacion de los indices de Kévats

Para la identificacion de los componentes de un aceite esencial mediante CG se ha
utilizado frecuentemente la comparacion de sus tiempos de retencién (tiempo
transcurrido entre la inyeccién de la muestra y la aparicién del pico cromatografico)
con los de los patrones, sin embargo, los tiempos de retencién esta fuertemente
influenciados por numerosas variables, como la técnica de inyeccién, las variaciones

de temperatura o flujo de los gases, el disefio del equipo, etc.®.

®Guia de Cromatografia, 2008, Universidad Central de Venezuela, Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias
Instrumental Analitico, Caracas, pp. 3.

®Bandoni Arnaldo, Los Recursos Vegetales Aromaticos en Latinoamérica, Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, 12
ed., Buenos Aires, pp. 27, 2002.
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Para determinar los indices de kdvats se compararon los tiempos de retencién de los
hidrocarburos obtenidos con el tiempo de retencién de los componentes del aceite

esencial de Gnaphalium elegans utilizando la siguiente férmula:

(tRx - tRn}
(trw — trn)

Ie = 100n+ 100 =

Donde
Ik

n

indice de kovats

NUmero de atomos de carbono en el n-alcano

trx = Tiempo de retencion del compuesto estudiado, que eluye en el centro de los

n- alcanos.
trn = Tiempo de retencién del n-alcano, que eluye antes del compuesto estudiado.
trn = Tiempo de retencién del n-alcano, que eluye después del compuesto estudiado

3.6.5.1. Identificacion de los compuestos en CG-EM en las columnas
capilares DB-5MS y HP-INNOWAX.

R/

« Andlisis de los espectros de masas: El grafico N°08 se observa un ejemplo

de datos espectrales del compuesto alfa-seliene.

GRAFICO 08: Datos espectrales del compuesto alfa selinene
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Elaboracion: La Autora
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+ La espectrometria de masas es la produccién de iones a partir de compuestos
neutros y la observacion de la subsiguiente descomposicién de esos iones. En
un espectro de masas, observamos en abscisas, la relacion masa/carga (m/z)
de los iones formados al fragmentarse la molécula y en ordenadas la

intensidad (abundancia) de cada uno de los iones formados®.

% Identificacién cualitativa de los compuestos del aceite esencial de la

materia vegetal.

Los compuestos de la materia vegetal arrojaron datos, los mismos que fueron
procesados mediante un sistema computarizado que incluyen un proceso posterior
completo, se utiliza un software propio para este método, dando como resultado la
integracion y el numero de compuestos presentes en el aceite esencial, que

seguidamente van a ser identificados.

Para el andlisis cualitativo de los componentes quimicos del aceite esencial, se
determinaron los indices de Kovats de los picos detectados en columnas (DB-5MS y
HP- INNOWAX), mediante un analisis de los espectros de masas dados para cada uno
de los picos detectados, se realizé una comparacién del espectro del pico con los

propuestos en la libreria WILLEY el cual nos da un CAS para cada compuesto.

Se hizo una comparacion de los tiempos de retencién de compuestos conocidos, con
los de compuestos que se desea identificar, cuya diferencia entre estos valores
determinados debe ser menor o igual a 50 unidades, y con ello identificar los
componentes del aceite esencial en funcion de los indices de koévats y el andlisis de

los espectros de masas.

®Bandoni Arnaldo, Los Recursos Vegetales Aromaticos en Latinoamérica, Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, 12
ed., Buenos Aires, pp. 27, 2002.
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3.6.6. Corrida cromatogréfica de las muestras por CG-FID en la columna
capilar DB-5MS

El detector de ionizacién de llama (CG-FID) es uno de los detectores mas utilizados en
la cromatografia de gases, en él se produce una llama de hidrégeno (H,)/aire, en esta
llama se queman aquellos compuestos que tienen enlaces H-C y se mide la diferencia
de potencial producida por los iones formados: este tipo de detector se emplea para

determinar hidrocarburos (CnHm) u otros compuestos orgénicos a nivel de trazas %.

El FID es un detector especialmente adecuado para medidas cuantitativas, en él se
mide, registra y amplifica el flujo idnico resultante de la ionizacién de las moléculas en
una llama de hidrégeno (gases de combustibn necesarios: hidrogeno y aire
comprimido). Es un detector dependiente del flujo de masa, es decir, la sefial es tanto

mayor, cuanta mas sustancia se ioniza en la llama en la unidad de tiempo?®.

En el gréfico 09 se indican los pardmetros operacionales bajo los cuales se inyectaron
las muestras de aceites esenciales, utilizando Cromatografia de Gases acoplado al
Detector de lonizacion de Llama CG — FID usando la columna polar (DB-5MS).

“Apello L., Entidad Nacional de Acreditacién, Gases para instrumentacion analitica, Madrid, pp. 19, 2001.
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GRAFICO 09: Parametros operacionales para la columna capilar DB-5MS para CG-FID

INYECTOR SSPUT! COLUMNA
- Modo: Split - Columna capilar DB-5MS
- Radio de particién: 50:1 - Temperatura maxima 270°C
- Temperatura: 250°C - Flujo constante
- Gas: Hidr6égeno ["::> - Flujo inicial 0,9 mL/min.

- Presién inicial: 6.50 psi

- Velocidad promedio: 24
cm/seg.

- Presiéon de salida: ambiente.

DETECTOR HORNO
- Tonizacién de llama - Temperatura inicial: 50°C
- Temperatura del detector: - Temperatura final: 210°C
260°C ["] - Gradiente de temperatura
- Gas portador: Hidr6geno 2,5°C/min.

Elaboracién: La Autora

3.6.7. Corrida cromatogréafica de las muestras por CG-FID en la columna
capilar HP-INNOWAX

En el gréafico 10 se indican los parametros operacionales bajo los cuales se inyectaron
las muestras de aceite esencial de Gnaphalium elegans por Cromatografia de Gases
acoplado al Detector de lonizacién de Llama CG-FID usando la columna polar (HP-
INNOWAX).
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GRAFICO 10: Parametros operacionales para la columna capilar HP-INNOWAX para CG-FID

INYECTOR QSPUT! COLUMNA
-Modo: Split -Columna capilar HP-
-Radio de particién: 50:1 INNOWAX
-Temperatura: 220°C -Temperatura maxima 270°C
-Gas: Hidrégeno ]["::> -Flujo constante

-Flujo inicial 0,9 mL/min.
-Presién inicial: 6.50 psi
-Velocidad promedio: 24
cm/seg.

-Presién de salida: ambiente.

DETECTOR HORNO
-Ionizacién de llama -Temperatura inicial: 50°C
-Temperatura del detector: -Temperatura final: 210°C

260°C <:|["] -Gradiente de temperatura
-Gas portador: Nitrégeno 2,5°C/min
hidrégeno

Elaboracién: La Autora

3.6.8. Identificacion de los compuestos en CG-FID en las columnas capilares
DB-5MS y HP-INNOWAX.

+ Comparacion de los cromatogramas obtenidos en CG-MS con los
cromatogramas obtenidos en CG-FID

Los cromatogramas obtenidos en CG-MS se compararon con los cromatogramas de
CG-FID, el tiempo de retencion sirvié de base para la identificacién de cada uno de los

compuestos quimicos del aceite esencial.

Los hidrocarburos se utilizé para correlacionar los tiempos de retencion obtenidos en

CG-FID, con los tiempos de retencién obtenidos en CG- EM.
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3.7. Evaluacién de la actividad antibacteriana y antifingica

La actividad biolégica de los aceites esenciales dependen de sus componentes,

elementos, estructuras y concentraciones en los que se hallen presentes.

3.7.1. Pruebas antimicrobianas

El material de vidrio, medios de cultivo, puntas de 100 uLy de 1000 uL para
micropipetas y dimetil sulfoxido (DMSO) fueron esterilizados en autoclave a 120 °C,
por 15 min a 1.5 atm.

En la fotografia 09 se observa los medios de cultivo utilizados para bacterias los
cuales fueron: Caldo Muller Hinton, Caldo Infusidon cerebro, Caldo Tripticasa, Caldo
Oxoid; para las pruebas antifiingicas el Caldo Saboraud.

Como control en las pruebas microbianas fue la Gentamicina y Ampicilina y en las

pruebas antifiingicas Itraconazol.

Fotografia 09: Medios de cultivo

Elaboracién: La Autora

3.7.2. Preparacion del aceite esencial de la Gnaphalium elegans

La muestra (aceite) se usoé tanto para CMI antibacterianos y antifungicos, en la que se

realiz6 una dilucion de 20 pL del aceite esencial en 980 uL de DMSO.
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3.7.3. Microorganismos en prueba

Se evalud la actividad antibacteriana del aceite esencial Gnaphalium elegans, en las
que se probd en cinco cepas Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa ATCC®
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC® 9997, Proteus vulgaris ATCC® 8427,
Escherichia coli ATCC® 25922 y Salmonella Tiphymurium LT2; 2 cepas Gram
positivas: Enterococcus faecalis ATCC® 29212 y Staphylococcus aureus ATCC®
25923, para la evaluacion de la susceptibilidad bacteriana. Asi mismo, se emplearon
tres organismos fangicos de hongos esporulados como Aspergillus niger ATCC® 9642-
U, Trichophyton mentagrophytes ATCC® 28185 y Trichophyton rubrum ATCC® 28188.

3.7.4. Microdilucién en caldo (Concentracion minima inhibitoria)

3.7.4.1. Preparacién del cultivo Overnight (Bacterias)

En la fotografia 10, se observé medios de cultivo adecuados para cada una de las
cepas bacterianas que se encontraban en reservas criogénicas a -80°C, se las inocul6

y se las encubd por 24 horas a 37°C.

Fotografia 10: Siembra de bacterias

Elaboracién: La Autora
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3.7.4.2. CMI antibacterianos

La CMI mide la capacidad del agente antimicrobiano para inhibir la multiplicacion del
microorganismo. En consecuencia los microorganismos presentes en el indculo
pueden ser "s6lo inhibidos" por el compuesto antibacteriano .

Se utilizo placas esterilizadas de 96 pocillos, se someti6 el aceite esencial a cada uno
de los microorganismos a prueba incubados durante 24h a 37°C, se ajustdé la
poblacién bacteriana 3x10° ufc/mL con Caldo Muller-Hinton que fueron colocados en
cada pocillo 100 pL al final de la prueba excepto en el control de esterilidad, siendo
ajustada la cantidad de 5x10° ufc/mL en un volumen total de 200 pL.

Se procedio a colocar 180 pL de caldo Muller-Hinton al primer pocillo y 100 yL a todos
los demas pocillos restantes, luego se afiadié 20 uL del compuesto a probar (aceite)
diluido en DMSO en el primer pocillo. Se realizardn diluciones seriadas, tomando 100
ML del primer pocillo y diluyendo con 100 pL del pocillo siguiente y se continla este
procedimiento hasta el Ultimo pocillo donde esté la concentracion minima a la que se
quiere llegar, de este ultimo se toman 100 pL y se desecha, quedando asi 100 uL de
medio + aceite en cada pocillo. Realizando el mismo procedimiento anterior, se
empled tres controles: Esterilidad, DMSO y de Antibidticos (Gentamicina y Ampicilina)
es decir: 180 pL de Caldo+ 20 pL de aceite; 180 uL de caldo+ 20 yL de DMSO para
control de crecimiento y 180uL de caldo+ 20 uL Gentamicina o Ampicilina como control
positivo. Se sellaron las placas con parafilm y se incubaron por 24h a 37°C, la prueba

se realiz6 por triplicado.

3.7.4.3. CMI antifangicos

La evaluacion antifiingica se utilizé la misma solucién de trabajo empleada en CMI con
bacterias (20uL del aceite esencial en 980uL de DMSO); se siguid el mismo
procedimiento mencionado anteriormente como es la de una dilucion seriada variando
Unicamente ciertos parametros: la concentracion final del inoculo 5x10* esporas/mL, se
realizd diluciones seriadas hasta obtener 12 diluciones consecutivas y el control
positivo que se emplea una solucion de 1mg/mL de Itraconazol. Se incubd las placas a

28°C de 24-96h. La prueba con cada hongo se realiz6 por triplicado.

®apello L., 2001, Entidad Nacional de Acreditacion, Gases para instrumentacién analitica, Madrid, pp. 19.

%! Flores E., Velasco P., Figueroa N., Jimenéz A., Aceites Esenciales con Propiedades Antimicrobianas, Universidad
Mayor de San Andrés, Instituto de Investigaciones Farmacos Bioquimicas, Area Tematica de Quimica Farmacéutica,
Diciembre de 1999.
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IV. ANALISIS Y RESULTADOS
4.1. Estado fenolégico de la materia vegetal

El estado fenoldgico en la que fue recolectada la materia vegetal Gnaphalium elegans

se indica a continuacion en la tabla 1:

Tabla 1. Estado fenolégico de la materia vegetal

MATERIA VEGETAL *CODIGO ESTADO FENOLOGICO

111
112 Floracion

113
121

Floracion
Gnaphalium elegans 122

123

*Se asigno codigo para cada una de las muestras. Los nimeros se refieren: el primero (1) al
lugar de recoleccién -Saraguro; el segundo (1,2 y 3) para las tres recolecciones y el tercer
namero (1,2 y 3) para cada una de las destilaciones durante la obtencién del AE.

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: La autora

4.2. Determinacion de la humedad

En la tabla 2 se detalla los porcentajes de humedad, promedio de las tres
recolecciones realizadas. El promedio de humedad mayor fue en la tercera

recoleccion (73%) y el menor fue para primera recoleccion (64%).

De acuerdo a estos resultados se puede observar que hay una variacién en la
humedad, puesto que fue recolectada en distintos periodos de tiempo, en las cuales

las condiciones climaticas son diferentes.
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Tabla 2. Humedad promedio de las muestras

Recoleccion | * Cadigo (%) H b o cv

111 65

1 112 64 64 1,53 0,02
113 62
121 73

2 122 70 71 2,08 0,02
123 69
131 75

3 132 73 73 1,53 0,02
133 72

H Humedad

7 Promedio de las tres muestras de cada recoleccién
o Desviacion estandar de las tres muestras de cada recoleccién
CV Coeficiente de variacion

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: La autora

4.3. Determinacién del rendimiento del aceite esencial

En la tabla 3 se detalla el porcentaje de rendimiento promedio con las nueve muestras
de aceite esencial de la materia vegetal de Gnaphalium elegans, el mayor rendimiento
fue en la tercera recoleccion (0,13%), mientras que el menor rendimiento fue en la

primera recoleccion (0,10%).

Tabla 3. Rendimiento promedio de las muestras

Recoleccion | * Coédigo (%) R X o cv
111 0,11
1 112 0,12 0,10 0,03 0,30
113 0,07
121 0,10
2 122 0,13 0,12 0,02 0,16
123 0,13
131 0,14
3 132 0,13 0,13 0,01 0,07
133 0,13

R Rendimiento

% Promedio de las tres muestras de cada recoleccion

o Desviacion estandar de las tres muestras de cada recoleccién
CV Coeficiente de variacion

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: La autora
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Hay factores que influyen en el rendimiento del aceite esencial tales como:
caracteristicas genéticas de la planta, por el lugar, maduracion o edad de la planta, asi
mismo la cantidad de materia vegetal que se utilizé para destilar, cantidad de agua,
temperatura y presion®’

4.4. Propiedades fisicas del aceite esencial

El aceite esencial obtenido de Gnaphalium elegans es liquido a temperatura ambiente

de color amarrillo claro.
4.4.1. Densidad

En la tabla 4 se detallan los valores de la densidad, en la que es la mezcla de los tres
aceites para cada recoleccion, el aceite esencial de mayor densidad fue de la tercera

recoleccién (0,9365 g/cm?®), y el de menor fue la primera recoleccién (0,9223 g/cm?®).

La densidad promedio del aceite esencial obtenida de las tres recolecciones es de

0,9303 g/cm3 y de la desviacion estandar es de 0,012

Tabla 4. Densidad relativa de la mezcla de los tres aceites de cada recoleccion

Recoleccién n20 =

(g/cm®) | O cv

1 0,9223
2 0,9321 0,9303 { 0,012 | 0,013
3 0,9365

d20 Densidad relativa a 20-C
20

& Promedio de las tres muestras de cada recoleccion
o Desviacion estandar de las tres muestras de cada recoleccion
CV Coeficiente de variacion

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: La autora

Y sandoval J., Evaluacion del Rendimiento en la Extraccion de Aceite Esencial de la hoja de Orégano (Lippia

graveolens), variando el tamafio de muestra y aplicando los Métodos de Arrastre con vapor e Hidrodestilacién a nivel
Laboratorio, pp. 19, 1999.
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4.4.2. Indice de refraccion

El indice de refraccion mostrado en la tabla 5 se refiere a los valores promedios de las
de las tres mezclas de aceite esencial de cada recoleccion. El valor mas alto del indice
de refraccion fue de la segunda recoleccion (1,5021) el mas bajo fue de la tercera
(1,4925).

El promedio final del indice de refraccion de las muestras obtenidas es de 1,4959 la
desviacion estandar 0,006.

Tabla 5. indice de refraccion media del aceite esencial

Recoleccidn n?° 2 (o] cv
1 1,4932
2 1,5021 1,4959 | 0,006 | 0,004
3 1,4925

n2% indice de refraccion

W Promedio de las tres muestras de cada recoleccién

o Desviacion estandar de las tres muestras de cada recoleccién
CV Coeficiente de variaciéon

Fuente: Investigacion directa
Elaboracidn: La autora

4.5. Composicion quimica del aceite esencial de Gnaphalium elegans

(Asteraceae).

Con el andlisis por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas CG-
EM, se determiné la composicion quimica que conforman el aceite esencial en estudio,
se utilizé la columna DB-5MS y HP-INNOWAX.

En la tabla 6 el aceite esencial de G.elegans para la columna DB-5MS y HP-
INNOWAX se identificaron 25 compuestos, que corresponden un 89,40% y 88,59%
respectivamente, asi mismo se indica los indices de Koévats calculados como los
reportados en la literatura, también se observa el porcentaje promedio relativo para
cada compuesto de las dos columnas de las tres recolecciones que se hicieron y por
ultimo se indica la desviacién estandar y coeficiente de variacion de los porcentajes

relativos obtenidos.
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TABLA 6: Composicion quimica del aceite esencial de Gnaphalium elegans

COMPUESTO2

a -cubebene

DB-5MS HP-INNOWAXP
o,
IK /(l;gﬁ:;:‘ll);n IK % CANTIDAD RELATIVAe
Ke Kd GE11 | GE12 | GE13 = X Cv Ke Kd |GE11| GE12 | GE13 = (0] Cv

1368

1345f

1,27

1,58

1,43

0,02

0,0140

1478

4638

1,21

0,82

1,02

0,01

0,0115

a-copaene

a-cedrene

13

B-selinene

1480

1485f

1,66

1,85

2,00

1,84

0,02

0,0323

1703

1711k

1,33

1,09

1,21

0,04

7 |a-bergamotene |30 14345 | 135 | 1,14 | 093 | 1,14 | 003 |0,0200
8 | B-farnesene 1449 | 14438 163 | 1,01 | 132 | 002 |00154
9 |Aromadendrene | 1428 | 14417| ;55 | 139 | 091 | 1,20 | 002 |00345| 1590 | 1600i | 197 | 226 | 1,61 | 1,95 | 001 | 0,0035
10 |y-muurolene | 1467 | 1477F) , o0 | 508 | 187 | 217 | 002 |00253| 1674 | 1684¢| 565 | 1,89 | 238 | 331 | 004 | 00126
11 | a-muurolene 1490 | 1480¢| 247 | 147 | 151 | 1,82 | 001 |00175]| 1712 |1727¢| 1,81 1,04 1,42 0,01 0,0083

0,0299




P )

8
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14 | a-selinene 1488 | 14940 | 161 | 1,32 | 149 | 1,47 | 000 |00340|1709 |1724s| 1,62 | 1,11 | 1,31 1,34 0,02 0,0152
15 | a-Bisabolene 1495 | 1507f 064 | 135 | 099 | 0,02 |0,0172
16 | y-cadinene 1504 | 15138 | 1,46 1,90 | 1,68 | 001 |0,0100
L/ | [EinEne 1511 | 15240 | 474 | 496 | 315 | 428 | 001 |00026| 1745 |1749¢| 11,54 | 580 | 1061 | 932 | 004 | 00030
18 | a-cadinene 1527 | 15385 | 1,26 | 1,21 124 | 4,00 |0,0476
19 | a-bisabolol 1680 | 16832 | 246 | 1,17 1,81 | 001 |0,0261|2213|2153'| 1,33 | 1,24 | 1,37 1,31 0,02 0,0160
20 | a-gurjunene 1514 | 15292| 3,30 | 052 | 0,75 1,52 0,01 0,0070
21 | B-cubebene 1575 | 1558m| 0,84 | 050 | 0,89 0,74 0,01 0,0164
22 | p-gurjunene 1589 | 1593n 072 | 0,80 0,76 0,01 0,0154
23 | B-bisabolene 1718 | 17260 | 1,24 | 2,20 | 2,24 1,90 0,02 0,0105
24 | a-curcumene 1769 |1777| 9,74 | 733 | 2232 | 13,13 0,03 0,0023
25 | B -bisabolol 2145 | 2106k | 1,50 | 2,40 | 1,66 1,85 0,05 0,0180
*Total 89,40 *Total 88,59
Los nimeros se refieren: el primero (1) al lugar de recoleccién -Saraguro; y el segundo (2) promedio
de los tres aceites de cada recoleccion. CV= Coeficiente de Variacion
GE: Gnaphalium elegans Kl=indice de Kdvats
a= Compuestos ordenados de acuerdo al kdvats leido en la columna DB-5MS de las tres recolecciones realizadas o=Desviacion estandar
b= Compuestos identificados solo en la columna HP-INNOWAX de las tres recolecciones realizadas X=promedio total del area de los compuestos quimicos por cada recoleccion
c= Indices de Kovéts calculado en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX *Sumatoria del % cantidad relativa encontrada el columna DB-5-MS y HP-INNOWAX

d= indices de Kovats leido en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX

e= Porcentajes promedio del E)orcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas

IK Ref., referencias: 'ref, %ref, "ref, 'ref, 'ref “ref, 'ref, Mref, "ref, °ref, Pref,. Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: La autora
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Los compuestos mayoritarios encontrados en ambas columnas fueron: y-curcumene
(41,48%); 6-cadinene (6,80%); B-caryophyllene (5,37%); a-pinene (3,50%); Italicene
(3,62%) los mismos que pertenecen al grupo de los sesquiterpenos.

En el grafico 11 se observa los compuestos mayoritarios del aceite esencial en las dos
columnas DB-5MS y HP-INNOWAX.

GRAFICO 11: Compuestos mayoritarios del aceite esencial de la materia vegetal Gnaphalium elegans

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%
20,00% O DB-5MS

10,00% s, E HP-INNOWAX

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: La autora

Hasta el momento no ha sido posible encontrar estudios referentes a la composicion
quimica del aceite esencial de esta especie.

Los componentes mayoritarios de los aceites esenciales, pueden constituir hasta un
85% del total, mientras que el resto se presentan como trazas. La concentracion del
compuesto concreto en el total de la mezcla de aceites de la planta puede ser muy
variable, debido a condiciones climaticas, de crecimiento, destilacion y la forma de

almacenamiento 2.

En la tabla 7 se observa el porcentaje relativo de los componentes del aceite esencial
identificados en la columna DB-5MS-MS con los porcentajes dados en DB-5MS-FID y
para la columna HPINNOWAX-MS Y HPINNOWAX-FID, también se observa promedio

y desviacion estandar para cada columna.

®Dan Zekaria, Laboratorios Calier, Los aceites esenciales una alternatva a los antimicrobianos
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TABLA 7: Porcentaje relativo de los componentes del aceite esencial de Gnaphalium elegans para CG-MS

y CG-FID en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX

N°

COMPUESTO®

a -cubebene

DB-5-MS"

HP-INNOWAX"

GE 11

GE 12

GE 13

GE 11

GE 12

GE 13

a-copaene

a-bergamotene 1,35 | 1,62 | 1,14 | 1,57 | 093 | 1,18 1,14 1,46 | 0,03 | 0,05

B-farnesene 1,63 | 1,35 | 1,00 | 209 | 1,32 | 1,72 | 002 | 0,03

Aromadendrene 1,30 | 1,65 | 1,39 | 1,42 | 0,91 | 1,31 1,20 1,46 | 0,02 | 0,02 | 1,97 0,53 2,26 1,37 | 161 | 1,48 1,95 1,13 0,03 | 0,02
10 | y-muurolene 2,56 | 1,46 | 2,08 | 1,16 | 1,87 | 0,56 2,17 1,06 | 0,02 | 0,02 | 5,65 0,96 1,89 1,63 | 2,38 | 1,10 3,31 1,23 0,04 | 0,03
11 | @-muurolene 2,47 | 1,82 | 1,47 | 1,60 | 1,51 | 0,69 1,82 1,37 | 0,01 | 0,03 | 1,81 2,75 1,04 | 3,63 1,42 3,19 0,01 | 0,02
13 | B-selinene 1,66 | 1,35 | 1,85 | 1,86 | 2,00 | 1,08 1,84 1,43 | 0,02 | 0,01 1,33 1,68 1,09 0,35 1,21 1,01 0,02 | 0,02
14 | a-selinene 1,61 | 2,28 | 1,32 | 1,41 | 1,49 | 1,80 1,47 1,83 | 0,00 | 0,02 | 1,62 0,95 1,11 1,38 | 1,31 | 1,05 1,34 1,13 0,01 | 0,01
15 | a-bisabolene 064 | 1,34 | 1,35 | 1,45 | 099 | 1,40 | 0,02 | 0,00
16 | V-cadinene 1,46 | 0,38 1,90 | 1,56 1,68 | 097 | 0,01 | 0,02
18 | a-cadinene 1,26 | 1,76 | 1,21 | 1,25 1,24 | 1,50 | 0,04 | 0,00
19 | a-bisabolol 2,46 | 580 | 1,17 | 0,77 1,81 3,28 | 0,01 | 0,02 | 1,33 2,58 1,24 | 094 | 1,37 | 2,69 1,31 2,07 0,00 | 0,01
20 | 0-gurjunene 3,30 4,47 0552 |023| 075 | 0,23 1,52 1,64 0,02 | 0,01
21 | B-cubebene 0,84 | 0,93 0,50 | 027 | 08 | 062 | 0,74 0,61 | 0,00 | 0,01
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22 | B-gurjunene 072 | 034 | 08 | 022 | 076 0,28 | 0,06 | 0,08

23 | B-bisabolene 1,24 | 203 | 220 |38 | 224 | 433 | 1,9 340 | 0,02 | 0,04

24 | @-curcumene 9,74 | 10,05 | 7,33 |622| 2232 | 0,40 | 13,13 | 556 | 003 | 0,02

25 | B -bisabolol 1,50 | 0,60 2,40 | 219 | 166 | 1,15 | 1,85 1,32 | 0,01 | 0,04
*Total | 89,40 | 91,01 88,59 | 88,09

GE: Gnaphalium elegans

a= Compuestos ordenados de acuerdo al kdvats leido en la columna DB-5MS de las tres realizadas
b= Compuestos identificados solo en la columna HP-INNOWAX de las tres realizadas

c= Indices de Kévats calculado en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX

d= Indices de Kévats leido en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX

e= Porcentajes promedio del porcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas
X=promedio total del area de los compuestos quimicos por cada recoleccion

o =Desviacion estandar

*Sumatoria del % cantidad relativa encontrada el columna DB-5-MS y HP-INNOWAX

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: La autora
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En el grafico 12 (a,b) se muestran dos cromatogramas obtenidos del aceite esencial
de Gnaphalium elegans de la muestra 121 para la columna DB-5MS y HP-INNOWAX.

GRAFICO 12. Cromatograma de la materia vegetal Gnaphalium elegans.
a. Columna DB-5MS (muestra 121) en CG-EM
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4.6. Espectros de masas

La identificacion de los componentes de los aceites esenciales se realiz6 en base a
sus espectros de masas (EM). En un espectro de masas, observamos, en abscisas, la
relacion masa/carga (m/z) de los iones formados al fragmentarse la molécula y en
ordenadas la intensidad (abundancia) de cada uno de los iones formados. Dado que la
carga suele ser unitaria, m/z corresponde generalmente a la masa de los fragmentos

i6nicos®.

4.6.1. Datos espectrales de los compuestos mayoritarios de la materia
vegetal Gnaphalium elegans

Con el equipo de Cromatdgrafo de Gases se identificaron los picos cromatogréaficos
que nos ayudaron a determinar los datos espectrales de los compuestos mayoritarios
del aceite esencial.

En el gréfico 13 (a, b, c, d, e) se indican los datos espectrales de los compuestos

mayoritarios del aceite esencial.

a. y-curcumene

204(51,91), 189(4,88), 175(0,40), 161(15,09), 147(9,48), 134(20,18), 119(100),
105(48,47), 93(61,56), 85(0,14), 77(26,62), 69(14,84), 55(16,18), 41(26,50), 30(0,09).

4 D
H \/
,///\
119
400000 = i
350000
300000
250000 204
200000
150000
100000 161
147
50000 l . 189
I 55 R
Y 0 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 il

®Bandoni A., Los Recursos Vegetales Aromaticos en Latinoamérica, Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo, 12 ed.,
Buenos Aires, pp. 27, 2002.
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b. 6-cadinene

210(58,90), 189(19,95), 176(1,64), 161(100), 153(0,54), 145(7,87), 134(55,48),
119(62,53), 105(47,36), 91(32,96), 81(16,73), 69(5,58), 55(8,59), 41(13,64).

4 N
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c. B-caryophyllene

204(6,67), 189(23,88), 175(12,40), 161(40,37), 147(33,18), 133(100), 120(46,32),
105(64,75), 93(99,26), 79(73,56), 69(66,23), 55(28,97), 41(66,85)
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d. a-pinene

136(7,69), 121(15,07), 115(0,84), 105(12,55), 93(100), 87(0,13), 82(0,37), 77(29,74),
67(7,73), 62(0,51), 53(7,06), 41(10,86).

4 N
93

60000 77

Y 53 67 |
il ':|.‘|:l .:l.ll‘l .62 ]‘Il‘. . 1!82 82,' | S— ll.‘, 1]5 L —r -y
30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130 140

R

e. ltalicene

204(25,21), 189(5,27), 175(0,53), 161(18,30), 147(8,26), 134(18,70), 119(100),
105(33,58), 93(41,82), 79(18,41), 69(11,08), 55(13,60), 41(19,22)
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Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: La Autora
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4.7. Actividad antibacteriana y antifungica

Generalmente los aceites esenciales poseen notables propiedades antimicrobianas y
antifingicas. Hasta la fecha la mayoria de los estudios realizados sobre las mismas,
los aceites esenciales se han centrado en microorganismos patégenos para el
hombre, asi como en aquellos presentes en los alimentos® 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 a la concentracion de la droga en el organismo humano®.

4.7.1. Concentracion minima Inhibitoria (CMI) para bacterias

De acuerdo a los resultados obtenidos de las bacterias frente al aceite esencial no
presentaron inhibicién alguna, lo que nos permite establecer que no mostraron
actividad con ninguno de los microorganismos en las concentraciones maximas
evaluadas.

Debido a su actividad nula en los diferentes ensayos biologicos este aceite no podria
ser una alternativa para la elaboracion de un fitofarmaco contra estos organismos, ya
que estos son agentes etioldgicos de brotes y de facil transmisién entre pacientes
hospitalizados; en los Gltimos afios se ha observado un incremento en la resistencia de

estas bacterias frente a los antimicrobianos®.
4.7.2. Concentracion minima Inhibitoria (CMI) para hongos

Los hongos que se utilizaron fueron Aspergillus niger ATCC® 9642-U, Trichophyton
mentagrophytes ATCC® 28185, Trichophyton rubrum ATCC® 28188 y como control

se utilizé Itraconazol 1mg/mL.

8 Dan Zekaria, Laboratorios Calier, Los aceites esenciales una alternativa a los antimicrobianos.

 National Committee for Clinical Laboratory Standards. CLSI. Performance standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests; Approved Standard- Ninth Edition. M2-A9: National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Wayne, Pa.,2006.

®Davicino R., Mattar M., Casali Y., Correa S., Pettenati E., Micalizzi B., Actividad antifingica de extractos de plantas
usadas en medicina popular en Argentina, Revista Peruana de Biologia Vol. 14, Lima Dic. 2007.
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En la tabla 8 nos indica los valores de la CMI para los hongos evaluados de los 9
aceites de las 3 recolecciones realizadas: para el hongo T.mentagrophytes ATCC®
28185, las muestras de aceites esenciales G. elegans de la 111 hasta la 123
inhibieron a una concentracién de 1000 pg/mL mientras que de la 131 a la 133
inhibieron a una concentracion de 500 pg/mL. Para el hongo T. rubrum ATCC ®
28188, las muestras de aceites G. elegans de la 111 hasta la 123 inhibieron a una
concentracion de 500 ug/mL a diferencia de las muestras 131 a la 133 que inhibieron
a una concentracion de 1000 pg/mL. La CMI para el hongo A. niger ATCC® 9642-U no
presentd ninguna inhibicion, segun Holetz manifiesta que una inhibicion de CMI entre
500 ug/mL y 1000u g/mL es débil, mientras que una CMI inferior o igual a 100 pg/mL,

es buena.

Tabla 8. Concentracién minima inhibitoria (CMI) para hongos
Concentraciéon minima Inhibitoria (J1g/mL)
Microorganismos
Aceites Tm Tr An Control
GE 111 1000 500 NA 7,81
GE 112 1000 500 NA 7,81
GE 113 1000 500 NA 7,81
GE 121 1000 500 NA 7,81
GE 122 1000 500 NA 7,81
GE 123 1000 500 NA 7,81
GE 131 500 1000 NA 7,81
GE 132 500 1000 NA 7,81
GE 133 500 1000 NA 7,81

Hongos evaluados: Trichophyton mentagrophytes ATCC ® 28185, Trichophyton rubrum ATCC ® 28188
y Aspergillus niger ATCC® 9642-U.

GE: Gnaphalium elegans

NA: no activo

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El autor

Hasta el momento no se han encontrado investigaciones del aceite esencial G.elegans
sobre bioactividad contra estos microorganismos, los mismos que causan infecciones
frecuentes en humanos, asi mismo estdn bien adapatados para utilizar una gran

variedad de sustratos como fuente de carbono, nitrégeno y energia *°.

®_Davicino R., Mattar M., Casali Y., Correa S., Pettenati E., Micalizzi B., Actividad antif(ingica de extractos de plantas
usadas en medicina popular en Argentina, Revista Peruana de Biologia Vol. 14, Lima Dic. 2007.

# Holetz FB, Pessini GL, Sanches NR, Cortez DA, Nakamura CV, Filho BP. Screening of some plants used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases. Mem Inst Oswaldo Cruz., 97:1027-312002.
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V. CONCLUSIONES

El promedio de humedad mayoritario fue para tercera recoleccion (73%), y la
de menor fue para la primera recoleccién (64%). EI mejor rendimiento en aceite
esencial fue de la tercera recoleccién (0,13%) la cual varia con respecto a las

dos primeras en un 10% y un 12% respectivamente.

La densidad determinada del aceite esencial extraido de la especie vegetal
Gnaphalium elegans con el valor més alto fue de la tercera recoleccion (0,9365
g/cm3), mientras que para la primera recoleccion fue mas bajo (0,9223 g/cm3).

Para el indice de refraccion el valor méas alto fue de la segunda recolecciéon con
(1,5021), el mas bajo fue de la tercera recoleccion (1,4925). El promedio final
del indice de refraccién de las muestras obtenidas fue de 1,4959 con una

desviacion estandar de 0,006.

El aceite esencial obtenido de la materia vegetal Gnaphalium elegans de las
tres recolecciones se identificaron 25 compuestos del total del porcentaje
relativo y que corresponden a un 89,40% para la columna DB-5MS y un
88,59% para HP-INNOWAX.

Los componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial fueron: y-
curcumene (41,48%); 6-cadinene (6,80%); B-caryophyllene (5,37%), a-pinene
(3,50%), Italicene (3,62%) los mismos que pertenecen al grupo de los

sesquiterpenos.

En cuanto a la actividad biol6gica, los aceites esenciales fueron inactivos frente
a las bacterias en estudio, es decir no mostraron actividad con ninguno de los
microrganismos en las concentraciones maximas evaluadas, por tanto no

podrian ser utilizados en la elaboracion de algun fitofarmaco.
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7. La CMI para Trichophyton mentagrophytes los aceites G. elegans de la 111 a
123 inhibié a 1000 yg/mL a diferencia de la 131 a 133 inhibié a 500 pg/mL,
para Trichophyton rubrum los aceites G. elegans de la 111 a 123 inhibié a 500
pMg/mL y de la 131 133 inhibié a 1000 pg/mL; mientras que para Aspergillus

niger el aceite fue inactivo en las concentraciones probadas.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar con el estudio de especies vegetales sean medicinales o aromaticas
propias de la region Sur del Ecuador de las cuales no haya informacion

bibliogréafica y con ello tener un conocimiento mas amplio de las mismas.

2. Realizar un estudio fitoquimico de esta especie vegetal y hacer una

comparacion de componentes con la presente investigacion realizada.

3. Previamente para la recoleccion y estudio de un aceite esencial de cualquier
especie vegetal se deberd verificar si su poblacién es lo suficientemente
abundante para obtener un buen rendimiento de aceite esencial, y nos arroje

datos reales para futuros estudios de investigacion.

4. Realizar estudios del aceite esencial de esta especie vegetal Gnaphalium
elegans obtenido de otras zonas que sean de la Provincia de Loja y hacer una
comparacion tanto de su composicion quimica, propiedades fisicas y actividad

biolégica.
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ANEXO I: SIGLAS Y NUMEROS

Aceite esencial

Cromatografia de Gases acoplado a la Espectometria de Masas

Cromatografia de Gases acoplado al Detector de lonizacién de Llama

Coeficiente de variacion

indices de Kévats

Instituto de Quimica Aplicada

Tiempo de retencion

Universidad Técnica Particular de Loja.

Aceite esencial de la especie Gnaphalium elegans (lugar 1, recoleccién 1 y

destilacién 1)

Aceite esencial de la especie Gnaphalium elegans (lugar 1, recoleccién 1 y

destilacion 2)

Aceite esencial de la especie Gnaphalium elegans (lugar 1, recoleccion 1y

destilacion 3)
Aceite esencial de la especie Gnaphalium
destilacion 1)
Aceite esencial de la especie Gnaphalium
destilacion 2)
Aceite esencial de la especie Gnaphalium
destilacion 3)
Aceite esencial de la especie Gnaphalium
destilacién 1)
Aceite esencial de la especie Gnaphalium
destilacién 2)
Aceite esencial de la especie Gnaphalium
destilacién 3)
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ANEXO Il DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Determinacién de humedad

En la determinacion de la prueba de humedad se utilizé el siguiente equipo de laboratorio:

o Balanza analitica
o LamparaUV y
o Desecador.

Se realizardn tres repeticiones de la materia vegetal para obtener una humedad promedio de las
destilaciones obtenidas.

Procedimiento
» Pesar en una capsula o luna de reloj aproximadamente 1 gramo de la muestra;
seguidamente colocarla en la lampara UV por 30min.

» Enfriar la capsula en el desecador por 15 min. 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 lampara UV durante 15min, enfriar en el desecador y

pesar.

» Repetir el procedimiento hasta que el peso de la capsula sea constante. Dicho peso se

toma como m2.

La formula para el célculo de la humedad es la siguiente:

m —m
Hm:gxzoo
(m; —m)

Donde:

Hm = % de humedad promedio

m = peso de la capsula vacia (g).

m; = peso de la capsula + muestra (g).

m, = peso de la capsula + muestra seca (g).
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ANEXO IIl: DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los rendimientos de los aceites esenciales obtenidos en las destilaciones de la materia vegetal de

las tres recolecciones se los obtuvo con la aplicacion de la siguiente férmula:

4
R =-—x100
p

Donde:
R = rendimiento en %
V = volumen total del aceite esencial obtenido de la destilacién por repeticion (mL)

p = peso total de materia vegetal cargada en el destilador (g)
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ANEXO IV: DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C.

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.

Materiales:
e Balanza analitica.
e Bafio termostatico, mantenido a una temperatura de 20°C + 0.2°C.
e TermoOmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacioén de 0.2 a 0.1°C.

e Picnémetro de vidrio.

Procedimiento:

Preparacion del picnémetro:

El picnémetro antes de ser usado debe ser lavado previamente con etanol y luego con acetona,
para posteriormente pasarlo por una corriente de aire seco. Si es necesario se debe secar la parte
exterior del picnédmetro. Luego de que se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, se

debe pesar el picnébmetro con el tapdén en su sitio con 1mg de precision.

Peso del agua destilada:

Para establecer el peso del agua destilada se debe llenar el picndmetro con agua recién destilada
a 20°C. Luego se debe colocar el picnédmetro en el bafio termostatico durante 30 minutos, a
continuacion se debe ajustar el nivel del agua hasta la marca, y se coloca en su sitio el tapon del
picnémetro, posteriormente se debe secar el exterior del picnémetro. Luego se procede a
equilibrar la temperatura en el cuarto de balanzas, y finalmente se debe pesar el picnémetro lleno

con el tapon en su sitio con 1mg de precision al igual que en el caso anterior.
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Peso del aceite esencial:

Para determinar el peso del aceite esencial se debe vaciar el picnbmetro, enjuagar y secar como

en el inicio. Efectuar las mismas operaciones pero en lugar de agua utilizar aceite esencial.

Expresion de resultados:

La densidad relativa se la expresa con la siguiente férmula

_mZ—mO
“ml—mo0

Donde:

d39= densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.
Mo = es la masa en gramos del picnébmetro vacio.
m, = es la masa en gramos del picnédmetro con agua.

m, = es la masa en gramos del picnémetro con el aceite esencial.

Nota: Se expresara los resultados con tres decimales.

63



o

ANEXO V: DETERMINACION DEL iINDICE DE REFRACCION

Principio:

Segun el aparato de laboratorio que utilicé, la medida directa del angulo de refraccién, o la
observacion del limite de refraccion total. El aceite esencial serA mantenido dentro de las
condiciones de isotropismo Yy de transparencia.

Aparatos de laboratorio:

Refractémetro:

Se utiliza un refractémetro clasico que permita una precisién de +0.0002 y una lectura de los
indices de refraccién comprendidos entre 1.300 y 1.700.

Se debe ajustar el aparato de manera que a una temperatura de 20 °C, se tengan los siguientes
indices de refraccién segun:

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.4906 para el p-cimeno.

1.3330 para agua destilada.

Los productos patron deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también ajustarse

con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de fabricacion del equipo.

Procedimiento:

Se paso6 una corriente de agua en el refractdbmetro, con la finalidad de mantener el aparato a la
temperatura de referencia de 20°C, a excepcion para los aceites esenciales que no son liquidos a
esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20 y 30°C, segun el punto de
fusion del aceite esencial considerado. Esta temperatura no debe variar respecto de la
temperatura de referencia mas de +0.2°C y debe mantenerse a £0.2°C.

Antes de colocar la muestra en el instrumento, se la debe llevar a una temperatura igual a la que
se realizara la medida.

Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.
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Resultados:
Calculos.

La formula para la determinacion del indice de refraccién a la temperatura de referencia

es la siguiente:

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

Dénde:

n'p - valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o aquella a la que se ha efectuado la
determinacion.

0.0004 = factor de correccion

t’=temperatura a la que se efectud la temperatura

t =temperatura a 20°C

Nota:

o La precision de la determinacion es de +0.0002.

o Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.
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ANEXO VI: DETERMINACION DE LOS INDICES DE KOVATS

Para poder determinar los indices de kovats se comparan los tiempos de retencion de los
hidrocarburos obtenidos con el tiempo de retencién de los constituyentes del aceite esencial en

estudio en base a la siguiente férmula

tp, —
Ik = 100n + 100*M
(try — trn)

Donde

Ik = Indice de kévats

n = Numero de atomos de carbono en el n-alcano

trx = Tiempo de retencién del compuesto estudiado, que eluye en el centro de los

n- alcanos.

trn = Tiempo de retencién del n-alcano, que eluye antes del compuesto estudiado.
trn = Tiempo de retencién del n-alcano, que eluye después del compuesto estudiado
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ANEXO VII: DESVIACION ESTANDAR

La desviacién estandar o desviacion tipica (o) es una medida de centralizacion o dispersidén para
variables de razén (ratio o cociente) y de intervalo, de gran utilidad en la estadistica descriptiva.

La desviacién estandar se basa en la media como punto de referencia y procede a tomar en
consideracién la magnitud y la ubicacién de cada puntuacién. Cuan desviado o separado esta
cada puntuacion respecto a la media.

Para conocer con detalle un conjunto de datos, no basta con conocer las medidas de tendencia
central, sino que necesitamos conocer también la desviacion que representan los datos en su
distribucion respecto de la media aritmética de dicha distribucion, con objeto de tener una vision
de los mismos mas acorde con la realidad a la hora de describirlos e interpretarlos para la toma de

decisiones.

La desviaciéon estandar (o) mide cuanto se separan los datos.

22. Grajales Tevni, Desviacién estandar, la puntuacién —z y la curva normal
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ANEXO VIIl: COEFICIENTE DE VARIACION

Para el célculo del coeficiente de variacion es necesario que: L = 0

Se calcula:

I
=29

Donde o es la desviacion tipica. Se puede dar en porcentaje calculando:

Donde:

¥= desviacion estandar @
n = nimero de mediciones
* media aritmética

x = valor de la variable

cv = coeficiente de variacion
En base a informacién obtenida de las normas de buenas practicas de laboratorio se ha

determinado que el coeficiente de variacion maximo permitido para la inyeccion manual es de 2%,

porcentaje que sera aplicado para los tiempos de retencion (tr).
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