e

UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Unuversidad Catélica de Loja

AREA BIOLOGICA Y BIOMEDICA

TITULO DE INGENIERO QUIMICO

Caracterizacion quimica y fisica del aceite esencial de Ambrossia peruviana
(Marco) obtenido por extraccion tradicional y fluidos supercriticos.

TRABAJO DE TITULACION.

AUTOR: Hidalgo Ramirez, Francisco Daniel.

DIRECTOR: Valarezo Valdez, Benito Eduardo, Ph.D.

LOJA - ECUADOR



Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre que mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

2018


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION

Ph.D.
Benito Eduardo Valarezo Valdez
DOCENTE DE LA TITULACION

De mi consideracion:

Que el presente trabajo, denominado: Caracterizacién quimica y fisica del aceite
esencial de Ambrossia peruviana (Marco) obtenido por extraccién tradicional y fluidos
supercriticos cumple con los requisitos establecidos en las normas generales para la
graduacioén en la Universidad Técnica Particular de Loja, tanto en el aspecto de forma como

de contenido, por lo cual me permito autorizar su presentacion para los fines pertinentes.

Loja, febrero del 2018.



DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

“Yo Francisco Daniel Hidalgo Ramirez declaro ser autor del presente trabajo de titulacion:
Caracterizacion quimica y fisica del aceite esencial de Ambrossia peruviana (Marco)
obtenido por extraccién tradicional y fluidos supercriticos, de la titulacion de Ingenieria
Quimica, siendo Benito Eduardo Valarezo Valdez director del presente trabajo; y eximo
expresamente a la Universidad Técnica Particular de Loja y a sus representantes legales de
posibles reclamos o0 acciones legales. Ademas certifico que las ideas, conceptos,
procedimientos y resultados vertidos en el presente trabajo investigativo, son de exclusiva

responsabilidad.

Adicionalmente declaro conocer y aceptar la disposicion del Art. 88 del Estatuto Organico de
la Universidad Técnica Particular de Loja que en su parte pertinente textualmente dice:
“Formar parte del patrimonio de la Universidad la propiedad intelectual de investigaciones,
trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado que se realicen a través, o con el apoyo

financiero, académico o institucional (operativo) de la universidad”

f)
Autor: Francisco Daniel Hidalgo Ramirez
Cédula: 1716000847




DEDICATORIA

Para Francisco, Jannet, Michelle, Omar y Claudia; por ser mi apoyo incondicional para

alcanzar esta meta.



AGRADECIMIENTO

Quiero agradecer a mis padres, su ayuda ha sido muy importante para alcanzar esta meta.
A Michelle, por estar presente y ser mi pilar fundamental para la finalizacion de este trabajo.
Agradezco a mi director Dr. Eduardo Valarezo, y revisores Dr. Miguel Angel Meneses y Dr.
Jorge Ramirez, por su ayuda y guia para la correcta realizacion del presente trabajo de

titulacion.



INDICE DE CONTENIDOS

APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION............veviiiiieeenan,
DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS..........uiiiiiieeiieeeeieeee
DE DI C AT ORI A . e e e
AGRADECIMIENT O . .. ittt e e e et e e e e e e nenas
INDICE DE CONTENIDOS......ouiiiieeee et
INDICE DE TABLAS . ..o e e
INDICE DE FIGURAS. ..ot e,
RESUMEN. ...ci i ettt e ettt e e e e e e et eeeae e e e sttt eaeaeeeessssaseaeeeaeeeannsnssnneeaeens
AB S T R A C T ..ttt
INTRODUGCCION. ......ooivieiie ettt ettt ettt e et ettt te st e te e s ee st e e ae et e tesesteseete e areseeseenearens
CAPITULO |

1 MARCO TEORICO.......ccoiiiee ettt e ettt et et ane s
11 ACEItES ESENCIAIES. ... e
1.1.1. ClaSIfICACION. ...t e e e e e s e e e e s aa e
1.1.2. Extraccion de 10S aceites ESENCIAIES. ..........ccoviiuviiiiieie e
O O S {0 2] [o ] PP PRSPPI
1.1.2.2. Destilacion por arrastre de vapor o hidrodestilacion............ccccvveevveiiieeiieeeeeeeeeeee,
1.1.2.3. Extraccion con fluidos SUPErCIitiCOS.........ccoooeiiiiiii e
1.1.3. Caracterizacion de 10S aceites eSEeNCIales...........uvvveiiiiiiiiieiie e
1.1.3.1. Cromatografia d& QASES.........cccoieciuriuuiiiiiiuiiiiiiiiiariaarerrr ...
1.1.4. Propiedades de los aceites esenciales........ccccccccvvviiiiiiiii
1.1.5. Usos y aplicaciones de los aceites esenciales...........cccccceiiiii,
1.2. Plantas MediCINAlES......... ... e ee e e e e e eeeeeeeas
1.3. [ (0] = B Lot U =Y 0] =1 g -
1.4. La familiad ASTEIACEAE. ... ... . uueieiiiiiiiiieeiieeeieee ettt ee et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees
1.4.1. AMDIOSSIA PEIUVIANA. ....eeeteeieeiiiiiiiii et e ettt e e e st e e e e s s e e e e e e e s nnnbbennee s

CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS. ...ttt e et eeee e e e e e e e e,

Metodologia experimental...........ccceoiiiiiiiiiiiiie e

2

2.1
2.2.
2.2.1.
2.2.2.

Recoleccién de la materia vegetal.......................
Determinacion de la humedad relativa................

Tratamiento post cosecha de la muestra vegetal

vi

co N O 0o o o o0~ WDN P

e e i e N
N~ o o o b~ w N

19
20
20
20
21
22



2.3. 1 = (oo (0] [T TURRTRT

2.3.1. Destilacion del aceite €SENCIAl...........ccuvuiiiiieii i
2.3.1.1. Determinacion del ReNdiMI€NtO...........cceeeiiiiuiriiieeeeeeiiiiiiieie e e e s sesneveeree e e e e eneeeees
2.3.2. Descripcion del proceso de extraccion SUPErCritiCO...........uvvveeeeeeiiivieirieeeeesiiieee
2.3.3. Determinacion de propiedades fiSICaS...........couuriiiiiiiiiiiiiiiee e
2.4. Determinacion COmMpOSICION QUIMICAL ........euieiiiiiieeaiiieee ettt
2.4.1. Cromatografial e gASES........cciiiuiiieeiiiiie ettt
2.4.1.2. Cromatografia en columna DB-5 MS acoplada a espectrometria de masas........

2.4.1.3. Cromatografia en la columna HP — INOWAX acoplada a espectrometria de

2.4.2. Identificacidn de compuestos QUIMICOS........ccoooieeiiiiiiiiii s

CAPITULO 1l

3 RESULTADOS Y ANALISIS. .....ciiieieeeieeteeeteee ettt e et en e anas
3.1 Recoleccidn de la materia Vegetal..........cooccciiiiiiiiier s
3.1.1 Humedad relativa de AmMbrossia Peruviana...........ccccceeeeeiiiciirnrurnnnrnnnrennernnennne.
3.2. 4= (o o o] o 1RSI

3.2.1. Obtencién del Aceite esencial de Ambrossia peruviana mediante destilacion

CON AITASIIE UE VAP ....ciiieiiiiiiiiieiee e e ettt e e e e e ettt e e e e s et r e e e e e s e e snnn e eeeeaeas
3.2.2. Obtencién de extractos de partes aéreas de la planta Ambrossia peruviana......
3.3. Propiedades fISICAS.........cciiiiiiiiiiii e
3.3.1. Densidad relativa del aceite esencial de Ambrossia peruviana............ccccccceeevnnee
3.3.2. indice de refraccion del aceite esencial de Ambrossia peruviana........................
3.4. (@f0]00] oTo 1S Ted o] 0 o [ 1071 oF= VO PR TPRR

3.4.1. Analisis cualitativo del aceite esencial de Ambrossia peruviana extraido
mediante destilacion con arrastre de VapOr........ccccoveecveeeieeeees e e e

3.4.2. Analisis cualitativo del extracto de Ambrossia peruviana obtenido mediante
eXIraCCiON CON COo-SC.... et

3.4.2.1. Espectros de Masas de los compuestos no identificados.................cccceeeeieen.

CONCLUSIONES......co oottt a e e e e e e e e e e e e e e e e
RECOMENDACIONES.......co oo
BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt ettt n et ae ettt n et ennenenis

ANEXOS . e

Vii

23
23
24
24
25
27
27

29
30

31
32
32
32
33

33
34
35
35
35
36

36

42
43

52

53
54

58



ANEXO 1: Determinacion de humedad relatiVas. ...........veeeeeeee e

ANEXO 2: Determinacion del porcentaje de rendimiento............ccooiveieeriiiieeeiiiieee e
ANEXO 3: Determinacion de densidad relativa @ 20°C..........ccooiuiiieiiiiiie e

ANEXO 4: Determinacion del indice de
ANEXO 5: Bibliografia indice de Kovats

FEITACCION. . e

viii

59
60
61
63
65



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades criticas de 10s fluidos SUPErCritiCOS.........ccovvviiiiiiiieeeeieiiee e, 11
Tabla 2. Humedad relativa de Ambrossia peruviana recolectada ................cccvvvviiiiieeeeneinnns 33
Tabla 3. Rendimiento (v/p) del aceite esencial de Ambrossia peruviana ..........ccccooeeeeeeeeenes 34
Tabla 4. Densidad del aceite esencial de Ambrossia peruviana. ............cccccvveveiiiiiieiiiennnnn. 36
Tabla 5. indice de refraccion del aceite esencial de Ambrossia peruviana .......................... 37
Tabla 6. Composicion quimica del aceite de Ambrossia peruviana (GS/MS columna no polar
DB-5 y columna polar HP-INOWAX) ....uuuiii ettt e e e e et e e e 38
Tabla 7. Compuestos detectados en columna DB5-MS del extracto obtenido con diéxido de

€arbono SUPEICHTICO COo-SC.... .ot e e e e e e e e e ar e e e eaeas 43



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proceso de destilacion por arrastre de VapOr. ........ccceeiieeeiiiieiiiiiii e 8
Figura 2. Diagrama de fases solido/liquido/gas, Fluido SUPercritiCo. ...........ccccccevviiivinenennnn. 10
Figura 3. Proceso basico de extraccion SUPEercritiCa. .........ccceeeeieeeeiiieiiiiiei e 12
Figura 4. Aplicaciones de los aceites esenciales en las diferentes industrias..................... 15
Figura 5. AMDroSial PEIUVIANGA. ......ccoeeeeeeeeeeee e 18
Figura 6. Esquema del procedimiento de obtencion del aceite esencial de Ambrossia
peruviana, y pasos para determinar composicién quimica y propiedades fisicas................. 20
Figura 7. Mapa de la provinCia de LOja........c.coeuuuiiiiiii i 21
Figura 8. Determinacion de humedad relativa de Ambrossia peruviana, lampara de
calentamiento MOdelo ULTRA X ..o 22
Figura 9. Muestra vegetal de Ambrossia peruviana deshidratada y triturada para extraccion
con dioxido de carbono supercritico (CO2-SC)...uuuuiiiiiiiiiiiiiiicie e 23
Figura 10. Destilador tipo CIEVENGET .......ccoeeeeeeeeeeeeee e 24
Figura 11. Aceite esencial Ambrossia PErUVIANA.............cuuuiiiiiiieeeeeeeeieee et 24
Figura 12. Diagrama de flujo del equipo de fluidos supercriticos, laboratorio de Alimentos
de la Universidad Técnica Particular de LOja. ...........uueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 25
Figura 13. Determinacion de densidad relativa ..............oocuvveeiiiiieiiiiiiiieeeee e 26
Figura 14. Determinacion del indice de refracCion ...........cccuveeiiiieiiiiiiiiiiie e 27
Figura 15. Condiciones de operacién para la corrida cromatografica..............cccccceveeennennn. 29
Figura 16. Condiciones de operacion para la corrida cromatografica............cccoevvvvveeeennn. 30
Figura 17. Extracto de Ambrossia peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico
(CO,-SC) , adherido a paredes del SEPArador. ..........cccoiiiiiiiiiiiie e 35
Figura 18. Compuestos mayoritarios en la columna no polar DB5-MS.............cccoeeeiieeenn. 41
Figura 19. Compuestos mayoritarios en la columna polar HP-INOWAX............ccccoeeeeeeen. 42
Figura 20. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC)......veeiiieeeiiiiiiiiiieeeenn, 45
Figura 21. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO2-SC)........uuvveeieeeiiiiiiiiiieeeenn. 46
Figura 22. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO2-SC)........uuvveiiieeriiiiiiiiieeennn. 47
Figura 23. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con didxido de carbono supercritico (CO2-SC)....ccevvveeeeeeeeeeeieeeeeeeeee, 48
Figura 24. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con didxido de carbono supercritico (CO2-SC)....cceveveeeeeeeiieeeeeeeeeeeee, 49
Figura 25. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con didxido de carbono supercritico (CO2-SC)...ccceveveeeeeeeiieeeeeeeeeeeee, 50
Figura 26. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO2-SC)........uvvviveeeeriiiiiiiiieennnnn. 51
Figura 27. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO2-SC)........uuvvvveeeeiiiiiiiiiieeennnn. 52



RESUMEN

El aceite esencial de la especie Ambrossia peruviana (Asteraceae) la cual crece de manera
silvestre en la sierra del Ecuador se obtuvo mediante destilacion con arrastre de vapor y por
extraccion con dioxido de carbono supercritico (CO, - SC). La muestra vegetal presentd un
rendimiento promedio de aceite esencial del 0,02% y una humedad relativa del 74% en la
extraccion del aceite esencial mediante destilacion con arrastre de vapor, el aceite presenta
una densidad a 20°C de 0,8869 g/cm® y un indice de refraccion de 1,4957. En la extraccion
con CO, — SC se obtuvo un rendimiento de 0,20% en extracciones con una presion de 150
bar y temperaturas entre 35 y 40 °C. La composicion quimica del aceite obtenido por
destilacion con arrastre de vapor y del extracto obtenido con CO, — SC se analiz6 mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa CG. Los compuestos
mayoritarios identificados en el aceite esencial de Ambrossia peruviana fueron: a-
Farmasene (1,73%), ar-Curcumene (3,53%), y-Curcumene (37,17%), Germacrene D
(21,35), Myrcene (3,82%). En el extracto obtenido con diéxido de carbono supercritico

(CO, - SC) se determinaron 25 compuestos.

Palabras clave: Ambrossia peruviana, destilacion con arrastre de vapor, extraccion con
diéxido de carbono supercritico (CO,— SC), CG/MS.



ABSTRACT

The essential oil of the species Ambrossia peruviana (Asteraceae) which grows wild in the
mountains of Ecuador was obtained by steam distillation and by extraction with supercritical
carbon dioxide (CO; - SC). The vegetable sample showed an average yield of essential oil of
0,02% and a relative humidity of 74% in the extraction of the essential oil by steam
distillation, the oil has a density at 20 ° C of 0,8869 g / cm3 and a refractive index of 1,4957.
In the extraction with CO, - SC a yield of 0.20% was obtained in extractions with a pressure
of 150 bar and temperatures between 35 and 40 ° C. The chemical composition of the oil
obtained by steam distillation and the extract obtained with CO,-SC was analyzed by gas
chromatography coupled to GC mass spectrometry. The major compounds identified in the
essential oil of Ambrossia peruviana were: a-Farmasene (1,73%), ar-Curcumene (3,53%), y-
Curcumene (37,17%), Germacrene D (21,35) , Myrcene (3,82%). In the extract obtained with

supercritical carbon dioxide (CO, - SC), 25 compounds were determined.

Key words: Ambrossia peruviana, steam distillation, extraction with supercritical carbon
dioxide (CO; - SC), CG / MS.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en la determinacion de las propiedades fisicas y quimicas del
aceite esencial de Ambrossia peruviana extraido mediante destilacién por arrastre de vapor
y con dioxido de carbono supercritico (CO,-SC). Este se divide en 3 capitulos, en el primer
capitulo denominado Marco teérico se desarrolla el estudio del arte sobre este tema, en el
segundo capitulo se describen las técnicas y equipos utilizados para llevar a cabo la
investigacion, en el capitulo final se expone y analiza los resultados. Esta investigacion
contribuye al estudio de la flora aroméatica de la Regién Sur del Ecuador y especificamente
al proyecto “Extraccion, caracterizacion quimica, fisica y biolégica y creacién del banco de
aceites esenciales” que se ejecuta en la seccidon de Ingenieria de Procesos del
Departamento de Quimica y Ciencias Exactas de la Universidad Técnica Particular de Loja.
Con dicho estudio se pretende aportar conocimiento sobre los aceites esenciales de las
especies vegetales de Ecuador, abriendo las puertas para los diferentes usos industriales en
el que se puede aplicar este producto como la industria farmacéutica, alimenticia,

cosmeética, etc.

El objetivo general es desarrollar el estudio de aceites esenciales provenientes de especies
vegetales, determinar su composicion quimica y propiedades fisicas, asimismo estan
considerados como componentes del proyecto: Extraccion de aceite esencial de Ambrossia
peruviana mediante destilacion por arrastre de vapor y extraccibn CO,-SC, calcular el
rendimiento real del aceite esencial, determinar su composicion quimica las cuales nos
permitiran establecer sus posibles condiciones de uso y especificar los compuestos
mayoritarios que conforman el aceite en estudio. Para la obtencién del aceite esencial
mediante destilacion por arrastre de vapor, se inicié con la recoleccion del material vegetal,
luego de realizar el tratamiento post cosecha se le extrajo el aceite esencial, 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 (ISO 280:1998), la
composicion quimica se determind utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas CG/MS. En la extraccibn con CO,-SC, la materia vegetal
recolectada fue sometida a un proceso de deshidratacion, para luego ser triturada y
tamizada con la finalidad de obtener un tamafio de particula entre 200 — 250 micrémetros,
ésta materia vegetal fue sometida al proceso de extraccion con CO,-SC como disolvente. La
composicion quimica del extracto obtenido se determiné mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas CG/MS.



CAPITULO |



1. MARCO TEORICO

1.1 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de sustancias odoriferas naturales
responsables de la fragancia de las flores y otros érganos vegetales. Son sintetizadas y
segregadas por determinadas estructuras histologicas especializadas, frecuentemente
localizadas sobre o proximas de la superficie de la planta: células oleiferas, conductos o
cavidades secretoras, pelos glandulosos y tejidos especificos. Con frecuencia los aceites
esenciales estan asociados a otras sustancias del vegetal como gomas, resinas y tienden a

resinificarse por exposicion al aire (L6pez, 2004).

Dichos aceites son inflamables, no téxicos, aunque pueden provocar alergias en personas
sensibles a determinados terpenoides. Sufren degradacién quimica en presencia de la luz
solar, aire, calor, acidos y alcalis fuertes, generando oligobmeros de naturaleza indeterminada
(Rodriguez, Alcaraz, & Real, 2012).

Los aceites esenciales son de naturaleza oleosa y con una composicién compleja ya que al
ser compuestos heterogéneos estan constituidos por sustancias quimicas como
monoterpenos, sesquiterpenos, acidos, ésteres y compuestos alifaticos de bajo peso

molecular (Palacio, 2015).

En el mundo vegetal estdn muy extendidas en numerosas especies botanicas. Son
especialmente abundantes en las coniferas, lamiaceas, apiaceas, mirtaceas, rutaceas y
asteraceas. Se le atribuyen variadas funciones en las plantas como proteccién frente a
insectos y herbivoros, adaptacion frente al estrés hidrico y son de gran importancia en la

polinizacion (Lopez, 2004).

De los millones de plantas existentes, se conocen alrededor de 4000 que producen aceites
esenciales distintos, no todas las plantas presentan estas sustancias, aunque existen
plantas que presentan una concentracion de aceite tan baja que hace imposible su
obtencién (Ortufio, 2006).

1.1.1. Clasificacion

Los aceites esenciales se clasifican de acuerdo con su consistencia, origen y naturaleza de
los componentes mayoritarios. En lo que concierne a su consistencia los aceites esenciales
se clasifican en esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos

volatiles a temperatura ambiente. Los balsamos son de consistencia espesa, son poco
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volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion. Las oleorresinas tienen el aroma
de las plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias

semisdlidas (Martinez, 2003).

De acuerdo con su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y
sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas posteriores. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriguecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes. Los aceites
esenciales sintéticos como su nombre lo indica son los producidos por la combinacion de
sus componentes los cuales son la mayoria de las veces producidos por procesos de

sintesis quimica (Martinez, 2003).

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion compleja los aceites
esenciales se pueden clasificar de acuerdo con los componentes mayoritarios. Segun esto
los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales
monoterpénicos (por ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en sesquiterpenos
son los aceites esenciales sesquiterpénicos (por ej. copaiba, pino, junipero, etc.). Los ricos
en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (por ej. clavo, canela, anis,
etc.) (Martinez, 2003).

1.1.2. Extraccién de los aceites esenciales

Los aceites esenciales pueden ser extraidos de las plantas aromaticas mediante varios
métodos como son: expresion, destilacién por arrastre de vapor, extraccién con solventes

volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos (Martinez, 2003).

1.1.2.1. Expresioén

Es un método simple por medio del cual es posible obtener aceites esenciales de
caracteristicas muy cercanas al producto natural, porque no se realizan tratamientos
térmicos. Sin embargo, esta técnica extractiva sélo es aplicable a materiales vegetales que

contienen la esencia, en gran contenido, en las células superficiales (Vargas & Bottia, 2008).

En este método de extraccion, el material vegetal es exprimido para liberar el aceite

esencial, este pasa a ser recolectado y filtrado (Martinez, 2003).



1.1.2.2. Destilacion por arrastre de vapor o hidrodestilacion

Se puede definir como el proceso para obtener el aceite esencial de una planta aromética,
mediante el uso del vapor saturado a presién atmosférica. El generador de vapor no forma
parte del recipiente donde se almacena la materia prima, es externo y suministra un flujo
constante de vapor. Su presién es superior a la atmosférica, pero el vapor efluente, que
extrae al aceite esencial estd a la presion atmosférica. La materia prima forma un lecho
compacto y se desprecia el reflujo interno de agua debido a la condensacién del vapor
circundante (Rodriguez, Alcaraz, & Real, 2012).

La destilacion por arrastre de vapor es el método mas utilizado para la extraccién de aceites
esenciales, dicho método aprovecha la propiedad que tienen las moléculas de agua en
estado de vapor de asociarse a las moléculas de aceite. En este método de extraccion
(Figura 1) la muestra vegetal generalmente fresca es cortada en trozos pequefios y
encerrada en una camara inerte sometida a una corriente de vapor saturado a presion
atmosférica, la esencia arrastrada por el vapor es posteriormente condensada, recolectada y
separada de la fraccion acuosa (Martinez, 2003). La fase organica formada por el aceite
esencial se separa con facilidad de la fase acuosa al tener distinta densidad y ser
inmiscibles, normalmente el aceite esencial es menos denso y flota sobre la fase acuosa

aunque suelen existir excepciones (Ortuiio, 2006).

La destilaciébn por arrastre de vapor es utilizada a nivel industrial debido a su alto
rendimiento para la extraccion de aceites esenciales y por los factores descritos a

continuacion:

- Alta pureza del aceite obtenido.

- No requiere de tecnologia sofisticada.

- Es enérgicamente eficiente.

- Se tiene un mayor control en la velocidad de destilacion.

- Este método satisface las operaciones comerciales a mayor escala, al proveer

resultados mas constantes y reproducibles (Martinez, 2003).
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Figura 1. Proceso de destilacion por arrastre de vapor.
Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

1.1.2.3. Extraccién con fluidos supercriticos

Es una operacién unitaria que explota el poder disolvente de los fluidos en condiciones
encima de su temperatura y presion critica, con este método es posible obtener extractos
libres de disolventes y la extraccién es mas acelerada que con la utilizacion de disolventes
organicos convencionales. Estas ventajas son debidas a la alta volatilidad de los fluidos
supercriticos y sus propiedades de transporte mejoradas (Peredo, Palou, & Lépez, 2009). El
proceso de extraccidn supercritica es similar al de una extraccion clasica, con la diferencia
de utilizar como agente extractor un fluido en condiciones supercriticas en lugar de un
liquido. Sin embargo, en esta técnica, las propiedades del estado supercritico hacen que sus
caracteristicas generales se aproximen a la de un proceso de extraccion ideal, el cual debe
ser, rapido, simple, barato, no contaminante, selectivo y conducir a la obtencion de extractos

finales listos para el analisis (Valverde, 2002).



La extraccion con fluidos supercriticos es uno de los métodos para extraccion de aceites
esenciales mas actuales, en este el material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o
molido, se empaca en un extractor de acero inoxidable y se hace circular a través de la
muestra un fluido supercritico (por ejemplo diéxido de carbono), las esencias son asi
solubilizadas y arrastradas y el fluido supercritico que actia como solvente extractor se
separa del extracto por descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura

ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura (Martinez, 2003).

1.1.2.3.1. Fluido Supercritico

Un fluido supercritico no es en si un estado de agregacion de la materia, sin embargo es
una fase en la que el fluido se comporta como un gas, llena y toma la forma de su
contenedor; caracteristicas que no tiene al estar en estado liquido, sin embargo, tiene la
densidad de un liquido y por tanto su poder disolvente. También puede definirse como un
gas con poder disolvente controlable, o bien como una forma de la materia en la que los
estados liquido y gaseoso son indistinguibles entre si (Luque de Castro, Valcarcel, & Tena,
1993).

Un diagrama de fases para una sustancia pura (Figura 2) muestra las regiones de
temperatura y presion donde la sustancia existe como una fase Unica. Estas estan
separadas por las curvas de coexistencia de dos fases, sélido-gas, soélido-liquido y liquido-
gas; correspondientes a los equilibrios de sublimacion, fusibn y evaporacion

respectivamente. (Luque de Castro, Valcarcel, & Tena, 1993).
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Figura 2. Diagrama de fases solido/liquido/gas, Fluido supercritico.
Fuente: Mendiola (2008).
Elaboracion: El autor.

A temperaturas o presiones mas altas, liquido y gas son indistinguibles; es decir, constituyen
una unica fase. Esta zona de temperatura y presiones por encima del punto critico es lo que
conocemos como regién supercritica. Por lo tanto, un fluido supercritico es un gas que se ha
calentado por encima de su temperatura critica mientras que simultaneamente se ha
comprimido a una presién mayor que su presion critica (Luque de Castro, Valcarcel, & Tena,
1993). Un fluido supercritico puede cambiar rapidamente la densidad con pequefios cambios
en la temperatura o presion. Estas propiedades lo hacen conveniente como un sustituto de

los solventes organicos en los procesos de extraccion (Velasco, Villada, & Carrera, 2007).

Los fluidos supercriticos (FSC) tienen la capacidad de extraer ciertos compuestos quimicos
con el uso de determinados solventes especificos bajo la combinacion de temperatura y
presion (Velasco, Villada, & Carrera, 2007). En la Tabla 1 se muestran las propiedades
criticas de algunos compuestos generalmente utilizados para extraccion con fluidos

supercriticos.
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Tabla 1. Propiedades criticas de los fluidos supercriticos

Compuesto Te Pe P

(°C) (bar) (kg/m3)
Acetileno 36,00 62,47 232,14
Acetona 235,00 47,00 278,00
Agua 374,00 220,90 322,60
Diéxido de Carbén 31,00 73,86 467,60
Etano 32,00 48,71 135,75
Etanol 240,40 61,40 276,00
Etileno 9,00 50,40 195,80
Metano -83,00 45,95 161,43
Metanol 239,40 80,90 272,00
Propano 97,00 42,47 225,64
Propileno 91,80 46,00 323,00

Fuente: Velasco, Villada, & Carrera (2007).
Elaboracion: El autor.

El CO, es el fluido supercritico méas utilizado debido a que es no toxico, no inflamable, no
corrosivo, no es costoso, se elimina facilmente, no deja residuos, sus condiciones criticas
son relativamente faciles de alcanzar y se consigue con diferentes grados de pureza, se
puede trabajar a baja temperatura y por tanto, se pueden separar compuestos termolabiles
(Velasco, Villada, & Carrera, 2007). La Unica desventaja que presenta el CO, frente a otros
fluidos supercriticos es su caracter apolar, lo que hace que no sea adecuado para extraer
analitos de alta polaridad. Para la extraccién de este tipo de compuestos se pueden utilizar

otros fluidos polares tales como el amoniaco o metanol (Valverde, 2002).

1.1.2.3.2. Proceso de Extraccidon Supercritica

Como se presenta en la imagen (Figura 3), el CO, procedente del tanque (A) es impulsado
por la bomba (B), hasta que en la celda de extraccién (C), donde se encuentra la materia
prima a extraer, se alcanza la presion de trabajo, esta presion es controlada por la valvula
(D). La celda de extraccidon se encuentra termostatizada para poder operar en condiciones
de temperatura controlada (superior a la TC). Los componentes de la materia prima
disueltos o arrastrados por el CO, precipitan en el separador (E) debido a la disminucion del
poder solvente del CO, al reducir la presion. En caso de adicionar modificadores (F), éstos

se mezclan a la corriente con ayuda de una bomba (G). Si se requiere realizar un
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fraccionamiento de los extractos obtenidos, se utiliza un segundo separador (H) (Mendiola,
2008).

Figura 3. Proceso bésico de extraccion supercritica.
Fuente: Mendiola (2008).
Elaboraciéon: Mendiola (2008).

El Intercambiador de calor (I), se utiliza para licuar mediante una tapa de enfriado el CO,

proveniente de los separadores, esto en caso de hacer una recirculacién del mismo.

1.1.3. Caracterizacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos y volatiles a temperatura ambiente, presentan una
coloracion amarilla leve cuando son extraidos mediante destilacion y su densidad es menor
a la del agua. Son sustancias solubles en alcoholes y disolventes organicos comunes, de
igual manera son liposolubles y poco solubles en agua pero pueden ser arrastrados
mediante vapor de agua. Los aceites esenciales presentan un elevado indice de refraccion
(Bruneton, 2001).

Los componentes de los aceites esenciales se pueden clasificar en terpenoides y no
terpenoides. Los terpenos son una clase de sustancia quimica que se encuentran en los
aceites esenciales, resinas y distintas sustancias aromaticas de las plantas (Rios, et. al.,
2007).
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Los no terpenoides son sustancias alifaticas de cadena corta, sustancias aromaticas,
sustancias con azufre y nitrogenadas. En cuanto a sus usos y aplicaciones no son tan

importantes en comparacion a los terpenoides.

Los terpenoides con lo que respecta a sus propiedades son aplicados ampliamente en el
ambito comercial. De acuerdo al nimero de unidades (C5)n presentes en el esqueleto
hidrocarbonado, los terpenos y sus similares sustituidos se clasifican como
monoterpenoides (Cs)2, sesquiterpenoides (C5)3, diterpenoides (C5)4, sesterpenoides
(CH)5, triperpenoides (C5)6, y tetraterpenoides (C5)8, basandose en la configuracién de sus
estructuras moleculares también, pueden ser clasificados como terpenoides de cadena

abierta o ciclicos de uno, dos o0 mas anillos (Vargas & Bottia, 2008).

1.1.3.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es un método aplicado para reconocer la presencia o ausencia
de componentes en mezclas que contengan un numero limitado de especies posibles cuya
identidad se conoce (Skoog, West, & James, 2001). Dicha técnica permite separar los
componentes de una muestra vaporizada aprovechando que estos se distribuyen entre una
fase gaseosa movil y una fase estacionaria liquida o sélida encontrada en la columna. La
muestra a analizar se lleva a la fase gaseosa y se inyecta en la columna cromatogréfica. La
elusién de los componentes se realiza mediante flujo de una fase gaseosa movil, ésta a
diferencia de otros métodos cromatograficos, es inerte y no interactda con las moléculas de

las especies de la muestra, sélo las transporta a través de la columna (Rivera, 2008).

En cromatografia de gases, la mezcla a separar, una vez volatilizada se hace pasar a través
de la columna con ayuda de un gas inerte, basandose la separacion en la distinta velocidad
de los compuestos a su paso por ésta, los cuales van llegando al sistema de deteccion. Las
sefiales del detector se registran, obteniéndose una serie de picos que constituyen el
cromatograma. El tiempo de retencion (posicion de los picos) se utiliza con fines cualitativos,

mientras que el area se relaciona con la concentracion de los compuestos (Cedron, 2004).

Esta técnica analitica de separacion ha experimentado un gran desarrollo desde sus inicios,
sus posibilidades han ido amplidndose conforme se ha mejorado la instrumentacion
(columnas capilares, integradores computarizados, sistema de gradiente de temperatura,
nuevos detectores, etc.). La cromatografia de gases es la que ofrece mejor poder de

resolucion para los compuestos volatiles, su principal limitacion se encuentra en la fragilidad

13



de los solutos, los cuales deben ser estables a la temperatura requerida para su

volatilizacién (Cedrén, 2004).

1.1.4. Propiedades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se caracterizan por sus propiedades fisicas, como densidad,
viscosidad y actividad Optica. Con la excepcion de algunos, la mayoria de aceites esenciales
tiene una densidad inferior a la del agua. El indice de refraccibn es una propiedad
caracteristica de los aceites esenciales, esta cambia al mezclar los aceites esenciales con
otras sustancias (Peredo, Palou, & Lopez, 2009). Otra propiedad de los constituyentes de
una esencia es su variabilidad estructural, lo que permite generar por semisintesis
estructuras novedosas. En cuanto a sus solubilidades, tienen la particularidad de que, si
bien son solubles en medio no polar también suelen tener una alta solubilidad en etanol, lo
gque es ampliamente explotado en la elaboracién de fragancias y extractos hidroalcohdlicos

para las industrias farmacéutica y cosmética (Bandoni, 2002).

Los aceites esenciales poseen una quimica compleja, generalmente consisten en una
mezcla de un grupo heterogéneo de sustancias organicas como hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, etc. Tienen un peso molecular menor de 400 Da y presiéon de
vapor suficientemente alta para volatilizarse a temperatura ambiente, son derivadas del
metabolismo secundario de las plantas y asociadas o no a otros componentes (Vargas &
Bottia, 2008).

Las propiedades funcionales de los aceites esenciales varian de acuerdo a la proporciéon de
los compuestos presentes, diversas investigaciones indican que la composicion de los
aceites esenciales y extractos pueden variar dependiendo del método de extracciéon
utilizado. Es importante identificar los efectos de diversos métodos de obtencién sobre las
propiedades y composicion de los aceites esenciales y otros extractos obtenidos (Peredo,
Palou, & Lépez, 2009).

Son variadas y beneficiosas las propiedades que presentan los aceites esenciales para el
ser humano, debido a esto son cotizados en el mundo cuando son de origen natural. La
mayoria de aceites esenciales presentan propiedades a diferentes niveles, los cuales daran

el uso que tendra el mismo (Chamba, 2015)
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1.1.5. Usos y aplicaciones de los aceites esenciales

Los aceites esenciales tienen un amplio campo de aplicacion (Figura 4), éstos suelen ser
utilizados en la industria alimenticia, farmacéutica, cosmética y quimica siendo aplicados a

productos de consumo.

Aplicacion de los
aceites esenciales en
lainsdustria
|
| | ]
S, Aplicacion en Sy,
Aplicacion para productos de cuidado ~ Aplicacionen la.
aromas y sabores personal industria farmacéutica
Industria Alimentaria: Industriade Medicinales:
| preservantes, | cosmeéticos: | | descongestionantes,
saborizantes, bebidas vy perfumes, colonias, antifingicos,
confiteria. cremas, polvos, etc. antibacteriales, etc.
Industrias Industria productos Veterinaria:
tabaqueras: aseo personal:. antiparasitarios
] ij —| pasta dental, enjuajes | | oqiicidas, acaricidas
fijadores y bucales, jabones, p ote '
saborizantes. sahmpoos, etc. .
Industria
— Farmacéutica:
saborizantes.

Figura 4. Aplicaciones de los aceites esenciales en las diferentes industrias.
Fuente: (Bandoni, 2002)
Elaboracion: (Bandoni, 2002).

1.2. Plantas Medicinales

Las platas medicinales son vegetales que sintetizan productos llamados principios activos,
estos son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica beneficiosa o perjudicial sobre el
organismo vivo. Su principal utilidad es disminuir o neutralizar el desequilibrio organico que
es la enfermedad, constituyen aproximadamente la séptima parte de las especies vegetales

existentes (Mufioz, 2002).

Es evidente la importancia de las plantas medicinales en la medicina actual, desde tiempos
ancestrales los remedios naturales y las plantas medicinales eran el principal medio que

disponia el médico para tratar o aliviar enfermedades. En todas las culturas, a lo largo y
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ancho del planeta y durante todos los tiempos, han usado las plantas medicinales como
base de su propia medicina. La diversidad de plantas medicinales disponible varia segun
las regiones y los ecosistemas de cada zona donde habitan, debido a ello es importante la

conservacion del medio ambiente que las sustenta (Hernandez, 2008).

1.3. Flora Ecuatoriana

Es muy variada y abundante la flora ecuatoriana, debido a la diversidad de los medios
ecoldgicos. En el Ecuador existen 22000 especies vegetales diferentes. La presencia de los
andes como elemento altitudinal, otorga al Ecuador una fisonomia Unica en donde existen
diferentes climas y formas de vida, de igual manera en las profundidades de las cordilleras
donde se encuentran condiciones Unicas para la vida vegetal. A pesar de encontrarse en la
zona ecuatorial, al Ecuador no se lo considera como un pais completamente tropical o
térrido, sino que presenta la mas amplia variedad de climas segun la localizacion orogréafica

o topogréfica (Patzelt, 2002).

La flora ecuatoriana ha sido desde siempre reconocida por ser inmensamente rica en
plantas Utiles (Baslev, De la Torre, Navarrete, & Macia, 2008). Desde tiempos antiguos el
conocimiento del uso de plantas ha evolucionado y ha sido transmitido durante
generaciones en las poblaciones indigenas, mestizas y afroecuatorianas. Los usos
medicinales de las plantas reportados en Ecuador son numerosos, principalmente utilizadas

para aliviar diferentes sintomatologias y otras afecciones (De la Torre, et. al., 2008).

1.4. La familia Asteraceae

La familia Asteraceae o Compositae, compone el grupo vegetal mas diverso de plantas
vasculares sobre el planeta. Su distribucion es practicamente mundial y es una de las
familias mas comunes en la mayor parte de los habitats. Asteraceae representa un grupo
natural con un nimero elevado de especies y amplia variacién en cuanto a formas de vida,
estructura floral, mecanismos de polinizacion y dispersion de semillas (Garcia, Sanchez, &
Villasefior, 2014).

Las asterdceas comprenden mas de 1700 géneros y unas 24.000 - 30.000 especies
distribuidas por todo el mundo, excepto en la Antartida, incluyen desde pequefas hierbas de

1 cm de altura hasta arboles de mas de 30 m. Las asteraceas se reconocen por su
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estructura reproductiva, donde las flores se disponen en forma sésil sobre un receptaculo
ensanchado (Katinas, Gutiérrez, Grossi, & Crisci, 2007). Uno de los generos de la familia
asteraceae es el género Ambrosia el cual consta de 42 especies prodigamente distribuidas,
generalmente en el oeste de América del Norte (Caldas, 2012). En el Ecuador el género
Ambrosia estd representado por las especies Ambrossia arborescens Mill., Ambrossia

vulgaris y Ambrossia peruviana (Jorgensen & Ledn, 1999).

1.4.1. Ambrossia peruviana

La Ambrossia peruviana conocida comunmente como Marco o Altamisa presenta tallo
aterciopelado y alcanza una altura entre 50 cm - 2 m, sus hojas son apinadas alternas, en
su parte superior son verdes y el envés es de color verde blanquecino aterciopelado;
las flores brotan en la parte superior del vegetal y poseen un fruto de color café oscuro, en la
figura 5 se presenta una planta de Ambrossia peruviana y su descripcion taxondmica. Sus
semillas son dispersadas por el viento lo que permite su crecimiento de manera
silvestre. Por esta razbn es una planta de alta adaptabilidad a diferentes tipos de
ambientes (Caldas, 2012).

El Marco presenta propiedades desinfectantes, emoliente y emenagogo. De igual manera
aplaca los dolores menstruales, es utilizado contra el reuma articular, hemorroides,
inflamacién de las piernas y dolores intestinales, bueno para combatir parasitos intestinales.
Se aplica en el sector agricola como un eficaz repelente contra insectos (Hinojosa &
Moreno, 2013).
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Figura 5. Ambrosia peruviana.
Fuente: El autor.

Elaboracién: El autor.

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Heliantheae
Subtribu: Ambrosinae
Género: Ambrossia

Especie: Ambrossia peruviana
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CAPITULO I
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Metodologia experimental
La presente investigacion se realizd en el Departamento de Quimica y Ciencias Exactas,
Seccion de Ingenieria de Procesos de la Universidad Técnica Particular de Loja, para lo cual

se utilizoé la siguiente metodologia:

RECOLECCION DE LA MATERIA VEGETAL

*Determinacién de la humedad relativa.
* Tratamiento postcosecha de la muestra vegetal.

EXTRACCION

*Extraccion del aceite esencial por destilacién con arrastre de vapor.
Determinacién del rendimeinto de destilacion.

*Obtencion de extracto con diéxido de carbono supercritico CO,-SC.

PROPIEDADES FiSICAS

*Densidad (Norma AFNOR NF T 75-111)
+Indice de refraccion (Norma AFNOR NF T 75-112)

COMPOSICION QUIMICA

*CG-MS.
eIdentificaciébn de compuestos quimicos.

Figura 6. Esquema del procedimiento de obtencion del aceite esencial de Ambrossia peruviana, y

pasos para determinar composicién quimica y propiedades fisicas.
Fuente: El autor.

Elaboracién: El autor

2.2. Recoleccion de la materia vegetal

La especie Ambrossia peruviana fue recolectada en la ciudad de Loja (Figura 7), barrio “los
Operadores” — Epoca, a una altitud de 2.080 m.s.n.m., en las siguientes coordenadas: 03°
39" 557 y 04° 30" 38" de altitud Sur (9501249 N — 9594638 N); y, 79° 05" 58" de latitud
oeste (661421 E — 711075 E).

Una muestra boténica de la especie Ambrossia peruviana se encuentra en el Herbario de la

Universidad Técnica Particular de Loja, con el codigo 5132.

La recoleccion de la materia vegetal se realizd en tres salidas de campo con el fin de

obtener un valor medio de representacién de la planta en el lugar, posteriormente la muestra
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fue trasladada a los laboratorios de Ingenieria de Procesos, para su respectivo tratamiento

previo a la extraccion del aceite esencial.

ECUADOR

=== Canton Loja.
Provincia de Loja.

A

Figura 7. Mapa de la provincia de Loja.
Fuente: El autor.

Elaboracién: El autor

2.2.1. Determinacion de la humedad relativa

El ensayo de determinacion de humedad de Ambrossia peruviana, se inicié cortando en
pequefios pedazos las hojas, con el objetivo de obtener una muestra mas compacta y
homogénea; se pesd aproximadamente 1 gr de muestra en capsulas de aluminio, para luego
ser introducidas en una lampara de calentamiento modelo ULTRA X (Figura 8) a 37°C, por
un tiempo de 15 minutos. Pasado este tiempo, se sacaron las capsulas para ser enfriadas
en un desecador y proceder a pesarlas. Este proceso fue repetido hasta que el peso de la

Mmuestra seca se mantuvo constante.

La determinacion de humedad se realizd por triplicado en cada recoleccion con el fin de
obtener resultados confiables. Con los datos registrados del peso de la muestras, se

realizaron los respectivos célculos para la determinacion de humedad (Anexo 1).
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Figura 8. Determinacién de humedad relativa de Ambrossia peruviana, lampara

de calentamiento modelo ULTRA X.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

2.2.2. Tratamiento postcosecha de la muestra vegetal

2.2.2.1. Tratamiento de la muestra vegetal para destilacién por arrastre de

vapor

Una vez recolectada la materia vegetal, se procedié a realizar el tratamiento post cosecha
en el cual se seleccionaron las hojas y tallos en buen estado, desechando las partes
dafadas del vegetal, de igual manera se elimind mediante tamizado toda impureza que
existiera en la muestra recolectada. Posteriormente la materia vegetal fue pesada, para

proceder a depositarla en la camara del destilador.

2.2.2.2. Tratamiento de la muestra vegetal para extraccion con CO,-SC

La materia vegetal fue sometida a un proceso de deshidratacién para obtener un porcentaje
de humedad aproximado al 12%, utilizando aire caliente a una temperatura de 30°C, para
este proceso se utilizd un secador de bandejas. La muestra vegetal seca fue triturada
utilizando un molino vibratorio de discos para luego ser tamizada y obtener un tamafio de
particula entre 200 — 250 micrometros (Figura 9), finalmente la muestra fue almacenada en

refrigeracion para conservar sus propiedades (Jiménez, 2015).
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Figura 9. Muestra vegetal de Ambrossia peruviana deshidratada y triturada
para extraccion con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

2.3. Extraccién

2.3.1. Destilacion del aceite esencial

Una vez tratada la materia vegetal, se procedio a realizar el proceso de hidrodestilacién, el
cual consiste en la separacion de componentes insolubles en agua como son los aceites

esenciales, mediante vapor para luego ser condensado y recolectado.

La extraccion del aceite esencial se realizé en un destilador tipo Clevenger (Figura 10), éste
consta de un tanque de acero inoxidable en el que se vierte cierto volumen agua, seguido
por una placa perforada, donde se deposita la muestra vegetal. Después de tapar el tanque
del destilador, se colocaron las mangueras de entrada y salida de agua del refrigerante, asi
como el sello de agua en los bordes del destilador; el recipiente se expuso a una fuente de
calor ubicada en la parte inferior de tal forma que el vapor de agua generado circule a través
de la material vegetal y, al salir del cuello del cisne se enfrie en el condensador en donde
pasa al estado liquido. El liquido obtenido del destilador se deposita en un florentino, en
donde por diferencia de densidades se produce la separacién de agua y el aceite esencial.
El proceso de destilacion se realiz6 por cada recoleccién, obteniéndose las muestras de

aceite esencial.

El volumen de aceite esencial obtenido de cada destilacion fue medido en una probeta. Los
aceites esenciales fueron envasados en frascos de color &mbar respetivamente etiquetado
con los datos de cada extraccion y almacenados en refrigeracion a -4 ° C, con el objetivo de

conservar las propiedades de los mismos (Figura 11).
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Figura 10. Destilador tipo Clevenger
para extraccion de aceites esenciales.
Fuente: El autor.

Elaboracién: El autor.

Figura 11. Aceite esencial Ambrossia peruviana
obtenido por destilacién con arrastre de vapor.

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

2.3.1.1. Determinacion del Rendimiento

El mismo se calcula relacionando el volumen de aceite esencial recolectado a partir de la
cantidad de muestra vegetal sometida a la destilacion (Anexo II).

2.3.2. Descripcion del proceso de extraccidn supercritico

Para emplear el equipo de fluidos supercriticos (Figura 12) se inici6 conectando
correctamente las tuberias y controladores eléctricos. Estableciendo la temperatura a

trabajar en la estufa y verificando que la temperatura establecida coincida con controlador
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(TIC). Se abri6 la valvula de la parte superior del cilindro de CO, para la circulacion del
fluido por la tuberia hasta el extractor, a partir de este momento la presion se incrementoé y
se verificd con el manémetro (P1), que registré minimo 56 bares para abastecer al sistema
la presion deseada. Se encendi6 la bomba y dependiendo del requerimiento de
presion a alcanzar se manipulé manualmente la bomba (P2) regulando con la valvula
micrométrica a la salida del extractor, midiendo el valor de presion con el manémetro (P3)
hasta que llegue al valor deseado, luego se abrid dicha valvula micrométrica (V2) el
flujo de CO, fue regulado con la valvula (contrapresion) (V3) ubicada luego del separador
hasta obtener un flujo de 10 000 ml CO,/min (Jiménez, 2015).

Resistencias

(P2) ®) (@)
L J i | l D)
Bomba Enfriador | ! Vi

Enfriador - 7] Separador

Vi Extractor

——

(P1) Va

u Nomenclatura de accesorios

= P1, P2, P3, P4 - Manometros

V1 = Valvula de paso

V2 = Valvula micrométrica

V3 = Valvula reguladora

V4 - Valvula de paso

TIC = Controlador indicador de temperatura

\ ]

(2]
Q
Extracto

Figura 12. Diagrama de flujo del equipo de fluidos supercriticos, laboratorio de Alimentos de la
Universidad Técnica Particular de Loja.
Fuente: Jiménez, G.

Elaboracion: Jiménez, G.

Finalizando el proceso de extraccion, se apag6 la bomba, y se procedi6 a cerrar la valvula
del cilindro de CO, para despresurizar el equipo a las mismas condiciones en que se trabajé
de la extracciéon, terminado con esto se procedi6 a desmontar el extractor y

separador del equipo.

Para la extraccion del aceite esencial de la Ambrossia peruviana, se realizaron cuatro
corridas a una presion de 150 bares, con temperaturas de 35 — 40 ° C. Para esto, se
pesaron 30 g de muestra que se cargaron en el extractor, la muestra se mezclé con perlas
de cristal para evitar la formacién de grumos y distribuir uniformemente la presion y el flujo
de CO,, con esto se logra buen contacto entre el CO, y las particulas de la muestra

pulverizada de Ambrossia peruviana durante el proceso de extraccion.
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2.3.3. Determinacién de propiedades fisicas

Las propiedades fisicas que se determinaron al aceite esencial de Ambrossia peruviana
fueron, la densidad relativa segin la nhorma AFNOR NF T 75-111 y el indice de refraccién
segun la norma AFNOR NF T 75-112.

La densidad relativa se determin6 siguiendo el procedimiento descrito en el Anexo lll, para
esté analisis se mezclaron los aceites esenciales recolectados de las tres destilaciones, y se
medi6 la densidad relativa con ayuda de un picnédmetro (Figura 13), un termémetro y una
balanza analitica. Para los valores registrados se calcul6 la media, desviacion estandar y el

coeficiente de variacion.

Figura 13. Determinacion de densidad relativa
del aceite esencial: Picnbmetro con aceite esencial
de Ambrossia peruviana.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

La determinacion del indice de refraccion se realizé siguiendo el procedimiento que consta
en el Anexo 1V, en el cual se utilizé un refractometro ABBE BOECO GERMANY (Figura 14),
donde se colocé una gota de aceite esencial y se efectud la respectiva lectura. Con los
datos registrados se procedi6 a calcular el indice de refraccion del aceite esencial utilizando

la fébrmula existente en el Anexo V.
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Figura 14. Determinacion del indice de refraccion
del aceite esencial Ambrossia peruviana,
refractdmetro ABBE BOECO GERMANY.

Fuente: El autor
Elaboracién: El autor.

2.4. Determinacion composicién quimica

La identificaciébn de los componentes quimicos del aceite esencial de Ambrossia
peruviana se realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa
CG-EM, ésta se efectud en la columna no polar DB-5ms y columna polar HP-INOWAX
con la finalidad de llevar un andlisis cualitativo de los compuestos existentes en el aceite

esencial estudiado.

2.4.1. Cromatografia de gases
2.4.1.1. Preparacién de las muestras.

Para poder realizar el andlisis cromatogréafico se debe dar un tratamiento a las muestras de
aceite esencial en estudio. Este tratamiento consiste en la deshidratacién de la muestra de
aceite, ya que producto de la destilacion suelen quedar residuos de agua en los frascos que
conservan el aceite, se realiza este paso como precaucion para evitar cualquier obstruccién
en la columna. Para esto se utiliz6 sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), se agrega en una
cantidad proporcional al agua existente en la muestra, se dejé reposar por aproximadamente
45 minutos para luego trasvasar el aceite a un nuevo frasco ambar. Este aceite esencial

deshidratado es 6ptimo para realizar el andlisis cromatografico.

De la muestra deshidratada se colocaron 10 uL del aceite esencial de Ambrossia peruviana

y 990 L de Diclorometano grado HPLC, obteniendo 3 disoluciones a una concentracién del
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1%, fue importante rotular cada uno de los viales que contenian los aceites, con el objetivo
de evitar errores en las corridas cromatogréficas. Ademas se realizdé la inyeccién de
hidrocarburos (C10-decano a C25-pentacosano) comercialmente conocidos como TPH-
6RPM de CHEM SERVICE, los Hidrocarburos fueron inyectados tanto en la columna DB-
5ms como en HP-INOWAX.

El tiempo de retencion de los hidrocarburos nos sirven como guia para la determinacion
de los indices de Kovats, éstos son precisos para la identificacion de los compuestos
quimicos, los hidrocarburos fueron inyectados bajo los mismos pardmetros que las
muestras de aceites esenciales (Chamba, 2015).

2.4.1.2. Cromatografia en columna DB-5ms acoplada a espectrometria de
masas
Para realizar la cromatografia en la columna DB-5ms, las muestras de aceite esencial y los
hidrocarburos fueron preparados como se menciond anteriormente. Las condiciones de

trabajo utilizadas para realizar la corrida cromatografica fueron las siguientes (Figura 15):

- Modo: split.
Sistema de - Gas utilizado: helio.
inyeccién - Temperatura inicial: 250 °C.

- Radio de particién: 50:1.

- Temperatura inicial: 50 °C.
Horno )
y - Temperatura final: 220 °C.
(Programacion de _ o _
- Tiempo inicial: 3 min.

temperatura) _
- Rampa: 2,50 °C/min.
- DB5-MS
- Modo: Flujo constante.
- Velocidad promedio: 35 cm/seg.
Columna - Flujo inicial: 0,9 mL/min.

- Presion inicial nominal: 5,50 psi.

- Presion de salida: vacio.

- Temperatura maxima: 360 °C.
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- Temperatura: 250 °C.
Detector . o
- Gas utilizado: nitrogeno.

Inyector - Volumen de inyeccion: 1 uL

Figura 15. Condiciones de operacion para la corrida cromatogréfica
en la columna DB-5 MS.

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

2.4.1.3. Cromatografia en la columna HP — INOWAX acoplada a espectrometria

de masas

Las muestras del aceite esencial de Ambrossia peruviana y de hidrocarburos fueron
inyectadas en la columna polar HP-INNOWAX, los pardmetros bajo los cuales se realiz6 el

analisis cromatogréfico se muestran a continuacion:

- Modo: split.
Sistema de - Gas utilizado: helio.
inyeccion - Temperatura inicial: 250 °C.

- Radio de particion: 50:1.

- Temperatura inicial: 50 °C.
Horno )
y - Temperatura final: 220 °C.
(Programacion de _ o _
- Tiempo inicial: 3 min.

temperatura
P ) - Rampa: 2,50 °C/min.
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- HP-INOWAX

- Modo: Flujo constante.

- Velocidad promedio: 35 cm/seg.
Columna - Flujo inicial: 0,9 mL/min.

- Presion inicial nominal: 6,49 psi.

- Presion de salida: vacio.

- Temperatura méxima: 270 °C.

- Temperatura: 250 °C.
Detector - o
- Gas utilizado: nitrégeno.

Inyector - Volumen de inyeccion: 1 pL

Figura 16. Condiciones de operacion para la corrida cromatografica
en la columna HP-INOWAX

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

2.4.2. Identificacion de compuestos quimicos

Para el reconocimiento de los compuestos quimicos que conforman el aceite esencial de
Ambrossia peruviana, se procedid a integrar los picos de los compuestos detectados por el
cromatografo, ya que es una manera confiable que permite tener una determinada cantidad
de compuestos en cada una de las muestras analizar (Chamba, 2015). Esto se realiz6
mediante un sistema de integracion propio del software del equipo, para procederé a

trabajar con los picos integrados.

Una vez obtenidos los cromatogramas se calcularon los indices de Kovats (IK) de los picos
integrados, se realiz6 comparando el tiempo retencién de los hidrocarburos con el tiempo de

retencion de los componentes del aceite esencial aplicando la siguiente formula:
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IK = 100n + 100 + R~ ‘En
RN ~ lrn
Donde:
IK= indice de Kovats;
n= namero de atomos de carbonos en el n-alcano.
trx= tiempo de retencion del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos.
trn= tiempo de retencién de n-alcano que eluye después del compuesto analizado.

trn= tiempo de retencion de n-alcano que eluye antes del compuesto analizado.

La determinacion de los compuestos se llevé a cabo basandose en los indices de Kovats
(IK) determinados experimentalmente en los analisis cromatograficos tanto en la
columna polar como en la no polar, valores que fueron comparados con los reportados
por Adams (2009), bases de datos electronicas como Nist (National Institute of
Standards and Technology) y en articulos de revistas. Ademas se tomaron en cuenta
parametros como el nimero CAS que presenta cada compuesto de tal modo que
facilite la busqueda y la identificacion de los IK de los constituyentes quimicos del aceite

esencial de Ambrossia peruviana.

31



CAPITULO 1l



3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Recoleccion de la materia vegetal

La materia vegetal utilizada para la extraccion del aceite esencial de Ambrossia peruviana
mediante destilacibn por arrastre de vapor, fue recogida en tres salidas de campo
obteniendo en la primera recoleccion un total de 14,374 kg, en la segunda recoleccién
10,604 kg y en la tercera 10,316 kg. A esta materia vegetal se le realizd el tratamiento

postcosecha para ser aplicada en el proceso de extraccion del aceite esencial.

Para la obtencién de extractos de Ambrossia peruviana con diéxido de carbono supercritico
(C0O,-SC), se recolecto6 un total de 10,356 Kg de materia vegetal, la cual fue deshidratada en
una camara de secado hasta llegar a una humedad de 11,72%. La materia vegetal seca fue

triturada y tamizada para luego ser utilizada en el proceso de extraccion.

3.1.1 Humedad relativa de Ambrossia peruviana

En la tabla 2 se presenta el porcentaje de humedad del vegetal recolectado, de igual manera
se expone el valor promedio de humedad obtenido por cada recoleccion, el valor calculado

de la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Tabla 2. Humedad relativa de Ambrossia peruviana recolectada

Recoleccién Humedad relativa (%) X c
AP 1 77,44
AP 2 77,02 74,61 4,54
AP 3 69,37

AP 1: primera recoleccién, AP 2: segunda recoleccién, AP 3: tercera recoleccion,
X : Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones,

o : Desviacién estandar.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

La muestra vegetal recolectada para cada destilacion presenta una humedad promedio de
74,61%, como se puede observar en la tabla, la muestra vegetal de la tercera recoleccion
tiene un porcentaje de humedad bajo en comparacion al resto de muestras vegetales, la
diferencia de este resultado se puede atribuir a las condiciones climaticas en las que se

encontraba la planta antes y durante su recoleccion, debido a que factores ambientales
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como la luz vy la temperatura influyen directamente en la pérdida de agua en el vegetal
(Marguilis & Dorion, 2012).

3.2. Extraccién

3.2.1. Obtencion del Aceite esencial de Ambrossia peruviana mediante
destilacion con arrastre de vapor
El aceite esencial de Ambrossia peruviana obtenido, es un liquido oleoso de coloracion
amarillo leve con un olor herbal dulce. En la primera destilacion se obtuvieron un total de 3
ml, en la segunda destilacion 2,3 ml y en la tercera destilacion 2 ml. A partir del aceite

esencial extraido se pudo determinar el rendimiento de extraccién y sus propiedades fisicas.

3.2.1.1. Rendimiento del aceite esencial de Ambrossia peruviana extraido

mediante destilacién con arrastre de vapor

El rendimiento de Ambrossia peruviana se calculé relacionando el volumen de aceite
esencial recolectado para la cantidad de muestra vegetal (tallo y hojas) sometida a la
destilacion. En la tabla 3 se expone el porcentaje de rendimiento obtenido en cada

destilaciéon y el valor calculado de la variacion estandar.

Tabla 3. Rendimiento (v/p) del aceite esencial de Ambrossia peruviana

Recoleccién Rendimiento (%) X c
AP 1 0,028
AP 2 0,021 0,023 0,004
AP 3 0,020

AP 1: primera recoleccién, AP 2: segunda recoleccién, AP 3: tercera recoleccion,
X : Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones,

o : Desviacién estandar.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Los porcentajes de rendimiento presentados en la tabla 3, el rendimiento mas alto 0,028%
que corresponde a la primera destilacion se obtuvo a partir de 14374 g de materia vegetal
con un volumen de 3 mL de aceite esencial, el rendimiento mas bajo obtenido en la tercera

destilacién fue de 0,020% a partir de 10316 g con 2 mL de aceite esencial.

En un estudio reciente (Ruiz, Diaz, & Rojas, 2015) determinaron un rendimiento de 0,04%
del aceite esencial de Ambrossia peruviana a partir de 21800 g de materia vegetal y 9 ml de

aceite esencial, indicando que el rendimiento varia por factores como el estado del vegetal al
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momento de realizar la destilacion de igual manera por la temperatura y presion que se

ejercié durante la misma.

3.2.2. Obtencidn de extractos de partes aéreas de la planta Ambrossia
peruviana

El extracto obtenido mediante la técnica de extraccion con fluidos supercriticos presenta una
coloracion amarilla, de olor herbal dulce caracteristico de la especie estudiada, de
consistencia grumosa y pegajosa debido a que los componentes extraidos con CO,-SC son
lipofilicos (Albuquerque, et. al 2014). En la figura 17 se presenta una imagen del extracto
recogido en el separador, dichos extractos estan libres de solventes esto se puede atribuir a
que la extraccion con fluidos supercriticos no deja residuos quimicos (Velasco, Villada, &
Carrera, 2007).

Figura 17. Extracto de Ambrossia peruviana obtenido con di6éxido de carbono
supercritico (CO,-SC) , adherido a paredes del separador.

Fuente: El autor.

Elaboracién: El autor.

3.2.2.1. Rendimiento de extraccién con diéxido de carbono supercritico (CO,-
SC)
En las extracciones supercriticas realizadas para la obtencion del aceite esencial de
Ambrossia peruviana, los extractos obtenidos reflejan un rendimiento de 0,20% para la
cantidad de material vegetal aplicado en cada extraccion (30 g). Esto se puede atribuir al
bajo rendimiento que presenta la Ambrossia peruviana en cualquier método de extraccion

(Ruiz, Diaz, & Rojas, 2015). Otro factor que influye en el bajo rendimiento es la pérdida de
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extracto, debido a la adhesion del aceite esencial en las tuberias del equipo EFSC durante

las extracciones realizadas.
3.3. Propiedades fisicas

3.3.1. Densidad relativa del aceite esencial de Ambrossia peruviana
La densidad relativa del aceite esencial fue determinada con el método del picnémetro por
diferencias de pesos. En la tabla 4 se presenta la densidad promedio de los aceites
esenciales obtenidos en cada destilacion. El aceite de mayor densidad registr6 0,9079 g/cm?®
(primera recoleccién), y la menor densidad obtenida fue 0,8664 g/cm® (segunda
recoleccion). La densidad promedio del aceite esencial de Ambrossia peruviana fue 0,8869

glem?.

Tabla 4. Densidad del aceite esencial de Ambrossia peruviana.

Recoleccion Densidad relativa (g/cm3) X c
AP 1 0,9079
AP 2 0,8664 0,8869 0,02
AP 3 0,8863

AP 1: primera recoleccién, AP 2: segunda recoleccién, AP 3: tercera recoleccion,
X : Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones,

o : Desviacion estandar.

Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

La densidad del aceite esencial de Ambrossia peruviana a 20 °C es menor a la densidad del
agua (1 g/cm?), esta en el promedio en comparacion a otros aceites esenciales de especies
obtenidos por diferentes métodos de extraccion, debido a que la mayoria de aceites
esenciales estan formados principalmente por compuestos organicos con atomos ligeros
como carbono, hidrégeno u oxigeno formando cadenas y anillos (Ochoa, Paredes, Bejarano,
& Silva, 2012).

3.3.2. indice de refraccion del aceite esencial de Ambrossia peruviana

En la tabla 5 se presentan los valores del indice de refraccion obtenido del aceite esencial

de cada destilacion, el valor calculado de la variacion estandar y coeficiente de variacion.
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Tabla 5. indice de refraccion del aceite esencial de Ambrossia peruviana

Recoleccion  Indice de refraccién (ng) X c
AP 1 1,4963
AP 2 1,4950 1,4958 0,001
AP 3 1,4960

AP 1: primera recoleccién, AP 2: segunda recoleccion, AP 3: tercera recoleccion,
X : Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones,

o : Desviacién estandar.

Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

Como se expone en la tabla 5, el valor mas alto del indice de refraccién del aceite esencial
de Ambrossia peruviana se obtuvo en la primera recolecciéon 1,4963 y el valor mas bajo fue
la segunda destilacion 1,4950. El indice de refraccién se determina con la finalidad de
verificar la calidad y pureza de los aceites esenciales a nivel laboratorio e industrial (Cano,
Bonilla, Roque, & Ruiz, 2008).

3.4. Composicién quimica

3.4.1. Andlisis cualitativo del aceite esencial de Ambrossia peruviana extraido
mediante destilacién con arrastre de vapor

En la tabla 6 se presentan los compuestos quimicos identificados del aceite esencial de
Ambrossia peruviana en la columna no polar DB5-MS y en la columna polar HP-INOWAX,
se encuentran organizados de acuerdo con el orden de elucién de la columna DB5-MS.
Cada compuesto presenta su indice de Kovats calculado y el indice reportado en
referencias; junto a la cantidad relativa que corresponde al porcentaje de participacion de
cada compuesto para la primera (AP 1), segunda (AP 2) y tercera recoleccion (AP 3) se
expone el area promedio por compuesto, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion. El porcentaje de cantidad relativa de los compuestos, por cada recoleccion es el
resultado del promedio de las &reas de cada compuesto identificado en los aceites

esenciales obtenidos de las tres destilaciones.

El aceite esencial extraido de las muestras frescas de Ambrossia peruviana fue analizado
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (CG-EM), donde se
detectaron 49 compuestos en la columna DB-5 MS con un porcentaje de identificacion de
89,70%.
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Tabla 6. Composicién quimica del aceite de Ambrossia peruviana (GS/MS columna no polar DB-5 y columna polar HP-INOWAX)

DB-5 MS HP INOWAX
N° | COMPUESTOS % de Cantidad Relativa _ % de Cantidad Relativa _
cal ref X o cal ref X o
IK IK AP1 AP2 AP3 IK IK AP1 AP2 AP3

1 |a-Thujene 906 924% | 0,5688 | ....... 0,1362 0,35 0,31 | ooiiii | i | e L i ] e | e | e
2 | Santolina triene 913 906° | ....... 1,3741 | 1,0694 1,22 0,22 1056 1043' | 0,5464 | 0,4858 | 1,0319 0,69 0,30
3 | a-Pinene 921 932% | 0,4953 | 0,5431 | 0,4725 0,50 0,04 1047 1030' | 0,4145 | 0,4051 | 0,3039 0,37 0,06
4 | B-Pinene 960 974 1,602 | ....... | ... 1,60 | ....... 1123 | 1118 | ... 0,8818 | ....... 0,88 | .......
5 |B-Phellandrene 967 | 1025% | ....... 0,1494 | ....... 0,15 | ovve | i | e L e s ] ]
6 |Myrcene 975 | 988" | 2,2893 | 2,5597 | 3,8764 | 2,91 | 0,85 | 1196 | 1167 | 4,3665 | 3,9098 | 5,9319 | 4,74 | 1,06
7 | o-Phellandrene 990 | 1002% | 1,3968 | 1,7005 1,103 1,40 0,30 | oo | e | | e ] ] e |
8 P- Cymene 1008 | 1020° | 0,1604 | 0,1365 | 0,4247 0,24 0,16 1288 1281' | 0,2121 | 0,2727 | 0,4046 0,30 0,10
9 |Limonene 1011 | 1024 | 0,4405 | 0,8915 | 0,9227 | 0,75 | 0,27 | 1226 | 1201™ | 0,4349 | 0,3876 | 0,9581 | 0,59 | 0,32
10 |1,8-Cineole 1014 | 1026% | 0,4331 | ....... 0,1846 0,31 0,18 1233 1220 0,382 0,3874 | ....... 0,38 0,00
11 | (E)-B-ocimene 1036 | 1044 | 0,6636 | ....... | ....... 0,66 | ....... 1286 | 1266" 0,382 0,3426 | ....... 0,36 0,03
12 |y-Terpinene 1040 | 1054% | ....... 0,4097 | 0,3541 0,38 0,04 1275 | 1254" | 0,2499 | ....... 0,5113 0,38 | .......
13 | Terpinolene 1066 | 1086% | 0,4985 1,3278 | 0,91 | 0,59 | 1314 | 1290° | 0,6702 | 0,5988 | 1,6972 | 0,99 | 0,61
14 | Chrysanthenone 1112 | 1124% | 7,6461 | 3,9836 | 5,0832 5,57 1,88 1535 | 1540° | 1,2582 | 1,1295 | 0,8335 1,07 0,22
15 |Bornyl Acetate 1264 | 1284% | 1,5921 | ....... | ... 1,59 | ....... 1604 | 1591% | 1,4926 | 1,8733 | ....... 1,68 0,27
16 | a-Cubebene 1350 | 1352° | 0,2081 | 0,4583 | 0,7302 0,47 0,26 | ooiii | i | e L i | i | e | e
17 | B-Cubebene 1363 | 1387° | 0,4985 | 0,4583 | 0,7302 0,56 0,15 1563 | 15499 | 2,4964 | 2,2324 | 2,7381 2,49 0,25
18 | B-Elemene 1365 | 1362° | 0,3102 | 0,2274 | 0,4442 0,33 0,11 | oooii | i | e L i | i | e | s
19 | a-Cedrene 1385 | 1410°% | ....... 0,0831 | 0,1442 0,11 0 e [ O T RS
20 | Caryophyllene 1399 | 1417" | 2,1027 | 1,9007 | 2,0175 2,01 0,10 1615 1599" 2,089 0,2173 | 2,1878 1,50 1,11
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21 | Thujopsene (cis) 1409 | 1429° | 0,2583 | ....... | ... 0,26 | coevees | v | e | e | e ] ]
22 | B-Gurjunene 1410 | 1431" | 1,7575 | 0,2355 | 0,1943 0,73 0,89 1683 | 1612° | ....... | ... 0,8417 0,84 | .......
23 | Aromadendrene 1430 | 1439° | 0,5001 | 0,4570 | 0,1586 | 0,37 0,19 | covei | i | | e ] s | e |
24 | B-Farnesene (2) 1434 | 1440° | 0,4512 | ....... 0,6289 0,54 100 e e [ P U R
25 | a-Humulene 1435 | 1452°% | 0,5658 | 0,3908 | ....... 0,48 0,12 1687 1671 | 0,7439 | ....... 0,7243 0,73 0,01
26 |pB-Cadiene 1446 | 1471 | 0,3004 | 1,0108 | 1,2373 0,85 0,49 | i | e | e L e i | e | e
27 |y-Curcumene 1455 | 1481% | 52,023 | 38,6442 | 54,7399 | 48,47 | 8,62 1728 | 1704% | 24,6842 | 22,138 | 30,7496 | 25,86 | 4,42
28 | D-Germacrene 1467 | 1484% | 0,1406 | 0,3129 0,672 0,38 0,27 1734 | 1726% | 21,9414 | 19,6762 | 22,4217 | 21,35 | 1,47
29 | Ar-Curcumene 1467 | 1479 | 2,7503 | 5,9740 | 6,4546 5,06 2,01 1798 1789 | 1,4366 | 1,2881 | 3,2497 1,99 1,09
30 |y-Elemene 1468 | 1434°% | 7,3158 | ....... | ... 244 | | | e ] |
31 |B-Cadinene 1470 | 1473% | 0,2882 | ....... 0,4136 0,35 01 e e e O U R
32 | a-Muurolene 1481 | 1478° 0,4082 | 0,3923 0,40 0,01 | oovii | e | i | e | e ] e ]
33 |a-Farmasene 1484 | 1505% | 2,2171 | ....... 2,0778 2,15 0,10 1778 1750" | 2,3963 | 0,2217 | ....... 1,31 1,54
34 | Cedrane 1494 | 1441% | ... 1,3916 | 0,1442 0,77 0,88 | ooiii | i | e L i ] e | i | e
> 1499 | 1521° 1775"

35 | Sesquiphellandrene 0,1064 | ....... 0,2102 0,16 0,07 1791 | | | e 0,2991 0,30 | .......
36 | Spathulenol 1548 | 1577% | 0,7828 | ....... 0,4532 0,62 0,23 | i | i | e L i i | e | s
37 |Germacrene B 1559 | 1559% | ... | o | | | 1787 1789* | 4,6553 | 4,1745 | 0,4651 3,10 2,29
38 | B-Eudesmol 1594 | 1649% | 0,2062 | ....... 0,2718 0,24 0,05 | cooici | e | e L i ] e | e | s
39 | Globulol 1556 | 1590° | 0,7839 | 0,0844 | ....... 0,43 0,49 | oo | e | e L i e | e | s
40 | Viridiflorol 1564 | 1592% | 0,358 | ....... 0,1421 0,25 0,15 2096 2098 | 0,5364 | 0,4795 | ....... 0,51 0,04
41 | Carotol 1572 | 1594% | ... 0,5483 | 1,2352 0,89 0,49 | oo | v | e L e e | e | e
42 | B-Oplopenone 1583 | 1607 | ....... 0,3113 | ....... 0,31 | ....... 2078 | 2099’ 0,3522

43 | 1-Octadecene 1776 | 1789°% | ....... 0,6483 | ....... 0,65 | cooooee | v | | | ] e e ]
44 | t-Muurolol 1548 | 1640% | ....... | ....... 1,1795 0,39 | ....... 2244 | 2201 | ... | ... 0,1951 0,07 | .......
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45 | B-Selinene | ....... | ...... ‘ ....... ‘ ....... | ..................... 1739 ‘ 1717" | 0,972 |o,8721 ‘ 0,7008 | 0,85 | 0,14

TOTAL IDENTIFICADO**| 89,70 TOTAL IDENTIFICADO*** | 73,45

AP1: aceite extraido primera destilacion; AP2: aceite extraido segunda destilacién; AP3: aceite extraido tercera destilacion;

*: promedio calculado en base al % del area de picos reportados tanto en la columna DB5-MS y HP-INOWAX. **: sumatoria del porcentaje relativo de los
compuestos identificados en la columna DB5-MS. ***: sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna HP-INOWAX.

X: promedio; O desviacién estandar; IK®: indice de Kovats determinado experimentalmente; IK™": indice de Kovats descrito en bibliografia (a, ref: 1; b, ref:
2; c, ref: 3; d, ref: 4; e, ref: 5; f, ref: 6; g, ref: 7; h, ref: 8; h, ref: 9; i, ref: 10; j, ref: 11; k, ref: 12; |, ref: 13; m, ref: 14; n, ref: 15; o, ref: 16; p, ref: 17; q, ref: 18; r,
ref: 19; s, ref: 20; t, ref: 21; u, ref: 22; v, ref: 23; w, ref: 24; x, ref: 25; vy, ref: 26; z, ref: 27) ANEXO 5.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.
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En la figura 18 se presentan los compuestos con mayor cantidad relativa identificados
en la columna no polar DB5-MS, entre ellos tenemos: a-Farmasene (2,15%), y-
Elemene (2,44%), ar-Curcumene (5,06%), y-Curcumene (48,47%), Chrysanthenone
(5,57), Myrcene (2,91%).

DB5 - MS

a-Farmasene [ 2,15%
y-Elemene [ 2,44%
Ar-Curcumene [JJIBB— 5,06%

v-Curcumene | 148,47%

COMPUESTOS

Chrysanthenone [ — 557%

Myrcene -—l2,91%

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
% DE CANTIDAD RELATIVA

Figura 18. Compuestos mayoritarios en la columna no polar DB5-MS.

Fuente: El Autor.

Elaboracion: El autor.

Los compuestos con mayor cantidad relativa detectados en la columna polar HP-
INOWAX se muestran en la figura 19, éstos fueron: ar-Curcumene (1,99%),
Germacrene B (3,10%), a-Farnesene (1,31%), Germacrene D (21,35%), y-Curcumene
(25,86%), B-Cubebene (2,49%), Myrcene (4,74%).
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HP-INOWAX

ar-Curcumene BEE— 1,99%

Germacrene B IEEm—+3,10%

a-Farnesene HB—1,31%

Germacrene D IS 21,35%
y-Curcumene [N ——— 125,86%

COMPUESTOS

B-Cubebene [ 2,49%
Myrcene [IEES— 74%

-5,00 0,00 5,00 10,00 1500 20,00 2500 30,00 35,00
CANTIDAD RELATIVA

Figura 19. Compuestos mayoritarios en la columna polar HP-INOWAX.
Fuente: El Autor.

Elaboracion: El autor.

En el aceite esencial de la especie Ambrossia peruviana recolectada en la ciudad de
Loja, fueron identificados 26 compuestos en ambas columnas y los compuestos
predominantes fueron, a-Farmasene (1,73%), ar-Curcumene (3,53%), y-Curcumene
(37,17%), Germacrene D (21,35), Myrcene (3,82%).

Yanez et. al., (2011) identificaron 22 compuestos en el aceite esencial obtenido de
Ambrossia peruviana Willd recolectado en Guasdualito (Venezuela), describiendo
como principales al gamma-curcumene (23,99%), seguido de ar-curcumene
(14,08%), acetato de bornilo (10,35%), camfor (5,03%) y epdxido de oximene (4,79%).

En la composicion quimica del aceite esencial de Ambrosia artemisiifolia de Republica
Servia, se presentan a Germacrene D (24,1%), limoneno (16,83%), alfa-pineno (8,0%)
y mircineno (7,4%) como compuestos mayoritarios, y observaron importante actividad

bactericida y fungicida (Yanez, et. al., 2011).

Las variaciones en la composicion del aceite esencial se puede atribuir al ambiente en
el que se desarroll6 la planta, asi como las condiciones aplicadas para su extraccion
(Ruiz, Diaz, & Rojas, 2015).
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Uno de los compuestos mayoritarios que conforma el aceite esencial de Ambrossia
peruviana fue y-Curcumene, al cual se le atribuye un fuerte efecto antibacteriano
(Stupar, et. al., 2014).

3.4.2. Analisis cualitativo del extracto de Ambrossia peruviana obtenido
mediante extraccion con CO,-SC

Del extracto de Ambrossia peruviana resultado de la extraccion con CO,-SC se
detectaron 25 compuestos en la columna no polar DB5-MS, los cuales difieren
considerablemente con los compuestos identificados en el aceite esencial obtenido por
destilacion por arrastre de vapor. Dichos compuestos no pudieron ser identificados por
los métodos utilizados en el aceite esencial obtenido por destilacion por arrastre de
vapor., se considera que los compuestos existentes en el extracto de Ambrossia
peruviana obtenido por EFSC pueden ser otro tipo de hidrocarburos o presentan
estructuras que no corresponden a terpenos. Sanchez, et. al., (2009) sefialan que
este tipo de compuestos no son posibles de conseguir por destilacion por arrastre de

vapor ya que la temperatura de ebulliciébn no permite su eficiente extraccion.

En la tabla 7, se presenta los compuestos detectados en la columna no polar DB5-MS

de acuerdo al orden de elusion de la misma.

Tabla 7. Compuestos detectados en columna DB5-MS del extracto obtenido con diéxido de

carbono supercritico CO,-SC.

Ne COMPUESTOS K] IR g

1 B-Himachalene 1477 | 1490* | 1.84
2 B-Cubebene 1479 | 1434 | 3.92
3 NI'1 (PM: 220 g/mol) 1563 | ....... 0.84
4 NI 2 (PM: 205 g/mol) 1575 | ... 0.68
5 NI 3 (PM: 220 g/mol) 1601 | ....... 0.82
6 NI 4 (PM: 220 g/mol) 1622 | ....... 0.42
7 NI'5 (PM: 234 g/mol) 1830 | ....... 7.82
8 NI 6 (PM: 256 g/mol) 1962 | ....... 3.94
9 NI 7 (PM: 272 g/mol) 1993 | ....... 0.92
10 NI 8 (PM: 272 g/mol) 2040 | ....... 0.67
11 NI'9 (PM: 216 g/mol) 2054 | ... 0.91
12 [NI 10 (PM: 259 g/mol) 2124 | ... 3.00
13 NI 11 (PM: 290 g/mol) 2242 | ... 17.26
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14 [Nl 12 (PM: 236 g/mol) 2247 | ... 3.36
15 |NI 13 (PM: 286 g/mol) 2260 | ....... 1.97
16 | NI 14 (PM: 248 g/mol) 2272 | ... 1.37
17 |NI15 (PM: 250 g/mol) 2278 | ... 1.98
18 |NI 16 (PM: 332 g/mol) 2301 | ... 0.86
19 |NI17 (PM: 332 g/mol) 2333 | ... 2750
20 | NI 18 (PM: 341 g/mol) 2342 | ... 1.44
21 | NI 19 (PM: 288 g/mol) 2354 | ... 1.61
22 | NI 20 (PM: 248 g/mol) 2372 | ... 10.19
23 | NI 21 (PM: 247 g/mol) 2377 | ... 0.80
24 | NI 22 (PM: 262 g/mol) 2400 | ... 5.35
25 | NI 23 (PM: 302 g/mol) 2400 | ... 0.5358

cal, ref,

NI: Compuesto no identificado. IK*"; indice de Kovats determinado experimentalmente; IK™":

indice de Kovats descrito en bibliografia (al, ref: 28; b1, ref: 29).

Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

3.4.2.1 Espectros de Masas de los compuestos no identificados
Desde la figura 20 a la 27, se pueden observar los espectros de masa de los picos que
no se logré identificar en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia peruviana
obtenido con fluidos supercriticos. Se consideraron los valores de abundancia de los
diferentes iones (eje Y del espectro de masas) en funcién de la relacién masa/carga
(eje X del espectro de masas). En los datos indicados al pie de cada espetro, el primer
valor corresponde a la relacion masa/carga y el segundo valor entre parentesis indica

la abundancia relativa de cada ion.
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Compuestos no identificados:
Espectro de masas del compuesto NI 5

El espectro de masas del compuesto NI 5 que tiene un tiempo de retencién 48,1196
minutos , se muestra en la figura 20. Este compuesto tiene una abundancia relativa de

7,82% y un ién molecular de 234 m/z.
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Figura 20. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 5 son: 234 (35,80); 219 (19,46); 201 (3,24); 191 (77,30); 187 (0,58); 177 (10,18);
173 (23,86); 164 (100,00); 159 (4,46); 149 (41,53); 145 (7,51); 135 ( 9,54); 131 (11,79);
127 (0,94); 122 (32,32); 115 (5,37); 107 (15,85); 103 (4,01); 99 (1,39); 95 (4,04); 91
(33,32); 81 (4,78); 77 (24,59); 69 (10,90); 65 (7,11); 55 (12,44); 51 (3,53); 43 (53,35);
39 (7,00); 32 (21,57).
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Espectro de masas del compuesto NI 10

El espectro de masas del compuesto NI 10 que tiene un tiempo de retencion 57,5213

minutos , se muestra en la figura 21. Este compuesto tiene una abundancia relativa de

3,00% y un i6n molecular de 259 m/z.
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Figura 21. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 10 son: 259 (0,85); 237 (0,74); 220 (13,08); 213 (0,62); 207 (0,79); 202 (21,23); 192
(1,34); 187 (5,96); 177 (57,94); 171 (0,69); 165 (2,75); 159 (100,00); 149 (13,44); 140
(6,85); 135 (32,33); 129 (5,97); 121 (29,68); 115 (6,85); 107 (36,26); 100 (26,81); 91
(36,43); 83 (71,48); 77 (20,81); 69 (21,01); 60 (2,18); 55 (64,01); 50 (2,98); 45 (5,05);

40 (98,65); 32 (70,00).
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Espectro de masas del compuesto NI 11

El espectro de masas del compuesto NI 11 que tiene un tiempo de retencion 60,9714
minutos , se muestra en la figura 22. Este compuesto tiene una abundancia relativa de
17,26% y un i6bn molecular de 290 m/z.
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Figura 22. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con didxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 11 son: 290 (10,48); 272 (82,22); 257 (69,90); 244 (3,80); 232 (66,13); 217 (35,94);
213 (16,52); 201 (10,57); 187 (19,28); 175 (16,60); 163 (27,58); 157 (1,83); 151 (4,75);
147 (48,76); 139 (16,12); 134 (62,71); 129 (4,72); 123 (95,43); 119 (54,43); 109
(57,68); 105 (70,22); 94 (100,00); 85 (3,05); 81 (63,00); 69 (65,83); 65 (9,71); 55
(47,24); 51 (1,86); 41 (47,72); 32 (26,32).
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Espectro de masas del compuesto NI 12

El espectro de masas del compuesto NI 12 que tiene un tiempo de retencion 61,1195

minutos , se muestra en la figura 23. Este compuesto tiene una abundancia relativa de

3,36% y un ién molecular de 236 m/z.
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Figura 23. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 12 son: 236 (3,25); 221 (100,00); 203 (3,43); 192 (11,91); 179 (14,61); 175 (2,86);
165 (7,09); 161 (4,99); 151 (6,99); 147 (3,64); 137 (10,97); 133 (5,86); 129 (1,25); 125
(12,02); 119 (5,82); 111 (11,71); 107 (9,05); 97 (47,37); 91 (8,82); 85 (2,34); 81
(14,61); 77 (7,08); 73 (1,40); 69 (16,54); 65 (4,24); 55 (27,20); 51 (1,89); 44 (10,89); 40

(58,15); 32 (42,37).
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Espectro de masas del compuesto NI 15

El espectro de masas del compuesto NI 15 que tiene un tiempo de retencion 62,0001

minutos , se muestra en la figura 24. Este compuesto tiene una abundancia relativa de

1,98% y un i6n molecular de 250 m/z.
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Figura 24. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 15 son: 250 (3,64); 235 (100,00); 217 (2,83); 206 (11,11); 193 (12,39); 179 (5,76);
165 (7,51); 161 (4,44); 149 (5,37); 137 (13,46); 133 (4,44); 129 (1,67); 125 (25,20); 119
(4,64); 112 (5,80); 107 (10,83); 97 (35,68); 93 (10,30); 85 (2,80); 81 (16,17); 77 (7,40);
73 (2,02); 69 (18,39); 65 (3,92); 60 (1,68); 55 (34,95); 51 (1,71); 44 (16,30); 40 (93,42);

32 (70,42).
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Espectro de masas del compuesto NI 17

El espectro de masas del compuesto NI 17 que tiene un tiempo de retencion 63,6056
minutos, se muestra en la figura 25. Este compuesto tiene una abundancia relativa de
27,50% y un i6n molecular de 332 m/z.

a3

147
55

43

a2 E3

77 204

199
217 243

L
=

332

L5
dﬂ a0 100 120 140 160 160 200 220 240 260 280 300 32'0

Figura 25. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 17 son: 332 (0,44); 248 (3,54); 233 (100,00); 217 (4,10); 204 (10,55); 199 (5,18);
189 (44,03); 179 (0,65); 174 (9,58); 169 (0,47); 161 (8,19); 152 (1,51); 147 (50,59); 142
(0,40); 137 (6,71); 131 (5,26); 123 (23,75); 117 (5,57); 110 (4,80); 105 (8,75); 97
(17,57); 91 (21,04); 83 (83,48); 77 (10,18); 69 (11,64); 63 (0,93); 55 (47,53); 50 (0,62);
43 (36,30); 32 (11,28).
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Espectro de masas del compuesto NI 20

El espectro de masas del compuesto NI 20 que tiene un tiempo de retencion 64,7784
minutos, se muestra en la figura 26. Este compuesto tiene una abundancia relatina de
10,19% y un i6bn molecular de 248 m/z.
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Figura 26. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El Autor.

Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 20 son: 248 (8,88); 233 (80,45); 219 (1,73); 215 (2,64); 204 (6,33); 190 (100,00);
178 (8,11); 173 (1,67); 163 (12,94); 159 (2,10); 149 (8,30); 145 (2,17); 137 (11,04); 133
(3,58); 129 (1,40); 124 (11,34); 119 (5,15); 110 (31,32); 105 (7,02); 95 (18,61); 82
(15,06); 77 (9,30); 71 (1,44); 67 (14,96); 55 (18,04); 51 (3,01): 44 (8,17); 40 (36,29); 32
(25,53).
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Espectro de masas del compuesto NI 22

El espectro de masas del compuesto NI 20 que tiene un tiempo de retencion 65,6514

minutos, se muestra en la figura 27. Este compuesto tiene una abundancia relativa de

5,35% y un i6n molecular de 262 m/z.
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Figura 27. Compuesto no identificado en la columna DB5 MS del extracto de Ambrossia
peruviana obtenido con diéxido de carbono supercritico (CO,-SC).

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Los picos de del espectro de masas con su respectiva abundancia para el compuesto
NI 22 son: 262 (5,06); 234 (5,74); 219 (27,59); 205 (14,96); 201 (8,70); 191 (13,23);
176 (19,40); 165 (20,43); 161 (12,19); 149 (12,70); 143 (4,37); 138 (22,05); 133
(10,65); 129 (4,00); 125 (51,45); 119 (14,59); 112 (19,91); 107 (11,33); 99 (12,40); 95
(29,55); 85 (10,71); 81 (18,33); 77 (11,08); 71 (9,00); 67 (21,15); 55 (41,99); 51 (3,32);

44 (23,14); 40 (100,00); 32 (71,74).
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CONCLUSIONES

En el aceite esencial de Ambrossia peruviana extraido por hidrodestilacién se
identificaron 45 compuestos, de los cuales 26 estuvieron presentes en la
columna no polar DB5-MS y la columna polar HP-INOWAX.

Se determinaron como compuestos mayoritarios presentes en el aceite
esencial de Ambrossia peruviana obtenido por hidrodestilacién, a-Farmasene
(1,73%), ar-Curcumene (3,53%), y-Curcumene (37,17%), Germacrene D
(21,35), Myrcene (3,82%).

Fue posible la aplicacibn de la tecnologia de extraccion con fluidos

supercriticos para la obtencion del extracto de Ambrossia peruviana.
El rendimiento obtenido con EFSC fue de 0,20% (peso extracto/ peso materia

vegetal) a condiciones del CO,-SC de 40°C de temperatura y 150 bares de

presion.
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RECOMENDACIONES

Previo a realizar la recoleccion de la materia vegetal se debe verificar la

profusién de ésta en la zona, con el fin de evitar extincion de la misma.

Durante el proceso de tratamiento post cosecha, cerciorarse de eliminar la
mayor cantidad de impurezas que estén presentes en la muestra vegetal, con
lo cual se evitara la contaminacion del aceite esencial, conservando sus

propiedades.
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ANEXO 1

DETERMINACION DE HUMEDAD RELATIVA

PRINCIPIO:

Establecer la humedad mediante la pérdida de peso de la muestra, debido a que es

sometida a temperaturas altas en una estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
= Lampara
= Pinza
= Balanza
= Crisol

= Desecador
PROCEDIMIENTO:

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

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

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

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

CALcuLO:
m—m
Hm =T T™M2) 00
(my —m)
Dénde:
Hm: %de humedad
m: peso de la capsula vacia (gr)

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

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

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Para establecer el rendimiento de los aceites esenciales estudiados, se correlaciona
el volumen de aceite esencial obtenido en cada destilacién, con el peso de la material

vegetal utilizada, aplicando la siguiente férmula:

%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 3

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 asentada en la norma ISO 279-1981 publicada por la

Organizacién Internacional de Normalizacién.

OBJETIVO DE APLICACION:
La presente norma especifica el método referido a la 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:

= Si es necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del
aceite para indicar la norma referente al aceite esencial. La correccién para
20°C es de 0,0007 a 0,0008 por grado centigrado.

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

un cierto volumen del aceite esencial a 20°C.
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APARATOS:

Picnémetro de vidrio.

Bafio termostético, mantenido a una temperatura de 20°C + 0,2°C.
Termdmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacion 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 picnébmetro 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 picnébmetro con agua recién destilada, que
esté a una temperatura de 20°C. Coloque el picnbmetro en el bafio
termostético. Durante 30 minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca,
poner el tapon del picnébmetro 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 picndmetro lleno con el tapén en su sitio con un mg de
precision lleno igual que en el caso anterior.

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

esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d3J se la expresa con la siguiente formula:

420="2mme

20 _ml -mg

Dénde:

d33: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.

mo: Mmasa en gramos del picnébmetro vacio.

m;: masa en gramos del picnémetro con agua.

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

Se expresaran los resultados con tres decimales.

63



ANEXO 4

DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION
PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilice, la medida directa del angulo de refraccién 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 Refraccién de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo
de incidencia y el seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de
onda determinada, que pasa desde el aire a través del Aceite Esencial, manteniendo

la temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589,3 + 0,3) nm, correspondiente a la radiacién 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 refraccién entre: 1,300 y 1.700 o con una precision de + 0,0002.

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

indices de 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

fabricacion del equipo.
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MODO DE OPERACION:
Determinacion

Pasar una corriente de agua en el refractometro, a fin de mantener el aparato a la
temperatura de referencia de 20°C salvo para los aceites esenciales que nos son
liquidos a esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20°C y
30°C, segun el punto de fusion del aceite esencial considerado. Esta temperatura no
debe diferir de la temperatura de referencia mas de +0,2°C y debe mantenerse a
+0,2°C.

Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura igual a la que
se realizar4 la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea
estable.

Resultados:

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

formula.

n'p -n'p + 0.0004 (t'- 1)
Dénde:

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

efectuado la determinacion.

F = factor de correccién (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 precision de la determinacion es de +0,0002.
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