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RESUMEN

Tagetes terniflora es una hierba de tipo ruderal, crece entre los 2000 y 3500 m.s.n.m., el
aceite esencial fue extraido de sus partes aéreas por el método de hidrodestilacion. La
composicion quimica del aceite esencial se determiné por cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas CG/MS y al detector de ionizacion de llama CG/FID. La actividad
biolégica fue evaluada por el método de microdilucion en caldo. Se identificaron 9
compuestos que representan el 93.56% del aceite. Los componentes mayoritarios fueron:
Z-Ocimenene (49.80%), Dihydrotagetone (11.85%), E-Ocimenone (11.12%), E-Tagetone
(6.68%) y B-Ocimene (5.13%). La densidad fue de 0.9398 g/cm?, el indice de refraccion de
1.5142 y la actividad Optica de -0.3415°. El aceite esencial mostro inactividad frente a cepas
Gram-positivas y Gram-negativas con un CMI de 2000 pg/mL, sin embargo, se evidencio
una moderada actividad biolégica frente a hongos a la misma concentracién utilizada para

microorganismos.

PALABRAS CLAVES: Tagetes terniflora, Aceite esencial, Composicién Quimica, Actividad
bioldgica.



ABSTRACT

Tagetes terniflora is a ruderal herb, grows between 2000 and 3500 m, the essential oil was
extracted from its aerial parts by the hydrodistillation method. The chemical composition of
the essential oil was determined by gas chromatography coupled to CG/MS mass
spectrometry and the CG/FID flame ionization detector. The broth microdilution method
evaluated the biological activity. We identified 9 compounds that represent 93.56% of the
oil. The major components were: Z-Ocimenene (49.80%), Dihydrotagetone (11.85%), E-
Ocimenone (11.12%), E-Tagetone (6.68%) and B-Ocimene (5.13%). The density was
0.9398 g/cm?, the refractive index of 1.5142 and the optical activity of -0.3415°. The essential
oil showed inactivity against Gram-positive and Gram-negative strains with an MIC of 2000
pa/mL, however, a moderate biological activity against fungi at the same concentration used

for microorganisms was evidenced.

KEY WORDS: Tagetes terniflora, Essential oil, Chemical composition, Biological activity.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en la extraccion, caracterizacion fisica y quimica, y evaluacion
de la actividad biolégica del aceite esencial de la especie conocida como chilchi (tagetes
terniflora) de la provincia de Loja. Se desarrolla en tres capitulos, el primero titulado Marco
Teorico, en el cual se describe el estado del arte del tema; el capitulo segundo donde se
expone la metodologia utilizada para llevar a cabo la investigacién y en el capitulo tercero

se analiza y discute los resultados obtenidos.

Esta investigacion contribuye al estudio de la flora aromatica de la Regién Sur del Ecuador,
pues, en la actualidad, el gran desafio para los paises ricos en biodiversidad es poder
obtener la mayor cantidad de informacion sobre sus recursos naturales, mas aun, si
tenemos en cuenta que una de cada cinco especies vegetales conocidas en el mundo se
encuentra en peligro de extincion; como lo reporta la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (Sanz, 07/11), hecho que no se aparta de la
realidad del Ecuador, donde 1164 especies de plantas estan incluidas en la “Lista Roja”,
como se registra en el Libro Rojo de las Plantas endémicas del Ecuador (Valencia, 2000),
lo que es realmente alarmante para un pais como el nuestro, por ser considerado como
una zona extremadamente importante para la conservacion de la biodiversidad vegetal
(Arteaga, 2011). Razon por la cual, el Area de Aceites Esenciales de la Universidad
Técnica Particular de Loja pone especial énfasis en realizar este tipo de investigacion vy,
de esta manera lograr contribuir a la conservacion de diversas especies vegetales asi
como obtener informacion importante sobre sus principios activos, concentraciones e
identificar también sus usos alternativos (L. Rivera & Solano, 2009), ya que muchas de las

plantas de nuestra provincia han mostrado tener uso ornamental, medicinal y alimenticio.

El objetivo general es desarrollar el estudio de aceites esenciales provenientes de
especies vegetales, identificando los componentes quimicos, propiedades fisicas y
actividad biologica presente en la especie en estudio. La investigacion en este sentido
brinda la oportunidad de encontrar nuevos agentes activos (sustancias quimicas
vegetales) que pueden considerarse farmacos con fines terapéuticos desde el punto de
vista farmacolégico (Aricapa, 2009). Contribucién que es muy importante si tenemos en
consideracién que estas sustancias se pueden conseguir a partir de una fuente de materia

prima econdémica y natural, las plantas medicinales. La manera mas aplicada y sencilla



para estudiar y determinar las sustancias activas de una planta es a través de la obtencién
de extractos vegetales (Gonzalez, 2004). Extractos que se pueden obtener de diferentes
maneras, pero las dos técnicas mas utilizadas son: Extraccion con agua por destilacién

con arrastre de vapor y la extraccién con solventes organicos.

En la presente investigacion se estudia los componentes volatiles de Tagetes terniflora,
mediante la técnica de hidrodestilacion, que consiste en obtener el aceite esencial de una
planta aromética mediante el uso de vapor saturado a presion atmosférica (Rios, Giraldo,
Ledn, & Moreno, 2008). Para lo cual se inicié con la recoleccién de la planta, preparacion
pos cosecha y posterior destilacion. Al aceite obtenido se le determino la densidad relativa
segun la norma AFNOR NF T75-111 (ISO 279:1998), el indice de refraccién mediante la
norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998).

Para el analisis del aceite esencial se usa la técnica de cromatografia de gases, que nos
permite separar los componentes de una muestra en virtud de que éstos se distribuyen
entre una fase gaseosa movil y una fase estacionaria liquida o sélida contenida en una
columna. Esta técnica de andlisis ofrece resoluciones excelentes con sensibilidad del
orden de miligramos a picogramos, a tal efecto se pueden emplear diferentes detectores,
algunos de ellos universales, mientras otros resultan ser mas selectivos y responden
Unicamente a algunos de los componentes de una mezcla. Con este fin, se puede usar la
espectrometria de masas, la cual proporciona un espectro caracteristico de cada molécula
y al ser acoplada a la cromatografia de gases puede resultar un detector muy Util para la

cuantificacién de sustancias organicas (D. Rivera, 2008).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada por el método de microdilucién
en caldo usando una concentraciéon de 5x10° cfu/mL para bacterias Gram-negativas
[Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus
vulgaris (ATCC 8427), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2)] y
bacterias Gram-positivas [Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)], y una concentracién de 5x10* esporas/mL para hongos dermatofitos
[Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185)].



CAPITULO |
MARCO TEORICO



1.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa, muy volatiles y poco
densos; corresponden al producto del metabolismo secundario de la planta, en cuya
composicion interviene una proporcién de hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo
de los terpenos que responden a la formula (CsHs), junto con otros compuestos casi siempre

oxigenados (alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fendlicos) (Flores, 2010).

Se encuentran practicamente en casi todos los vegetales, y se pueden extraer de diferentes
partes del mismo vegetal, mas explicitamente de todos los lugares donde presente
estructuras histolégicas especializadas; frecuentemente localizadas sobre, o, en la
proximidad de la superficie de la planta: células oleiferas, conductos o cavidades
secretoras, 0 en pelos glandulosos (Lépez Luengo, 2004). Pueden, asimismo, estar
depositados en tejidos especificos como: las hojas, en las raices, en el pericarpio del fruto,
en las semillas, en el tallo, en las flores y en los frutos (Martinez, 1996).

La mayoria de los aceites esenciales son liquidos, fluidos y de color amarillo claro, aunque
en algunos casos debido a la presencia de hidrocarburos azulénicos, poseen un color
azulado. Algunos productos naturales odoriferos obtenidos de ciertas plantas son similares
en su composicion quimica a la de los aceites esenciales y también evocan el olor de la
planta. Sin embargo, tienen una consistencia bastante viscosa y tienden a polimerizarse,

por lo que reciben el nombre de oleorresinas (Stashenko, 2009).

Debemos tener en cuenta que los aceites esenciales desprenden olores agradables,
aungue en algunos casos el olor puede ser relativamente desagradable, casos en los cuales
poseen compuestos azufrados en su composicién. Los responsables del aroma de los
aceites esenciales suelen ser sustancias que se encuentran en proporciones traza y
determinan el perfil individual y la huella aromatica propia de cada aceite esencial. Se trata
de compuestos con grupos funcionales del tipo: cetona, éster, alcohol, aldehido, éter, etc.,
sustancias que en su estado puro presentan un aroma caracteristico, en ocasiones
recuerda al de determinadas frutas o a olores peculiares, pero en conjunto determinan el

aroma y las propiedades de los aceites esenciales (Sanchez, 2006).



En general, los Aceites Esenciales se definen como mezclas de componentes volatiles,
productos del metabolismo secundario de las plantas. Se encuentran muy difundidos en el
reino vegetal; de las 295 familias de plantas, de 60 a 80 producen aceites esenciales. Las
principales plantas que contienen aceites esenciales, se encuentran en familias como:
compuestas, labiadas, laurdceas, mirtaceas, rosaceas, rutdceas, umbeliferas, pinaceas
(NaturAEsen, 2006).

1.1.1. Extraccion.

La extraccion de aceites esenciales a partir del material vegetal se puede lograr mediante
diferentes métodos. Para cada método puede haber muchas variaciones y refinamientos.
La eleccion del método de extraccion dependera de la naturaleza del material, la estabilidad
de los componentes quimicos y la especificacion del producto objetivo.

Destilacion por arrastre con vapor de agua, hidrodestilacion: La Destilacién por
arrastre de vapor sigue siendo el método mas econémico y sencillo a la hora de extraer
aceites de especies y material vegetal aromatico. La ventaja principal de la destilacion es
gue generalmente puede llevarse a cabo con un poco de equipo muy simple y cerca de la
localizacién de la planta de produccion, ademas, la calidad del aceite tiene el mayor
potencial para ser modificado debido a los efectos de calentamiento directo y el contacto
con el agua, sin embargo, a pesar de ser uno de los mas baratos, se debe considerar que
el tiempo empleado durante esta extraccion es bastante amplio. Este método consiste en
colocar el material vegetal sobre una rejilla perforada que se inserta encima de la base del
tanque del destilador para evitar que el material colocado en la parte inferior este en
contacto directo con la base calentada. Con el calor y vapor generados al interior del equipo
se va arrastrando los metabolitos secundarios, que posteriormente se condensan y son

recogidos (Douglas, Heyes, & Smallfield, 2005).



Condensador

Awceite esencial

Destilador

Florentino

Agua Floeal

Caldera

Figura 1. Esquema bésico del equipo de hidrodestilacién.
Fuente: Chavez, 2007.
Elaboracion: Chéavez, 2007.

Existen otros métodos alternativos que se pueden utilizar a la hora de extraer aceites
esenciales; muchos de estos muestran ventajas reduciendo los tiempos de extraccion vy el
consumo de energia, aunque, en algunos casos es necesario un costo elevado y mayor

investigacion.

Prensado: El material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el aceite. Luego es
recolectado y filtrado. Este método es utilizado para la extraccion de esencias citricas

(Peredo-Luna, Palou-Garcia, & L6pez-Malo, 2009).

Extraccion con solventes volatiles: La muestra seca y molida se pone en contacto con
solventes como alcohol o cloroformo. Estos compuestos solubilizan el aceite esencial, pero
también extraen otras sustancias como grasas Yy ceras, obteniéndose al final una esencia
impura. Se utiliza a escala de laboratorio, pues a nivel industrial resulta costoso por el alto
valor comercial de los solventes y porque se obtienen esencias mezcladas con otras

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



Método de enflorado: El material vegetal (generalmente flores) se pone en contacto con
una grasa. La esencia es solubilizada en la grasa que actia como vehiculo extractor. Se
obtiene inicialmente una mezcla (el concreto) de aceite esencial y grasa la cual es separada
posteriormente por otros medios fisico - quimicos. En general se recurre al agregado de
alcohol caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa (insoluble) y

el extracto aromatico (absoluto) (Peredo-Luna et al., 2009).

Extraccion con fluidos supercriticos: Es el desarrollo mas reciente. El material vegetal
cortado en trozos pequefos, licuado o molido, se empaca en una camara de acero
inoxidable y se hace circular a través de la muestra un fluido en estado supercritico (por
ejemplo, CO2). Las esencias son asi solubilizadas y arrastradas mientras que el fluido
supercritico, que actua como solvente extractor, se elimina por descompresién progresiva
hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente. Finalmente se obtiene una esencia cuyo

grado de pureza depende de las condiciones de extraccion (Peredo-Luna et al., 2009).

1.1.2. Clasificacion.

Los aceites esenciales se pueden clasificar por dos criterios: Por su consistencia y por su
origen. Dentro de los primeros se encuentran los aceites Fluidos, Balsamos y Oleorresinas.
En las del segundo tipo tenemos de caracter natural, artificial y sintético (Rodriguez-Alvarez,
Alcaraz-Meléndez, & Real-Cosio, 2012).

Consistencia.
e Fluidas: Son liquidos volatiles a temperatura ambiente.
e Balsamos: Son de consistencia mas espesa, poco volatiles y propensos a sufrir
reacciones de polimerizacion.
e Oleorresinas: Tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son

tipicamente liquidos muy viscosos o0 sustancias semisolidas.
Origen.

e Naturales: Se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas
ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy costosos.
e Artificiales: Se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma

esencia con uno o varios de sus componentes.



e Sintéticos: como su nombre lo indica son los producidos por procesos de sintesis
gquimica. Estos son mas econémicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como

aromatizantes y saborizantes.

1.1.3. Caracterizacion.

Los aceites esenciales son volatiles, liquidos a temperatura ambiente, traslucidos y de color
amarillo, poseen una densidad menor a la del agua. Ademas, debido a que en su
composicion existen productos 6pticamente activos, refractan la luz polarizada. Son muy
solubles en alcoholes y disolventes organicos (éter, cloroformo), alta en soluciones como el
etanol y en algunos casos en el agua, pero, son extraidos y transportados por el vapor de
agua (Luna, 2007).

Actualmente se han identificado alrededor de cuatrocientos componentes quimicos
constituyentes de los aceites esenciales, de manera casi exclusiva la mayoria pertenecen
a grupos caracteristicos: el grupo de los terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos), el
grupo de los compuestos derivados del fenilpropano, los terpenos originarios del acido
acético, los terpenos provenientes del acido shikimico (arométicos) y otros como los

compuestos procedentes de la degradacion de terpenos (Gonzalez, 2004).

1.1.3.1. Cromatografia de gases.

Es un método usado ampliamente para la separacién de los componentes volatiles y
semivolatiles de una muestra. La combinacion de altas resoluciones, sensibilidad y tiempos
de andlisis cortos la ha convertido en una técnica de rutina usada en la mayoria de los
laboratorios quimicos, tiene la ventaja de disponer de detectores mucho mas universales
(por ejemplo, el de ionizaciéon de llama). Sin embargo, en cromatografia de gases, la
influencia de la temperatura sobre la distribucién del equilibrio es considerable, Por esta
razén, la cromatografia de gases se emplea cuando los componentes de la mezcla
problema son volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta
350 - 400 °C.
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Figura 2. Diagrama Basico de un cromatografo de gases.
Fuente: Abello Linde, 2010.
Elaboracion: Abello Linde, 2010.

A menudo la cromatografia de gases se emplea para confirmar la presencia o ausencia de
un compuesto en una muestra determinada, sin embargo, también se la utiliza para
establecer la cantidad de componentes individuales presentes en una muestra, para esto
se pueden emplear diferentes detectores basados generalmente en la medida de una
determinada propiedad fisica de los componentes a analizar. En este sentido, la
espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases puede resultar un detector
universal para la cuantificacion de sustancias organicas. Puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes,
debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros
particulares de cada componente. Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas
Chromatography”) y MS (“Mass Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS
gue permite la separaciéon e identificacion de mezclas complejas (Gutiérrez & Droguet,
2002).

1.1.4. Propiedades.

Desde la antigiedad, debido a las particularidades que presentan los aceites esenciales se

han empleado en preparaciones culinarias como saborizantes y aromatizantes o como
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conservantes de alimentos, en otros casos para detener, prevenir o inhibir el deterioro

oxidativo y los dafios causados por bacterias, hongos u otros (Vargas & Bottia, 2008).

Con el paso del tiempo y con la ayuda de nuevas técnicas de andlisis se logré determinar
que las propiedades fisicas (volatilidad, densidad, difusion a temperatura ambiente, etc.) y
las propiedades quimicas (grupos funcionales como: alcoholes, aldehidos, ésteres,
cetonas, terpenos, etc.) son los responsables de los principios activos del aceite esencial y
de sus propiedades terapéuticas, por lo tanto, cada aceite es diferente, y dependiendo de
las caracteristicas que presente cada uno se les puede dar un uso especifico (Tepe,
Daferera, Sokmen, Sokmen, & Polissiou, 2005). De esta manera, y debido a la creciente
presion de los consumidores, las industrias estan reemplazando los productos sintéticos
por sustancias de origen natural (aceites esenciales). Por tal motivo, el conocimiento de las
actividades antimicrobianas, antioxidantes y citotéxicas son importantes para la aplicacion
de los aceites esenciales en las diferentes industrias (Albarracin H., Alfonso A., & Sanchez
B., 2012).

1.1.5. Usos y aplicaciones.

Debido a las cualidades que muestran los aceites esenciales suelen ser usados como
materias primas o como insumos industriales. En la industria de fragancias son muy
utilizados, para acentuar las notas de perfumes, aguas de perfume, aguas de tocador,
aguas de colonia, aguas frescas y aguas de bafio. Se emplean en cosmética para hacer
jabones, champus, desodorantes, labiales, cremas, ungtientos, pastas dentales, etc., para
lo cual se basan en las funciones especificas que algunas esencias muestran sobre la piel,
de esta manera, se hacen productos mas agradables, atractivos y que tengan una identidad
Unica. Se usan en la industria de productos de limpieza, para elaborar insumos para pisos,
bafos, cocinas, etc., otorgandoles olores agradables. En la industria de los plasticos se
usan para enmascarar el mal olor que tienen algunos cauchos y plasticos. En la
manufactura de textiles y de pinturas se usa como enmascaradores de olores. En la
papeleria, para impregnar fragancias a cuadernos, esquelas, tarjetas, papel higiénico,
toallas higiénicas, etc. Asimismo, en la industria de la alimentacion, licoreria y confiteria se
suelen utilizar como aromatizantes, saborizantes y condimentos. Algunos se utilizan en la
industria farmacéutica para la obtencién de diversos principios activos (anetol, eugenol) o

como excipientes y aromatizantes en la preparacion de jarabes, suspensiones, elixires, etc.
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Finalmente en la industria quimica son aplicados como bactericidas, insecticidas y
disolventes; y en las petroquimicas los terpenos de los aceites esenciales son usados como

vehiculos de flotacion y lubricantes (Flores, 2010).

En la actualidad se ha abierto otro campo de utilidad para los aceites esenciales, la
denominada aromaterapia, la cual es una disciplina dentro de la medicina natural que
emplea basicamente aceites esenciales en sus tratamientos terapéuticos. Cabe mencionar,
que con estas practicas terapéuticas se debe tener especial cuidado ya que, a pesar de
que los aceites esenciales son considerados en el &mbito popular como productos naturales
poco peligrosos pueden ser muy perjudiciales, por ende, facilmente puede darse una
sobredosificacion al aplicar aceites que contengan componentes téxicos y que puedan
atravesar la barrera hematoencefalica y a su vez afectar al sistema nervioso central (L6pez
Luengo, 2004). Para este ambito, los aceites esenciales, se pueden aplicar por via oral para
el tratamiento de: Catarros y resfriados, flatulencias, indigestiones, estrefiimiento, diarreas,
dolores de cabeza y menstruaciones dolorosas, piedras en el rifion o vias urinarias. Para
las personas que no pueden tomar medicamentos o por condicionantes del sabor de los
aceites esenciales no puedan consumirlos por via oral, se los puede administrar a través
de inhalaciones; de esta manera se pueden tratar problemas relacionados con: Tension,
disfuncion del sistema respiratorio, senos paranasales congestionados, dolor de cabeza,
dolor de garganta y catarro. Otra técnica es a través del bafio, de esta forma se aspira el
vapor de los aceites y se permite que estos penetren a través de la piel, son usados
comunmente para el tratamiento de: Insomnio, tension nerviosa, disfunciones musculares,
problemas circulatorios, problemas menstruales, catarro, resfriados, dolor de cabeza,
retencién de liquidos, etc. Por Ultimo, para el tratamiento de Problemas cutaneos,
neuralgias, contusiones, heridas abiertas, menstruaciones dolorosas, esguinces y dolores
musculares se puede aplicar compresas calientes con aceite esencial diluido en agua
(Buckle, 2014; Lawless, 2013).

1.2. Actividad Biolodgica.

Con el aumento de la resistencia de los patégenos frente a los medicamentos comerciales,
se ha generado un interés considerable sobre la investigacion de los aceites esenciales
como agentes antimicrobianos, antifingicos o antivirales. La accién que realizan los aceites

en este sentido se les atribuible a una sinergia entre todos sus componentes. Pues, una
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caracteristica importante que presentan los aceites esenciales es su hidrofobicidad, lo que
les permite adherirse a la membrana celular bacteriana, y, a través de ejercer una presion
sobre esta, logra hacerla mas permeable, de esta manera ocasionan la fuga de iones del
interior de la célula por alteracién de la fuerza motriz de los protones y el flujo de electrones.
Los dafios a la pared y la membrana de la célula ocasionan la fuga de macromoléculas y
por consiguiente la lisis. En general, el efecto antimicrobiano se debe principalmente a la

presencia de fenoles, aldehidos y alcoholes (Rueda, Conde, & Lengua, 2013).

Por todo lo antes mencionado, hoy en dia se estd poniendo especial énfasis en la
investigacion sobre las propiedades anticancerigenas y antioxidantes de los aceites
esenciales, asi como sus efectos antivirales y antinociceptivos. Un campo muy prometedor
para el area de aceites esenciales es sobre todo su aplicacion contra tumores. Las
propiedades anticancerigenas mostradas por los metabolitos secundarios van ganando
ganado cada vez mas interés en todo el mundo, puesto que es una terapia "natural”. Uno
de los compuestos mas destacados en ese sentido es el d-limoneno, el principal
constituyente del aceite esencial de naranja dulce, asi como de otros citricos; el alcohol
perilico, que de acuerdo con estudios realizados en roedores se ha determinado que puede

ser un candidato quimioterapéutico eficaz contra el cancer.

Los aceites esenciales estan viendo la luz como medio de tratamiento del dolor neuropatico
causado por el dafio de nervios periféricos, una problematica clinica de dificil solucidén para
una significativa proporcién de pacientes, debido a que este tipo de dolor es en general
refractario a los tratamientos farmacolégicos tradicionales. Algunos compuestos de los
aceites como la timoquinona estdn mostrando efectos antinociceptivos ante esta
problematica. Finalmente, debemos mencionar, que algunos aceites extraidos de plantas
pertenecientes a la familia Asteraceae estan siendo utilizados como medio de tratamiento
contra algunos virus, ya que, son capaces de inhibir su replicaciéon y pueden prevenir la

propagacion desde una célula a otra (Gerhard, 2009).

1.2.1. Bacterias.

Son estructuras unicelulares extremadamente pequefias, pueden llegar a medir entre 0,2 y
5 um. Se reproducen por un proceso asexual denominado fisién binaria, los cuales forman

el exterior y el interior del microorganismo. Las bacterias tienen formas caracteristicas
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variadas: redondas o elipsoidales tales como Staphylococcus aureus o Streptococcus;
varillas, como Bacillus y especies de Clostridium; largos, como las especies de
Actinomyces; y las células en forma de coma y espirales, como Vibrio cholerae y
Treponema pallidum, respectivamente. En su estructura presentan un compuesto llamado
peptidoglucano, el cual les confiere una capacidad de tincién, y que se utiliza para poderlas
estudiar dentro de dos grupos, como bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas
(Baron, 1996).

Las bacterias Gram-positivas tienen una pared celular gruesa formada de varias subcapas,
y su principal componente es el peptidoglicano. Una caracteristica importante del
peptidoglicano es que es suficientemente poroso y permite que gran parte de los
metabolitos lleguen a la membrana citoplasmatica. En tanto que las Gram-negativas poseen
paredes celulares mas complejas, contiene dos capas exteriores con relacion a la
membrana citoplasmatica, inmediatamente después de la membrana hay una capa delgada
de peptidoglicano, el espacio entre este medio y la membrana plasmatica es el espacio
periplasmico. Este espacio tiene enzimas hidroliticas que degradan macromoléculas
necesarias para la célula. Por otro lado, la membrana externa es hidréfoba y funciona como
una barrera para las grandes moléculas. La zona exterior esta generalmente formada por
lipopolisacarido (LPS), que también puede ser conocido como endotoxina, y es la causante
de la respuesta inmune de la célula. La membrana externa se une a la membrana
citoplasmatica a través de area de adhesion y peptidoglicano por la interaccién con una

lipoproteina (Lucana Nina & Huanca Espinoza, 2014).

1.2.1.1. Bacterias Gram-positivas.

e Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram-positiva del tipo anaerobio, se cultiva facilmente en medios
convencionales a 37,8 °C y se desarrollar después de 24 horas de incubacioén. El S. aureus
segrega numerosas enzimas y toxinas que, junto con las estructuras internas de la célula,
generan la patogénesis de las infecciones concomitantes. El S. aureus es un colonizador
frecuente de la piel y las mucosas, en principio la colonizacién comienza en la mucosa
nasal, desde donde las bacterias pueden propagarse a las manosy el aire, y ser transmitido

a las personas susceptibles a este microorganismo. El S. aureus es con frecuencia el
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patdgeno causante de infecciones nosocomiales, infecciones urinarias agudas, disuria en
mujeres jovenes y casos de uretritis en los hombres sexualmente activos. La medida
preventiva mas importante es el lavado de manos y entre otras tenemos la aplicacion

intranasal de antibiéticos (Kayser, Bienz, Zinkernagel, & Eckert, 2005).

e Enterococcus faecalis

La mayoria de las infecciones producidas por enterococo son causadas por Enterococcus
faecalis. Se encuentran entre los principales patégenos nosocomiales, presenta resistencia
intrinseca a la mayoria de los antibiéticos y una moderada sensibilidad a las penicilinas,
son resistentes a todas las cefalosporinas y a concentraciones terapéuticas de
aminoglucdsidos y clindamicina. Son capaces de proliferar en 45,8 °C en presencia de 6,5%
de NaCl y a un pH de 9 (Cercenado, 2011; Kayser et al., 2005).

1.2.1.2. Bacterias Gram-negativas.

e Pseudomona aeuriginosa.

Es un bacilo Gram-negativo del tipo aerobio, considerado como un patégeno oportunista.
Es un microorganismo altamente versatil, capaz de tolerar condiciones bajas de oxigeno.
Puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a
42 °C. Estas caracteristicas le permiten adherirse y sobrevivir en equipos médicos y en
otras superficies hospitalarias, lo que favorece el inicio de infecciones nosocomiales en
pacientes inmunocomprometidos. Tienen una longitud aproximada de 1 a 3 ym de largo y
0,5 a 1,0 ym de ancho. Pueden producir un pigmento (la pioverdina) que da un color verde
amarillento o marréon amarillento. La mayoria de los estudios indican que una tasa de
mortalidad atribuible a infecciones por PAE es de aproximadamente el 34% (Lloria, 2009;
Ochoa et al., 2013).

P. aeruginosa puede causar neumonias, infecciones del tracto urinario y bacteriemias, asi
como una alta morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis quistica, debido a las
infecciones cronicas que eventualmente conducen a un dafio a nivel pulmonar e
insuficiencia respiratoria. Las infecciones por PAE son dificiles de erradicar debido a su

elevada resistencia intrinseca a los antibiéticos, ademas de su capacidad para adquirir
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nuevos niveles de resistencia a diferentes anticuerpos (Ochoa et al., 2013). Entre las
medidas basicas de prevencién se incluyen: el lavado de las manos, el control de equipos
estériles y uso de desinfectantes, la limpieza de areas fisicas y la prevencion de sepsis en

trabajadores de la salud (Lebeque Pérez, Morris Quevedo, & Calas Viamonte, 2006).

o Klebsiella pneumoniae.

Es la especie de mayor importancia clinica y mas estudiada dentro del género Klebsiella.
Corresponde a un bacilo Gram-negativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es
de tipo anaerobia, inmovil y usualmente encapsulada, ampliamente esparcida en el
ambiente, y se presenta de manera especial en las superficies mucosas de mamiferos; en
los seres humanos se coloniza en la nasofaringe y el tracto gastrointestinal. Los principales
reservorios para la transmision de la bacteria en el ambiente hospitalario son el tracto
gastrointestinal de los pacientes y las manos del personal al cuidado de ellos. La K.
pneumoniae es la responsable de provocar infecciones del tracto urinario y neumonia en
personas sin enfermedades de base. Es causa ademas de bacteriemia, infecciones del sitio
quirdrgico, infecciones del tracto biliar, peritonitis y meningitis (Echeverri Toro & Catafio
Correa, 2010; Lépez Vargas & Echeverri Toro, 2010).

e Proteus vulgaris.

Es una bacteria Gram-negativa con forma de varilla. El tamafio de las células individuales
varia entre 0,4 - 1,2 y 0.6 ym por 2.5 ym. P. vulgaris es activamente movil; habita en el
suelo, en el agua contaminada, en la carne cruda, en el tracto gastrointestinal de los
animales, y en el polvo. En los seres humanos causan graves abscesos e infecciones del
tracto urinario, producen bacteriemia, neumonia y lesiones focales en pacientes débiles o
en los que reciben infusiones intravenosas y se asocia con la infeccién nosocomial (Brooks,
Carroll, Butel, Morse, & A, 2011; Ghaidaa, Yanchang, & Abdallah, 2013).

e Escherichia coli.

Este microorganismo tiene forma de bastén, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, por
lo general mide de 1 - 3 ym de largo y 0,5 pm de diametro, la mayor parte de estas bacterias

son moviles. Pueden fermentar la lactosa y son capaces de producir indol a partir de
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triptéfano. En cuanto a las patologias causadas por E. coli encontramos: que es una de las
causantes mas frecuentes de deshidratacién por diarrea en niflos menores de dos afios y
neonatos, ademas, la principal causa de diarrea en personas que viajan constantemente a
diferentes lugares, en especial hacia regiones y paises con condiciones de higiene
deficientes. Algunas cepas de E. coli pueden producir toxinas las cuales pueden causar
enfermedad de grado variable como diarrea acuosa, diarrea sanguinolenta, colitis
hemorragica, sindrome hemolitico urémico y muerte. E. coli es la causa mas frecuente de
infeccion urinaria, infecciones respiratorias, infecciones del SNC. También se han
encontrado cepas de E. coli en casos de artritis séptica, endoftalmitis, tiroiditis supurada,
abscesos intraabdominales, peritonitis bacteriana espontanea, abscesos hepaticos,
abscesos cerebrales, endocarditis, osteomielitis, prostatitis, sinusitis, tromboflebitis séptica
y otras enfermedades (Puerta-Garcia & Mateos-Rodriguez, 2010).

e Salmonella typhimurium.

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram-negativos, no formadores de
esporas, anaerobios, provistos de flagelos y méviles. Se alojan en el tracto gastrointestinal
del ser humano, por lo tanto, una fuente de contagio es a través de las heces fecales. Son
causa frecuente de gastroenteritis, ademas de producir otras infecciones, como por
ejemplo: bacteriemias en pacientes inmunodeprimidos por el VIH (Brooks et al., 2011;

Jurado, Mufioz, Delgado, Rivero, & Cisneros, 2010).

1.2.2. Hongos.

El reino de los hongos comprende mas de 50000 especies diferentes y, alrededor de 200
han sido identificados como patégenos humanos. Sélo alrededor de una docena de estas
especies "patdgenos” causa el 90% de todas las micosis humanas. Muchas infecciones
micoticas son relativamente inofensivas, por ejemplo: las dermatomicosis, pero en los
ultimos afos, el nUmero creciente de pacientes con diversos tipos de defectos inmunes han

dado lugar a méas micosis que amenazan la vida (Kayser et al., 2005).

Los hongos son microorganismos eucariéticos, con un tamafio tubular de 2 a 10 um de
ancho. El elemento morfolégico basico de los hongos es la hifa'y a su vez una red de hifas

entrelazadas forma un micelio. Los hongos se reproducen asexualmente por mitosis, por el
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crecimiento de las hifas o con la ayuda de esporas asexuales, en la reproduccion sexual

(meiosis), por otra parte, produce esporas sexuales.

Trichophytum rubrum.

Trichophyton rubrum (T. rubrum) es un dermatofito que tienen la capacidad de invadir los
tejidos queratinizados del cuerpo, y es el responsable de causar la mayoria de las
infecciones fungicas superficiales en todo el mundo. Este grupo de hongos puede causar
infeccidon en cualquier parte sobre la piel, mds cominmente en los pies, la regién inguinal,
las axilas, el cuero cabelludo y las ufias. Sin embargo, las enfermedades mas habituales
de la piel humana por este hongo son: tinea pedis, tinea cruris y tinea corporis (Blutfield,
Lohre, Pawich, & Vlahovic, 2015).

e Trichophytum mentagrophytes.

Es un hongo de distribucién mundial, produce colonias de color blanco o crema, con una
superficie pulverulenta o aterciopelada, que con el tiempo se hace café rojizo. Su
importancia clinica se debe a que es antropofilico, causando con frecuencia tifia en los pies,
tifa del cuerpo y algunas veces invasion superficial de la ufia. No se sabe que invada el
pelo in vivo, pero, produce perforaciones del mismo in vitro. Tiene un amplio rango de
huéspedes animales, incluyendo ratones, perros, canguros, gatos, caballos, ovejas y
conejos. Produce lesiones inflamatorias en la piel y se puede transmitir a la piel cabelluda

de los humanos (Fernandez, Segundo, Arenas, Silva, & Guzman, 2002).

1.3. Plantas medicinales.

Las plantas son universalmente reconocidas como una parte transcendental del mundo
natural y un recurso esencial para el planeta. Pues, su uso es una practica que existe desde
los inicios de la especie humana y sus derivados siempre han mostrado efectos
controladores contra acaros, roedores, nematodos, bacterias, virus, hongos e insectos;
ademas, constituyen un elemento vital para la sustentabilidad global del hombre para suplir
necesidades béasicas como alimento, medicina, vivienda y vestido. Asi mismo, juegan un
papel clave en el mantenimiento del medioambiente y la estabilidad de los ecosistemas
(Blackmore et al., 2000)
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El uso de las plantas con fines medicinales se remonta hacia 3000 afios antes de Cristo,
fecha que se tiene reporte del libro mas antiguo sobre las plantas medicinales, ademas, se
conoce que los sumerios hacia 2500 afios a.C., usaron las plantas con fines curativos
(Alarcén, 2011).

Una planta medicinal puede definirse como una especie vegetal que elabora metabolitos
secundarios, llamados principios activos, sustancias que ejercen una accion farmacologica,
beneficiosa o perjudicial sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica,
es servir como droga o medicamento que alivie las enfermedades, dolores o restablezca la
salud perdida (Garcia-Nieto, 2000). Su aprovechamiento sin duda comenz6 con la continua
experimentacion de materiales vegetales diversos, que de acuerdo a sus caracteristicas
Unicas ofrecian agradables aromas, alivio del dolor y cura de malestares (Juarez-Rosete et
al., 2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que el 80% de la poblacion
mundial utilizan las plantas medicinales para su atencion primaria de salud, especialmente
en paises en vias de desarrollo donde cientos de millones de personas dependen de las
plantas para sus sistemas de medicina tradicional y ancestral. Sin embargo, el vertiginoso
desarrollo de la industria farmacéutica en la centuria pasada trajo como consecuencia, una
notable disminucion en el uso de las plantas medicinales, por lo que, en la actualidad se
hacen grandes esfuerzos para rescatar este conocimiento y canalizarlo hacia la poblacion
de escasos recursos econdmicos (Blackmore et al., 2000; Celis et al., 2008; Flores Guido,
Flores Abuxapqui, & Pérez Mutul, 2009).

A pesar de los espectaculares avances y ventajas que la medicina convencional presenta,
es evidente que la medicina tradicional o natural tiene mucho que ofrecer, va tomando
especial interés debido a que los antibiéticos que en cierto momento mostraban una eficacia
practicamente universal contra infecciones graves, hoy en dia esta decayendo, por lo que,
en la actualidad se esta complementando la medicina tradicional con la natural, hecho que
esta tomando mucha fuerza por los beneficios mostrados contra enfermedades crénicas

como el asma, la artritis y el sindrome de colon irritable (Chevallier, 1996).
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Por lo antes mencionado es que en los ultimos afios las plantas medicinales han cobrado
increible importancia y cada vez son mas las disciplinas cientificas que se estan dedicando
a la tarea de investigarlas, estudiarlas y aplicarlas para el mundo moderno. Por ende, es
necesario, ahondar en esfuerzos para evitar la pérdida definitiva de este conocimiento
tradicional y ancestral, no solo para preservar esta herencia cultural, sino también para
registrar la informacion sobre ciertas especies Utiles, que podrian ser relevantes para el
desarrollo de nuevas fuentes terapéuticas y farmacéuticas para la humanidad,
contribuyendo al mismo tiempo a la proteccion de la biodiversidad vegetal (Bermudez,
Oliveira-Miranda, & Veladzquez, 2005).

1.4. Flora Ecuatoriana.

Se considera que en la tierra existen entre 260000 y 320000 especies de plantas (Torres,
2008), y se estima que alrededor del 25% de la diversidad biolégica a nivel mundial se
encuentra en la regiéon andina; los paises que comprenden esta regién son considerados
como los méas diversos y ricos en especies vegetales del planeta. Dentro de la region
encontramos tres paises con la mayor riqueza herbaria; estos son: Ecuador, Per( y Bolivia,
en donde se ha encontrado que existen 34286 especies de plantas, distribuidas en 256
familias y 3309 géneros (Jagrgensen, Ulloa, & Maldonado, 2006).

El Ecuador presenta aproximadamente 17000 especies de plantas que son producto de
adaptaciones a medios diversos. Ya que, esta gran diversidad de plantas ecuatorianas
proviene de especies propias de los Andes Tropicales, de zonas tropicales y subtropicales
de América, tropicales de Asia, Malasia, Africa, asi como de zonas templadas de los
Hemisferios Boreal y Austral, incluso de las regiones frias del elemento Austral. De acuerdo
con estudios realizados se ha determinado que la cuarta parte de las especies ecuatorianas
son endémicas, y de ellas tan solo el 7% han sido reportadas como Utiles. Para Ecuador se
registra que las diez familias més diversas contienen el 45% de los géneros y el 58% de las
especies, siendo Orchidaceae la familia mas diversa. Entre los géneros con un importante
namero de especies figuran Piper, Peperomia (Piperaceae), Epidemdrum, Pleurothallis

(Orchidaceae) entre otros (Jgrgensen et al., 2006; Torres, 2008).

Para el Ecuador se reporta una lista con 5172 especies que presentan usos diversos. Esto

significa que tres de cada 10 especies que crecen en el Ecuador son utiles para la gente.
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Desde el punto de vista taxonémico, el uso de las especies no esta distribuido de una forma
regular entre las familias, asi tenemos que Fabaceae, Asteraceae y Rubiaceae tienen mas
de 200 especies utiles cada una, por otro lado, familias como Arecaceae, Rosaceae y
Meliaceae son extraordinariamente importantes ya que casi el 80% de sus especies son
utilizadas para uno o varios propésitos. En relacion al tipo de uso, de las 5172 especies
utiles, el 60% son medicinales, el 55% son fuente de materiales como los usados para
construccién, el 30% son comestibles y el 20% son utilizadas en los llamados usos sociales,

que incluyen ritos religiosos y practicas similares (Torres, 2008).

1.4.1. Flora aromatica del Ecuador.

Las plantas aromaticas son aquellas plantas cuyos principios activos estan constituidos,
total o parcialmente por esencias. Las plantas medicinales y condimentarias entran dentro
de esta clasificacion ya que el hombre las utiliza en la medicina natural y como especias
para mejorar el sabor, olor y color de los alimentos (Restrepo, Diaz, Betancur, Martinez, &
Otros, 2013). En este sentido, el Ecuador reporta aproximadamente 3277 especies de
plantas entre medicinales y condimentarias. En un nimero menor especies utilizadas con
fines industriales para la obtencion de aceites esenciales, grasas, quimicos vegetales, etc.
(Torres, 2008).

En el ecuador 159 especies de plantas, pertenecientes a 57 familias, se usan como aditivos
en la alimentacion. Las familias con mayor nimero de especies son Asteraceae, Lamiaceae
y Piperaceae. La mayoria de estas especies se utilizan como condimentos y saborizantes
en la preparacion de varias bebidas y comidas. Comunmente utilizadas para la preparacion
de bebidas tenemos: las inflorescencias de sankurachi (Amaranthus caudatus y A.
crassipes), el bledo (A. hybridus), y las hojas de arrayan (Eugenia sp., Luma chequen u
otras Myrtaceae). Asimismo, para dar sabor, la canela (Cinnamomum zeylanicum), ishpinku
(Ocotea quixos), el clavo de olor (Syzygium aromaticum), las hojas de hierba luisa
(Cymbopogon citratus) y de cedrén (Aloysia triphylla). En preparaciones dulces y bebidas
para dar sabor se utiliza el fruto de varias especies nativas de vainilla (Vanilla claviculata,

V. mexicana, V. odorata, V. palmarum, V. planifolia y V. pompona), etc.

Con fines medicinales se reportan 3118 especies de plantas aromaticas pertenecientes a

206 familias. ElI 75% de las especies medicinales son plantas nativas y un 5% son
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endémicas, mientras que el 11% son introducidas en el Ecuador. Dentro de esta categoria,
el 69% de las especies se usa para combatir dolores de cabeza, estbmago y musculos. Las
especies mas usadas para este fin son las introducidas, entre ellas la hierba luisa
(Cymbopogon citratus), la ruda (Ruta graveolens) y la manzanilla (Matricaria recutita). El
18% de especies se utilizan para tratar problemas fangicos, siendo las mas mencionadas
Iryanthera paraensis, Calathea metallica y Fittonia albivenis. Gran parte de las plantas en
esta categoria como el paico (Chenopodium ambrosioides), el higuerén (Ficus insipida) y la
papaya (Carica papaya) se utilizan para eliminar parasitos intestinales (lombrices y
amebas). Esto por citar algunos ejemplos, pera la realidad es que el uso de las plantas
medicinales en el Ecuador es muy amplio para tratar diversas enfermedades, dolores, y

padecimientos.

En el area industrial encontramos un nimero menor de plantas aromaticas, siendo asi: 603
taxones para la extraccion de quimicos vegetales utilizables en la elaboracion de jabones
para aseo personal y lavado de ropa. Las familias con mayor nimero de registros fueron
Fabaceae, Asteraceae y Solanaceae. Las partes de la planta méas utilizadas son las hojas
y los frutos. Asi mismo, se han empleado decenas de plantas para el lavado del pelo y al
mismo tiempo para el tratamiento de la caspa, para fortalecimiento del cabello y evitar su
caida. Cabe destacar el uso de plantas con fines cosméticos, como perfumes y
desodorantes, en este caso, las flores y los frutos son las partes de la planta mas utilizadas,
la especie tradicionalmente empleada es la palmera chontilla blanca (Chamaedorea
pinnatifrons). Finalmente, muchas plantas se han empleado para el cuidado e higiene de la
dentadura y encias. Los géneros mas destacados son: Myrcianthes, Piper y hierba luisa
(Cymbopogon citratus). El uso de plantas como repelente de insectos molestos o dafinos
es una practica relativamente comun, utilizando varias especies del género Ambrosia y el
palo santo (Bursera graveolens). Para la extraccion de aceites se encontraron seis especies
utiles, varias de ellas introducidas. Cinco de ellas proceden de la regién andina y solo una
de la region oriental, donde se utiliza como perfume el extracto de guayabillo

(Campomanesia lineatifolia) (Torres, 2008).

1.5. La Familia Asteraceae.

La familia Asteraceae (Compositae), es una de las mas diversas y la mas ampliamente

distribuida en el planeta. Constituye un grupo monofilético, correspondiente al orden de las

23



Asterales, suborden Asteridae, y esta caracterizada por sus inflorescencias racimosas en
capitulos, con flores individuales epiginas, rodeadas de varias hileras de bracteas sobre el
receptaculo comdn en que remata el escapo o rama florifera. Por dicho caracter es
considerada un grupo natural y uniforme, altamente evolucionado, y recibe el nombre
alternativo Compositae Giseke. Posee una serie de tribus cuya delimitacion y relacion
taxondmica aun no es clara. Algunas especies tienen uso en la alimentacién humana y
animal, muchas son fuentes de aceites fijos, aceites esenciales, forrajes, miel y polen,
edulcorantes, especias, colorantes, insecticidas, cauchos y madereras. Otras son
importantes como malezas y plantas téxicas, varias de estas plantas causan alergias y otras
resultan ornamentales. Un buen numero de ellas son conocidas por su marcado com-
portamiento arvense, como malezas de cultivos y jardines o como ruderales en los caminos.
La familia Asteraceae esta conformada por 18 tribus, con cerca de 950 a 1450 géneros y
entre 20000 a 30000 especies en todo el mundo (Del Vito & Petenatti, 2009; Redonda-
Martinez & Villasenor-Rios, 2011).

Este grupo de plantas esta caracterizado por la presencia de &cidos iso- y clorogénico,
isoflavonoides, lactosas sesquiterpénicas, alcoholes triterpénicos pentaciclicos, aceites
esenciales (con predominio de terpenoides), alcaloides (especialmente pirrolizidinicos) y
diversos derivados acetilénicos, mientras que carece de taninos verdaderos y de iridoides.
La acumulacién de ciertos metabolitos primarios y secundarios determina la utilidad y su
aplicacion (Del Vito & Petenatti, 2009).

1.5.1. El género Tagetes.

El género Tagetes es originario de Sudamérica, Pero actualmente posee una distribucion
cosmopolita y representa uno de los grupos mas ricos en formas de las angiospermas.
Cuenta con cerca de 60 especies, son de un ciclo de desarrollo anual o bienal, suelen crecer
cubriendo todo el territorio a su alrededor, puede alcanzar hasta los 60 cm de altura, estas
plantas no siempre son verdes ya que pierden las hojas por algunos meses durante el afio.
Presenta una alta importancia econémica e incluye especies de plantas comestibles y
ornamentales. Los extractos de las especies de este género se caracterizan por su actividad
insecticida y nematicida, ademas de sus aplicaciones farmacéuticas (Stefanazzi, Gutierrez,
Stadler, Bonini, & Ferrero, 2006).
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Las especies mas comunes de este género son: T. minuta; T. patuta y T. terniflora. La
composicion quimica entre las especies de tagetes es diversa, algunos de los compuestos
encontrados en los aceites pertenecen al grupo de los alcoholes, carbohidratos, éteres,
aldehidos, cetonas, ésteres, carotenoides, flavonoides vy tirofenos; entre los principales
compuestos podemos encontrar: b-Cariofileno, dihidrotagetona, E-tagetona, E-tagetenona,
limoneno, metil eugenol, piperitenona, terpinoleno y Z-tagetona. Mucha de esta variabilidad
de la composicion quimica puede atribuirse al lugar y sitio de crecimiento de la planta, a la
parte de la cual se extrae el aceite, la composicion del suelo, etapa fenologica de la planta
entre otros; por lo que es comun encontrar diferencias en el contenido del aceite entre

vegetales de la misma especie (Yumi Mullo, 2011).

15.1.1. Tagetes terniflora.

Es una planta de tipo anual, semirustica, con ramas delgadas, de color verde claro y suele
brotar desde el mes de junio. Es conocida por los nombres vernaculos
de “huacatay mula”, “chiche” y “chilche”. Puede llegar a alcanzar entre los 30 y 60 cm de
alto, esta ampliamente difundida en los valles andinos de entre los 500 y 4500 m.s.n.m. No
se tiene mucha bibliografia sobre esta planta, peros se sabe que el aceite esencial posee
actividad repelente, toxicidad, efecto fumigante, indices nutricionales y actividad
fagodisuasiva en larvas. Una infusién de sus hojas se usa como una gastralgia y un antidoto
ante intoxicaciones. Se usan las partes aéreas de la planta para el tratamiento de Ulceras
gastricas y enteritis. En uso veterinario, las partes aéreas se consideran un antiparasitario
potente para uso externo. También partes aéreas se utilizan como agente aromatizante en
alimentos; la actividad mostrada por esta especie puede deberse a la presencia de cetonas
monoterpenos y tienilo, compuestos acetilénicos y tiofenos (De Feo, Urrunaga Soria,

Urrunaga Soria, & Pizza, 2005; Yumi Mullo, 2011).

En el ecuador se la conoce con el nombre de “chilchi”. Es utilizada tradicionalmente como
colorante para las comidas y las partes aéreas de la planta se emplean con fines
medicinales, para tratar dolores intestinales, malestares estomacales y migrafias. Por otra
parte, el aceite esencial ha demostrado bioactividad frente a insectos de importancia

economica y sanitaria (Almiron, Stefanzzi, Gonzalez, & Ferrero, 2013).
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Figura 3. Especie, Tagetes terniflora.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Tabla 1. Taxonomia de Tagetes terniflora.

REINO: Plantae

DIVISION: Angiospermophyta
CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae (Compositae)
TRIBU: Helenieae

SUBFAMILIA: | Asteroideae

GENERO: Tagetes

ESPECIE: Terniflora

Fuente: El autor.

Elaboracién: El autor.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
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2.1. Metodologia.

Para llevar a buen término el presente estudio investigativo, la metodologia utilizada fue la

siguiente:

Identificacion de la materia vegetal.

Recoleccién de la materia vegetal.

Seleccion de la materia vegetal.

Determinacion de la humedad.

Destilacién de la materia vegetal.

Determinacion del rendimiento del
aceite esencial.

Determinacion de las propiedades
fisicas del AE.

Evaluacion de la act. antibacteriana y
antifingica del aceite esencial

Determinacion de la composicion
quimica del A.E.

Figura 4. Esquema del proceso investigativo.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.
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2.1.1. Recoleccién del material vegetal.

La materia vegetal utilizada en el presente trabajo fue identificada a través de la revision
bibliografica como de muestras botanicas que reposan en los archivos de la Universidad

Técnica Particular de Loja.

La planta en estudio fue recogida en el barrio Pichig de la parroguia San Lucas,
perteneciente al cantén y provincia de Loja. La coleccién de la planta se la realizo mediante

tres salidas de campo, con un lapso de reposo de 15 dias cada vistita.

El material fue colectado en estado de foliacion dentro de su habitat natural, se tomé como
muestra durante cada salida entre 3.5 y 4.5 Kilogramos aproximadamente. La muestra
cosechada fue transportada en sacos hasta el Laboratorio de Ingenieria de Procesos y, en
el area de Aceites Esenciales se llevd a cabo su tratamiento pos cosecha y ulterior
destilacion.

Durante el tratamiento pos-cosecha se examind y separé manualmente las partes
deterioradas, manchadas y con sefiales de ataque de insectos y hongos, esto con el
objetivo de conservar las caracteristicas fisicas, organolépticas y farmacoldgicas de la
materia vegetal, ya que, en caso de no tener precaucion de estos aspectos obtendriamos
un aceite de baja calidad, con posible pérdida de principios activos. Ademas, Se cort6 el
material en partes pequefias para lograr una mejor area de contacto, de tal manera que el
vapor generado durante la destilacion atraviese con mayor facilidad la materia vegetal

alcanzando un mejor rendimiento.

2.1.2. Determinacién de la humedad de la planta.

Para determinar la humedad de la planta, se practico el ensayo de humedad, que consiste
en pesar en una capsula de porcelana (previamente tarada) 1 g de materia vegetal cortada
en pedazos muy finos, luego, llevar la capsula con la muestra hasta una lampara ULTRA
X, donde se deja por un lapso de 45 minutos. Una vez consumado el tiempo en la lampara
se colocan las muestras en el desecador por 15 minutos mas con el objetivo de eliminar el
agua presente en las mismas. Finalmente, se debe registrar los pesos obtenidos en la

balanza y, si varian mucho unos respecto a otros se debe repetir todo el procedimiento
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entre 3 y 4 veces con la muestra inicialmente pesada hasta lograr que los pesos no varien
significativamente. Estos ensayos se realizaron por triplicado para cada muestra y por cada
recoleccién. Una vez finalizado todo el procedimiento se realizaron los calculos respectivos
de Humedad (Ver Anexo ).

2.1.3. Extraccion del aceite esencial.

Con la materia vegetal sometida al tratamiento pos cosecha y lista para ingresar al siguiente
proceso, se comenzo con la obtencién del aceite esencial por medio de hidrodestilacion,
que consiste en obtener el aceite esencial de la planta haciendo pasar vapor de agua a

través de un destilador.

Las condiciones de operacion del destilador fueron previamente ensayadas, con lo cual, se
determin6 que las mejores condiciones de trabajo para la presente investigacion serian:

dejar destilar el material vegetal fresco por un lapso de 4 horas.

Para empezar con la destilacion de la planta, se procedi6 a llenar el destilador con 18 litros
de agua aproximadamente. Inmediatamente se coloco el material vegetal sobre una parrilla
dentro del destilador y se procedié a cerrar la tapa con su respectivo sello de agua.
Seguidamente, se colocaron las mangueras en el condensador para refrigerar el vapor
generado y asi poder obtener el aceite esperado. Finalmente, se enciende el destilador y
se deja trabajar por el tiempo especificado anteriormente, controlando en cada momento la

temperatura, para evitar que la muestra se pueda llegar a quemar.

Una vez que se ha concluido con el tiempo de destilado y no exista mas extracciéon de aceite
esencial, se procede a retirar el aceite del florentin por medio de una probeta. El aceite
esencial siempre viene acompafiado de una cantidad importante de agua aromatica, como
se conoce al agua obtenida luego del proceso de destilacion. Pero, por medio de diferencia
de densidades es posible separa el aceite del agua aromatica. Una vez separado el aceite
medimos el volumen obtenido del mismo y, se procede a envasar en frascos ambar. Para
mantener el aceite en buenas condiciones y evitar que se degrade por efecto de la luz se

lo almacen6 a -4 °C,
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2.1.3.1. Determinacion del rendimiento.

Para el calculo del rendimiento del aceite esencial de T. terniflora se hace una relacion de
volumen de aceite obtenido con la materia vegetal colectada para la destilacién. El célculo
se realizé para cada destilacion, de modo que se reporté el promedio del porcentaje de

rendimiento por cada recoleccién (Ver Anexo Il).

2.1.4. Determinacioén de las propiedades fisicas.

Las propiedades fisicas que se determinaron fueron: la densidad relativa, el indice de

refraccion y la actividad oOptica.

2.1.4.1. Densidad relativa.

Este parametro se lo identific6 mediante la aplicacion de la norma AFNOR NF T75-111 (ISO
279:1998). Es necesario tener en cuenta que la determinacion de la densidad se hace a
una temperatura constante, preferiblemente a temperatura ambiente entre 20 y 25 °C (Ver
Anexo ).

2.1.4.2. indice de refraccion.
Se calcul6 a partir de la norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998), mediante la utilizacion
de un refractdmetro, que es un dispositivo que nos permite medir la velocidad de una
propagacion de luz en el aceite esencial a una temperatura determinada de 20 °C (Ver
Anexo V).

2.1.4.3. Actividad 6ptica.
Para medir la actividad Optica se us6 un polarimetro digital y una celda de 1 dm de longitud,

en el cual se midi6 la capacidad para desviar la luz polarizada del aceite esencial de la

muestra (Ver Anexo V).
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2.1.5. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial.

Para llevar a cabo la caracterizacion quimica del aceite esencial de T. terniflora. Se utilizé
la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas GC-MS. El
equipo utilizado es un Cromatografo de Gases Agilent serie 6890N, acoplada a un
Espectrémetro de Masas Agilent serie 6890N, constituido con un sistema de datos MSD-
Chemstation D.01.00SP1, el cual cuenta con un inyector automatico split/splitless serie
7683. Ademds, se contd con un detector de ionizacién de llama (FID) provisto de un
generador de hidrégeno “Gas Generator 9150 Packard”, para la mejor versatilidad del

equipo.

M”’ 1 ; ‘
J55

Figura 5. Cromatografo de gases.
Fuente: Laboratorio de quimica.
Elaboracion: El autor.

2.1.5.1. Cromatografia de gases.

2.1.5.1.1. Preparacion de la muestra.

Para la lectura en el cromatdgrafo de gases se procedié a preparar un vial con una
disolucién de 990 uL de diclorometano y 10 yL del aceite esencial de T. terniflora. El material
utilizado para preparar las muestras estuvo totalmente limpio y rotulado para evitar que las
muestras se contaminen o interfieran en el analisis. Para este ensayo se prepararon tres

muestras para cada corrida, una por cada destilacién de aceite esencial de T. terniflora.
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Ademas, se realizo la inyeccién de hidrocarburos (C10 decano a C25 pentacosano)
comercialmente conocidos como TPH-6RPM. Los Hidrocarburos fueron inyectados bajo los
mismos parametros que los aceites, tanto para la columna DB-5MS como para la HP-
INOWAX, esto con la finalidad de obtener los indices de Kovats, los mismos que son
indispensables para la determinacién de la composicidon quimica del aceite esencial de T.

terniflora.

2.1.5.1.1.1. Corrida cromatografia en la columna DB-5MS acoplada a

espectrometria de masas.

«MODO: Split

SISTEMA DE *RADIO DE PARTICION: 50:1
INYECCION

¢ TEMPERATURA INICIAL: 250 °C
*TIPO DE GAS: Helio
*VOLUMEN DE INYECCION: 1l

* PROGRAMACION DE TEMPERATURA:
¢ TEMPERATURA INICIAL: 50°C
*TIEMPO INICIAL: 3 min.

*RAMPA: 2.50 °C/min.

¢ TEMPERATURA FINAL: 220 °C

*DB-5MS:

* TEMPERATURA MAXIMA: 270°C
*MODO: Flujo constante

M *FLUJO INICIAL: 0.9 ml/min.

© PRESION INICIAL: 6.50 psi

*VELOCIDAD PROMEDIO: 35 cm/seg.

* TEMPERATURA: 250°C

DETECTOR «TIPO D EGAS: Helio

Figura 6. Condiciones operacionales para la corrida cromatografica
en la columna no polar DB-5MS

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.
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2.1.5.1.1.2. Corrida cromatografia en la columna HP-INNOWAX acoplada a

espectrometria de masas.

« MODO: Split
«RADIO DE PARTICION: 50:1
% « TEMPERATURA INICIAL: 250 °C

*TIPO DE GAS: Helio
*VOLUMEN DE INYECCION: 1l

*PROGRAMACION DE TEMPERATURA:
* TEMPERATURA INICIAL: 50°C
*TIEMPO INICIAL: 3 min.

*RAMPA: 2.50 °C/min.

* TEMPERATURA FINAL: 220 °C

¢ HP-INNOWAX:

* TEMPERATURA MAXIMA: 270°C
*MODO: Flujo constante

*FLUJO INICIAL: 0.9 ml/min.

« PRESION INICIAL: 6.50 psi
*VVELOCIDAD PROMEDIO: 35 cm/seg.

COLUMNA

* TEMPERATURA: 250°C

DETECTOR «TIPO D EGAS: Helio

Figura 7. Condiciones operacionales para la corrida cromatografica
en la columna polar HP-INNOWAX.

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.
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2.1.5.1.1.3. Corridacromatografiaen lacolumna DB-5MS acoplada al detector

de ionizacién en llama.

«MODO: Split

SISTEMA DE *RADIO DE PARTICION: 50:1
INYECCION

¢ TEMPERATURA INICIAL: 250 °C
*TIPO DE GAS: Helio
*VOLUMEN DE INYECCION: 1y

* PROGRAMACION DE TEMPERATURA:
¢ TEMPERATURA INICIAL: 50°C
*TIEMPO INICIAL: 3 min.

*RAMPA: 2.50 °C/min.

¢ TEMPERATURA FINAL: 210 °C

*DB-5MS:

*TEMPERATURA MAXIMA: 350°C
*MODO: Flujo constante
COLUMNA *FLUJO INICIAL: 0.9 ml/min.

« PRESION INICIAL: 11.10 psi
*VELOCIDAD PROMEDIO: 24 cm/seg.
« PRESION DE SALIDA: Ambiente

* TEMPERATURA: 260°C

m *TIPO D EGAS: Nitrégeno

Figura 8. Condiciones operacionales para la corrida cromatogréfica
en la columna no polar DB-5MS acoplada al detector de ionizacion
en llama CG-FID.

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.
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2.1.5.1.2. Identificacion de los compuestos quimicos.

La identificacibn comprende en determinar simultdneamente cuantos, cuales y en qué
proporcion estan los componentes de un aceite esencial. La determinacion cualitativa de la
composicion quimica del aceite esencial se la realiz6 a través de la comparacion
computarizada de los espectros de masas de cada uno de los compuestos con los de la
libreria de datos y mediante los indices de retencion de Kovats (IK) (Ordaz, D Armas, Yéafiez,
& Moreno, 2011).

La determinacion cuantitativa se realizd con vistas a determinar los contenidos de cada
componente identificado. Para ello, se empled el método de normalizacion interna que es
ampliamente utilizado para este tipo de analisis (h = 2) (Ortiz Bode, 2013). Para una
identificacion mucho mas confiable se integraron los compuestos a través del sistema de
integraciéon (Chemstation Integrator-autointl.e), propio del software del CG-MS, de esta

manera los datos son mucho mas manejables con los picos integrados.

Ya obtenidos los cromatogramas, se determinaron los indices de kovats de los picos
detectados por medio del tiempo de retencion de una serie de n-alcanos, como estandares
de referencia, tanto para la columna DB-5MS como para la HP-INNOWAX.

El indice de Kovats (IK) es un término propuesto por Kovats en 1958, el cual relaciona los
componentes del aceite esencial con una serie de n-parafina multiplicada por 100
(Fenandez, Buitrago, Velasco, Rojas, & Morales, 2008). Por lo tanto, los indices de Kovats
experimentales se calcularon por comparacion de los tiempos de retencion de los
hidrocarburos (C10 a C25) con relacién al tiempo de retencion de los compuestos aplicando

la siguiente formula:

tpw — £
IK=100n + 100 + > &
try — tRn

Dénde:
IK: indice de retencién de Kovats;
n: Nimero de a&tomos de carbono en el n-alcano;

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

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

La identificacion de los compuestos se llevé a cabo en base a los IK determinados en la
columna polar y en la no polar, luego se compararon con los reportados por Adams (Adams,

2007), bases de datos electrénicas (Pherobase o Nist), entre otras.

Cada compuesto presenta un espectro de masas caracteristico el cual proporciona
informacién estructural sobre la molécula analizada. Los espectros de masas de cada
componente son analizados por la base de datos del equipo para compararse con la
coleccion de espectros de la libreria Wiley 7n.1.; que ofrece el sistema. Para el andlisis se
selecciond los que tuvieron un grado de correspondencia mayor al 90%. Cada componente
presenta un numero de CAS, de forma que se facilita y es posible la busqueda e
identificacion en bases de datos disponibles para obtener los IK de los compuestos (Ver
Anexo VI).

2.1.6. Determinacion de la actividad bioldgica.

Mediante esta prueba se determind la susceptibilidad de los microorganismos (Bacterias y
Hongos) frente a la actividad biol6gica del aceite esencial de Tagetes terniflora,
determinando la Concentracién Minima Inhibitoria (C.M.I) del aceite, esta ultima dependié
de la susceptibilidad de los microorganismos de trabajo a las concentraciones evaluadas.
Para esta prueba se emplearon 7 cepas bacterianas y 2 cepas fangicas. Ademas, se
empled una dilucion de 20 mg/mL de aceite esencial mas 980 uL de DMSO. Dilucién
utilizada tanto para bacterias como para hongos. La prueba se realiz6 mediante el método

de microdilucién en caldo del aceite esencial de T. terniflora.

Las cepas bacterianas fueron: 2 Gram Positivas: Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, y 5 Gram Negativas: Pseudomona aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 9997, Proteus vulgaris ATCC 8427, Escherichia coli
ATCC 25922 y Salmonella Typhimurium LT2. Y en la prueba antifingica se emplearon 2
cepas de hongos esporulados: Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185 y Trichophyton
rubrum ATCC 28188.
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2.1.6.1. Actividad Antibacteriana.

2.1.6.1.1. Preparacion del cultivo microbiano “cultivo overnight”.

Para la siembra, se transfirio 30 yL de cada cepa bacteriana, almacenadas a -80 °C en una
reserva criogénica, a caldos de cultivo especificos para el crecimiento de la bacteria en
estudio. Una vez realizada la siembra de cada cepa, se incuban los medios por el lapso de

14 a 16 horas y a una temperatura de 37 °C; por esta razén se denominan overnight.

2.1.6.1.2. Preparacion de la suspensién del indculo bacteriano.

Del cultivo microbiano (overnight) incubado durante la noche, se transfirié 150-300 yL a un
tubo que contenia 7 mL de suero fisiol6gico estéril ajustando el in6culo a una concentracion
equivalente a 0.5 en la escala de MacFarland; para llevar a cabo adecuadamente este paso,
se compar6 visualmente el tubo con el indculo y el estandar de McFarland al 0,5 frente a
una cartulina con fondo blanco y rayas negras de contraste.

De la suspension en solucion salina se tom6 140 pL y se inocul6 en 6.86 mL de Caldo
Mueller Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x106 UFC/mL. De la suspension
resultante se transfirieron 100 uL a la placa de cultivo para completar un volumen final de

200 uL, de forma que en cada pocillo la concentracién final fue de 5x105 UFC/mL.

2.1.6.1.3. Procedimiento.

La prueba se realizé en microplacas que contienen 96 pocillos empleando el procedimiento
de dilucion doble seriada: se transfirié 180 uL de caldo Mueller Hinton a cada pocillo de la
primera fila, seguido se coloc6 100 pL a los pocillos restantes, posteriormente se transfirid
20 uL de la solucion de aceite diluido a cada pocillo de la primera fila excepto los ultimos
pocillos, los cuales se utilizaron como control positivo (180 uL caldo + 20 yL de Gentamicina
de 1 mg/mL para todas las bacterias utilizadas a excepcion de Enterococus faecalis para la
cual se emple6 Ampicilina de 8 mg/mL) y negativo (180 uL caldo + 20 uL DMSO), de manera
gue para cada aceite evaluado se sembré por duplicado con su respectivo control de
esterilidad (180 pL caldo + 20 pL aceite diluido).
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Se mezcl6 el medio con el aceite y se procedio a realizar diluciones seriadas; se pipete6 de
15 a 20 veces la solucién del primer pocillo del cual luego se tomé 100 uL y se diluy6 con
100 uL del pocillo siguiente, se continud este procedimiento hasta obtener 8 diluciones
consecutivas (Figura 10), asi la concentracion final de la solucién de aceite fue de 1000 a
7.81 uL. ElI mismo procedimiento fue aplicado para los controles: positivo, negativo y de

esterilidad.

Finalmente, ya preparada la placa de microdilucién se inoculé con 100 pL de la suspension
del in6culo bacteriano en todos los pocillos excepto en los controles de esterilidad;
completando asi un volumen final de 200 yL, ajustando la poblacién bacteriana a 5x105

UFC/mL. Las placas se sellaron con parafilm y fueron incubadas a 37 °C de 18-24 h.

2.1.6.2. Actividad Antifungica.

2.1.6.2.1. Preparacion de la suspensién de los in6culos fungicos.

De los hongos esporulados utilizados en esta investigacion: Trichophyton mentagrophytes
ATCC 28185y Trichophyton rubrum ATCC 28188, almacenados en una reserva criogénica
a -80 °C, se tomo6 49 uL y 68 pL respectivamente, cada volumen se transfirié a tubos que

contenian 7 mL de caldo de Sabouraud.

2.1.6.2.2. Procedimiento.

Se empled el mismo procedimiento de dilucion seriada utilizado para las bacterias,
diferenciandose en la concentracion final del inéculo, en hongos esporulados es 5x10*
esporas/mL; la concentracion final de aceite va de 1000 a 0.48 pg/mL, las diluciones se
realizan hasta obtener 12 diluciones consecutivas, y al final se colocaron los 100 yL de la

suspension del indculo fungico.

Cada aceite evaluado se siembra por duplicado con su respectivo control de esterilidad (180
ML caldo + 20 pL aceite diluido), existe un control positivo (180 yL caldo + 20 pL de
Itraconazol de 1 mg/mL), un control negativo (180 pL caldo + 20 yL DMSO). Se incuban las

placas a 28 °C y se monitorea el crecimiento hasta las 96 horas.
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3.1. Recoleccion del material vegetal.

La materia vegetal se colecto en el barrio Pichig en las coordenadas 3°42'34.0"S
79°15'59.1"W mediante tres salidas de campo; en la tabla nimero 2 se muestras las

cantidades recolectadas durante cada salida de campo.

Tabla 2. Kg de muestra recolectada por salida de campo.

Muestra (Kilogramos)

Recoleccion 1 4.529 kg
Recoleccion 2 3.600 kg
Recoleccion 3 3.900 kg

Fuente: Investigacién experimental.
Elaboracion: El autor.

Durante cada recoleccion se traté de tomar entre 3.5y 4.5 kg de la muestra en estudio.
3.2. Determinacion de la humedad.
La humedad se calculé con el procedimiento descrito en la metodologia. En la tabla 3 se

muestra los valores obtenidos de humedad.

Tabla 3. Porcentaie de humedad.

RECOLECCIONES HUMEDAD RELATIVA (%) X o
TTO1 72.9

TTO02 73.3 73.15 0.18
TTO3 73.2

TTO1, primera recoleccion.

TTO02, segunda recoleccion.

TTO3, tercera recoleccion.

X: Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones.
o: Desviacion estandar.

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracion: El autor.
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Se puede observar que la humedad relativa entre las muestras no presenta cambios
significativos, obteniéndose un valor medio de 73.15% de humedad. La humedad es muy
importante en aceites esenciales pues el exceso de agua es el responsable de obtener un
aceite de baja calidad. Ademas, la humedad de una planta es la responsable de las
diferencias cuantitativas dentro de los componentes principales del aceite esencial, se
deben en parte a la distribuciéon de un quimiotipo especifico dentro de una misma regién
geogréfica, en donde pueden existir diferencias climaticas como la temperatura, el grado
de luminosidad, la humedad relativa y, otros factores como el tipo de suelo y sus

caracteristicas como estructura y composicion (Dellacassa, 2010).

3.3. Determinacion del rendimiento.

Los datos obtenidos para rendimiento de Tagetes terniflora se muestran a continuacion en

la tabla nimero 4.

Tabla 4. Porcentaie de rendimiento.

MUESTRA  ACEITE ESENCIAL RENDIMIENTO

RECOLECCIONES X c
(9) (ml) (%)
TTO1 4529 4.1 0.091
TT02 3600 3 0.083 0.072 0.02
TTO3 3900 1.7 0.044

TTO1, primera recoleccion.

TTO02, segunda recoleccion.

TTO3, tercera recoleccion.

X: Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones.
o: Desviacién estandar.

Fuente: Investigacion experimental.
Flaboracién: El autor.

El rendimiento de los aceites esenciales se calcula haciendo una relacién volumen/peso;
de la especie en estudio, se obtuvo una media de 0.072%. Debemos indicar que el
rendimiento de T. terniflora vario de acuerdo con cada una de las recolecciones;
observandose que el rendimiento de la primera destilacion (0.091%) es mayor respecto a

la tercera donde se obtuvo un rendimiento de 0.044%. Esta diferencia puede deberse a
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varios factores: el contenido de humedad; el habitat de la planta, la época de recoleccion,
entre otros (S. P. G. Rivera, Cardozo, & Garcia, 2004).

Segun la categorizacion propuesta por el organismo de Ciencia y Tecnologia para el
desarrollo (CYTED Argentina), los valores de rendimiento menores a 5 mL/Kg los considera
bajos, valores entre 5 mL/Kg y 10 mL/Kg intermedios, y valores superiores a 10 mL/Kg altos
(Molares, Gonzélez, Ladio, & Castro, 2009). El aceite esencial de la muestra T. terniflora
presenta un rendimiento bajo, por cuanto en la relacion volumen-peso nos encontramos

con un valor de 0.72 mL/kg.

El contenido y cantidad de aceite de esencial de Tagetes depende del lugar y sitio de
crecimiento de la planta, de la etapa de floracién, de la parte de la cual se extrae el aceite,
la composicion del suelo y la fertilizacion mineral, entre otros, por lo que es comdn encontrar
diferencias en el contenido del aceite entre los vegetales de la misma especie(Yumi Mullo,
2011).

3.4. Determinacion de las propiedades fisicas del aceite esencial.

3.4.1. Densidad del aceite esencial.

En la tabla nimero 5 se encuentra detallado el valor promedio de densidad obtenido para

las diferentes recolecciones realizadas de la muestra T. terniflora.

Tabla 5. Densidad relativa del aceite esencial T. terniflora.

ECOLECCIONES  DENSIDAD (g/cm?) X o
TTO1 0.9420
TT02 0.9339 0.9398 0.0051
TTO3 0.9435

TTO1, primera recoleccion.

TTO02, segunda recoleccion.

TTO3, tercera recoleccion.

X: Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones.

o: Desviacion estandar.

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracion: El autor.
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Como podemos observar, la densidad obtenida para la muestra en estudio fue de 0.9398
g/cm?3. Densidad que es menor a la del agua, por lo tanto, esta diferencia de densidades es
lo que permitié la separacién del aceite esencial del agua luego de la hidrodestilacion.
Ademds, debemos mencionar que este valor de densidad se encuentra dentro los
parametros establecidos en la literatura para aceites esenciales, que corresponden a
valores entre 0.84 y 1.18 g/cm?®, dependiendo de la especie y lugar de origen. Este resultado

nos indica la calidad y pureza que muestra el aceite esencial.

3.4.2. indice de refraccion del aceite esencial.

En la tabla nUmero 6 se muestran los resultados obtenidos del indice de refraccion para el
aceite esencial de T. terniflora de cada una de las recolecciones ensayadas.

Tabla 6. indice de refraccién del aceite esencial T. terniflora.

RECOLECCIONES INDICE DE REFRACCION X c
TTO1 1.5102

TT02 1.5142 1.5142 0.0041
TTO3 1.5183

TTO1, primera recoleccion.

TTO02, segunda recoleccion.

TTO3, tercera recoleccion.

X: Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones.

o: Desviacién estandar.

Fuente: Investigacién experimental
Elaboracion: El autor

En su gran mayoria las esencias vegetales muestran indices de refraccion entre 1.40y 1.61
a 20 °C y como se observa, el valor encontrado para de indice de refraccion del aceite de
la especie T. terniflora es de 1.5142, por lo tanto, se encuentra entre los reportados en la

literatura para aceites esenciales (Murillo, Suarez, & Salamanca, 2014).

Esta propiedad nos indica la pureza y calidad del aceite en estudio, ademas, este parametro

es caracteristico de cada aceite y solo cambia si se diluye 0 se mezcla con otras sustancias.
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3.4.3. Actividad 6ptica especifica del aceite esencial.
En la tabla 7 se detallan los valores de actividad éptica encontrados en el aceite esencial

de la muestra T. terniflora, y que, a su vez corresponden a cada una de las recolecciones

realizadas.

Tabla 7. Actividad oOptica del aceite esencial T. terniflora.

RECOLECCIONES ACTIVIDAD OPTICA X o
TTO01 1.4733°

TTO02 -1.2244° -0.3415° 1.5719
TTO3 -1.2733°

TTO1, primera recoleccion.

TTO02, segunda recoleccion.

TTO3, tercera recoleccion.

X: Media aritmética correspondiente a las diferentes recolecciones.

o: Desviacion estandar.

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracion: El autor.

La actividad éptica mostrada por el aceite esencial de T. terniflora es baja, corresponde al
valor de -0.3415° y es de tipo de tipo levégiro, es decir que rota en sentido contrario a las
manecillas del reloj. A través de esta técnica podemos comprobar la pureza y determinar la

concentracion de sustancias 6pticamente activa.
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3.5. Compuestos quimicos del aceite esencial de T. terniflora.
3.5.1. Analisis cualitativo y cuantitativo.
En la figura se pueden apreciar los cromatogramas obtenidos a través de la técnica de

cromatografia de gases del aceite esencial de T. terniflora, tanto en DB-5MS (Columna no

polar) como en HP-INNOWAX (Columna polar).
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Figura 9. Cromatograma del aceite esencial de T. terniflora en la columna no polar DB-5MS.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.
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Figura 10. Cromatograma del aceite esencial de T. terniflora en la columna polar HP-INNOWAX.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

En la tabla 8 y 9 se detallan los compuestos mayoritarios encontrados en el AE de T.

terniflora para

cromatografo de gases. Asi mismo, se explican los compuestos con mayores areas, se

indican los indices de kovats, el porcentaje promedio y la desviacién estandar para cada

compuesto.

las columnas DB5-MS y HP-INNOWAX

corresponderia a la caracterizacion de

respectivamente.

Esto

los compuestos quimicos obtenidos del
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Tabla 8. Composicién quimica del aceite esencial de T. terniflora en la columna no polar DB-5MS.

DB-5MS
N° COMPUESTOS % DE CANTIDAD RELATIVA®? —
|KCaI |KREF X o
TTO1 TTO2 TTO3
1 |a-phellandrene 1002 1003¢ 0.97 2.57 1.35 1.63 0.83
2 |O-Cymene 1021 10244 2.02 0.21 0.35 0.86 1.01
3 |[B-Ocimene 1034 1037¢ 5.20 5.58 4.61 5.13 0.49
4 | Dihydrotagetone 1050 1055 15.44 13.31 6.81 11.85 4.50
5 |6,7 Epoxymyrcene 1090 1092P 2.85 3.94 1.33 2.71 1.31
6 |E-Tagetone 1145 11469 8.61 6.92 4.52 6.68 2.05
7 |Z-tagetone 1152 1146° 2.75 1.97 6.62 3.78 2.49
8 |Z-Ocimenone 1232 1229b 47.31 46.18 55.91 49.80 5.32
9 |E-Ocimenone 1239 1239n 6.55 13.85 12.95 11.11 3.98
*TOTAL IDENTIFICADO 93.56

a= Promedio calculado en base al % de area de los picos reportados en la columna DB-5MS.

*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna DB-5MS.

TTO1=Aceite de la primera recoleccion.

TTO02=Aceite de la segunda recoleccion.

TTO03=Aceite de la tercera recoleccion.

X= Promedio.

o= Desviacién estandar.

IK®= [ndice de kovats calculado.

IKRe'= [ndice de kovats reportado en la literatura, anexo VI: °ref.1; °ref.2; dref.3; °ref.4; fref.5 9ref.6; "ref.7.

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracion: El autor.
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Tabla 9. Composicién quimica del aceite esencial de T. terniflora en la columna polar HP-INNOWAX.

HP-INNOWAX
N° COMPUESTOS jicCal REF % DE CANTIDAD RELATIVA? = o
TTO1 TTO2 TTO3

1 |Sabinene (B-Thujene) 1117 1115 0.25 0.34 0.52 0.37 0.14
2 |a-phellandrene 1159 1165% | - 4.28 1.25 1.85 2.20
3 |B-Myrcene 1162 1165 0.31 0.74 1.07 0.71 0.38
4 |Limonene 1195 12024 0.52 0.16 0.35 0.34 0.18
5 | Eucalyptol 1203 1210 070 | -

6 |B-Ocimene 1252 1251k | - 7.45 7.81 5.09 4.41
7 |O-Cymene 1268 1268 5.09 0.59 2.00 2.56 2.30
8 | Dyhidrotagetone 1310 1319m 54.99 17.14 13.32 28.48 | 23.04
9 | Octanoic acid, methyl ester 1391 1386" 038 | -

10 |6,7-Epoxymyrcene 1411 1415° | ------ 2.97 1.83 1.60 1.50
11 |E-Tagetone 1495 1501p 5.40 4.86 448 4.91 0.46
12 |Z-Tagetone 1514 15179 | ------ 3.69 10.28 4.66 5.20
13 |Caryophyllene 1585 1585" | - 1.75 3.16 1.64 1.58
14 |Z-Ocimenone 1692 1690s 14.73 28.45 32.22 25.13 9.21
15 | E-Ocimenone 1711 17108 |  ------ 20.39 12.19 10.86 10.26
16 |Germacrene D 1722 1726V | ---—--- 1.34 0.95 0.76 0.69
17 |d-Cadinene 1750 17517 | - 0.63 1.56 0.73 0.79
18 |Carvone 1759 1722 036 | -

*TOTAL IDENTIFICADO 89.68

a= Promedio calculado en base al % de area de los picos reportados en la columna HP-INNOWAX.
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en la columna HP-INNOWAX.
TTO1=Aceite de la primera recoleccion.

TTO02=Aceite de la segunda recoleccion.

TTO3=Aceite de la tercera recoleccion.

X= Promedio.

0= Desviacion estandar.

IK®= indice de kovats calculado.

'ref.19; Yref.20; Vref.21; “ref.22.

IKRe'= [ndice de kovats reportado en la literatura, anexo VI: ref.8; iref.9; kref.10; 'ref.11; ™ref.12; "ref.13; °ref.14; Pref.15; Urefl6; ref.17; Sref18;

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracioén: El autor.
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En la figura 12 se aprecian los porcentajes de cada uno de los compuestos mayoritarios
identificados en el aceite esencial de T. terniflora de la columna DB-5MS, asi tenemos: Z-
Ocimenone (49.80%), Dihydrotagetone (11.85%), E-Ocimenone (11.12%), E-Tagetone
(6.68%) y B-Ocimene (5.13%).
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Figura 11. Compuestos mayoritarios en la columna no polar DB-5MS.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

En la figura 13 se reportan los porcentajes de los compuestos mayoritarios obtenidos de la
identificacion de la corrida cromatografica HP-INNOWAX, correspondiente a la columna
polar. Los compuestos mayoritarios fueron: Dihydrotagetone (28.48%), Z-Ocimenone
(25.13%), E-Ocimenone (10.86%) y B-Ocimene (5.09%).
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Figura 12. Compuestos mayoritarios en la columna polar HP-INNOWAX.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

En la tabla 10, se presenta la relacion de porcentajes obtenida por medio de los picos
encontrados a través del detector de ionizacion de llama (FID) y de los picos encontrados

e identificados a través de la espectrofotometria de masas (MS).
Asi mismo, se puede observar los porcentajes de cantidad relativa para cada recoleccion,

el promedio y la desviacion estandar. Mediante el andlisis se confirmo la presencia de los

compuestos identificados en el aceite esencial de T. terniflora.
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Tabla 10. Composicién de la cantidad relativa (%) de los compuestos quimicos del aceite esencial de T. terniflora en la
columna DB-5MS y HP-INNOWAX.

DB-5MS
% DE CANTIDAD RELATIVA —
N COMPUESTOS TTO1l TTO2 TTO3 X °
MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID
1 |a-phellandrene 0.97 0.83 2.57 2.30 1.35 0.67 1.63 1.27 0.83 | 0.90
2 | O-Cymene 2.02 1.52 0.21 0.35 0.35 0.82 0.86 0.90 1.01 | 0.59
3 |B-Ocimene 5.20 1.19 5.58 4.61 4.61 4.60 5.13 3.47 0.49 | 1.97
4 | Dihydrotagetone 15.44 24.72 13.31 6.81 6.81 7.78 11.85 13.10 450 | 10.07
5 |6,7 Epoxymyrcene 2.85 6.23 3.94 3.20 1.33 3.61 2.71 4.35 131 | 1.65
6 |E-Tagetone 8.61 9.41 6.92 5.76 4.52 5.06 6.68 6.74 205 | 2.34
7 |Z-tagetone 2.75 3.40 1.97 2.92 6.62 7.29 3.78 4.53 249 | 2.40
8 |Z-Ocimenone 47.31 37.09 46.18 42.75 55.91 4591 49.80 41.92 5.32 | 4.47
9 |E-Ocimenone 6.55 2.50 13.85 14.16 12.95 9.84 11.11 8.84 3.98 | 5.89
TOTAL IDENTIFICADO 93.56 85.11

TTO1=Aceite de la primera recoleccion.

TT02=Aceite de la segunda recoleccién.

TTO3=Aceite de la tercera recoleccion.

X==Promedio.

o=Desviacion estandar.

MS=Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de masas.
FID=Cromatografia de Gases acoplada al Detector de lonizacién de llama.

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracion: El autor.

La caracterizacion quimica del aceite esencial de T. terniflora permitié encontrar 21
compuestos quimicos en la columna DB-5MS (no polar), de los cuales se identificaron 9,
gue corresponden a un porcentaje del 93.56%; y en la columna HP-INNOWAX (polar), se

identificaron 18 compuestos con un porcentaje de identificacién del 89.68%.

Uno de los compuestos que presentd un mayor porcentaje en la composicion quimica del

aceite esencial de T. terniflora fue el Z-Ocimenone con un 49.80%.
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La caracterizacion de aceite esenciales de las mismas especies, en los cuales las
proporciones y compuestos son diferentes entre si, se ha documentado, y se atribuye a los
factores externos y genética de las plantas, ademas del método de obtencion del aceite que

también influye en el producto final.

En un estudio realizado por la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, se indica que
la composiciébn quimica del aceite esencial de T. terniflora que se ha reportado para
muestras tomadas de la provincia de Riobamba; en su mayoria son monoterpenos aciclicos
triplemente insaturados como Cis-Osimene, Cis y Trans-Ocimenona y Dihidrotagetona
(Yumi Mullo, 2011).

La E-Tagetona es un componente que esté presente en todas las especies de Tagetes, su
porcentaje es bastante elevado, aunque en T. terniflora su presencia esta en un porcentaje
menor. El metabolito tagetona pertenece a la serie de los monoterpenos no ciclicos y
cuando esta junto a otros compuestos como la Dyhidrotagetona y la Ocimenona,
compuestos también registrados para Tagetes son los componentes que le confieren el olor
primario a la mayoria de las especies aromaticas de este género cuando se frotan o rompen
sus hojas, tallos o cabezuelas (Diaz-Cedillo, Serrato-Cruz, Arce-Montoya, & Ledn-de la Luz,
2012).

Los Ocimenos a menudo se encuentran naturalmente como mezclas de las diversas formas
que presentan, como cis 0 trans ocimeno, 0 como B-ocimeno o a-ocimeno. La mezcla, asi
como los compuestos puros son de un olor agradable. Por esta razén, por su fragancia
dulce y herbal son utilizados en perfumeria, y se cree que actian como defensa para las

plantas gracias en parte a su actividad antifiingica (Fahlbusch et al., 2000).

3.6. Analisis de actividad biolégica de T. terniflora.

3.6.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI).

En la tabla nimero 11 se muestran los resultados obtenidos para el CMI de T. terniflora.

Los resultados han sido evaluados para cada uno de los aceites obtenidos en el proceso

de destilacion.
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Tabla 11. Resultados para el CMI de T. terniflora.

MUESTRAS ACEITES

MICROORGANISMO TTO1l TTO2 TTO3
CMI 2000 pg/ml
Bacterias Gram-negativas
Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) > 2000 > 2000 > 2000
Klebsiella pneumoniae (ATCC 9997) > 2000 > 2000 > 2000
Proteus vulgaris (ATCC 8427) > 2000 > 2000 > 2000
Escherichia coli (ATCC 25922) > 2000 > 2000 > 2000
Salmonella typhimurium (LT2) > 2000 > 2000 > 2000
Bacterias Gram-positivas
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) > 2000 > 2000 > 2000
Staphylococcus aureus (ATCC25923) > 2000 > 2000 > 2000
Actividad Antifungica
Trichophyton rubrum (ATCC 28188) 2000 2000 2000
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185) 2000 2000 2000

TTO1, primera recoleccion.
TTO02, segunda recoleccion.
TTO3, tercera recoleccion.

Fuente: Investigacion experimental.
Elaboracion: El autor.

Para evaluar la actividad biolégica se emplearon los métodos descritos en la metodologia,
los cuales nos permitieron determinar el grado de susceptibilidad del microorganismo frente
al aceite esencial en estudio. En la tabla se pueden apreciar los resultados obtenidos de
CIM de cada una de las destilaciones frente a cepas bacterianas gram-negativas (5) y gram-
positivas (2). Asi mismo, de los datos presentados, se puede indicar, que el aceite esencial
de T. terniflora no muestra actividad biologica en las bacterias gram-negativas y gram
positivas a la concentracion de trabajo que fue de 2000 pg/ml. Sin embargo, Esto no quiere
decir que el aceite en estudio no tenga actividad biol6gica, sino que, a mayores
concentraciones el aceite puede presentar actividad antimicrobiana. Pasa lo contrario en el

andlisis antifangico el aceite muestra ligera actividad frente a los hongos destinados para la

presente investigacion.
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No existen estudios especificos sobre actividad microbiana del aceite esencial de T.
terniflora, sin embargo algunos aceites esenciales de especies de Tagetes han demostrado
poseer actividades farmacoldgicas y antifingicas; en algunas comunidades se las utiliza
con fines medicinales para tratar problemas digestivos, infecciones del tracto urinario o
como diurético y antiespasmadico (Visintini Jaime et al., 2013). Esto puede deberse a que
en su composicidn quimica esta presente el compuesto E. Tagetona, compuesto que ejerce

un efecto biol6gico contra plagas y enfermedades (Diaz-Cedillo et al., 2012).

Se sabe que su nombre comun en Ecuador es “Chilchi” y en otros paises se la conoce como
“Quichia”; en nuestro pais es utilizada con fines medicinales, para tratar dolores intestinales,
malestares estomacales y migrafias. Por otra parte, el aceite esencial ha demostrado
bioactividad frente a algunos insectos (Almirén et al., 2013).
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CONCLUSIONES

Para el estudio de la especie T. terniflora se recolecto 12.029 Kg de muestra vegetal
durante tres salidas de campo, con un promedio de entre 3.5y 4.5 Kg durante cada

recoleccion.

La humedad medida para esta especie fue de 73.15%, y su rendimiento de 0.72%,
con una relaciéon volumen-peso de 0.72 mL/Kg.

Los valores encontrados de las propiedades fisicas del aceite esencial de T.
terniflora fueron: Densidad relativa de 0.9398 g/cm?; el valor medio del indice de
refraccion fue de 1.5142 y la actividad Optica de -0.3415°.

En la caracterizacion quimica realizada a través del cromatégrafo de gases, se
encontraron 21 compuestos. Para la columna DB-5MS se identificaron 9
compuestos como los mayoritarios, que corresponden a un 93.56% de la
identificacion. Para la columna HP-INNOWAX obtuvo una identificacion del 89.68%.

Los compuestos con mayor representatividad por arriba de un 5% dentro del
conjunto de compuestos fueron: Z Ocimenone (49.80%), Dihydrotagetone (11.85%),
E-Ocimenone (11.12%), E-Tagetone (6.68%) y B-Ocimene (5.13%).

El compuesto predominante fue Z Ocimenone con un porcentaje de 49.80%.

En el andlisis de CMI para el aceite de T. terniflora no mostro actividad biologica
frente a las bacterias Gram-positivas y nhegativas (Pseudomona aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus) a una concentracion de evaluacion
maxima de 2000 yg/mL. Caso contrario lo evidenciado en el control realizado en
hongos (Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes), donde el aceite
esencial presenta una leve actividad biol6gica frente a las especies fangicas

utilizados en el estudio.
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RECOMENDACIONES

Se debe realizar un estudio de la especie T. terniflora durante las diferentes etapas
de floracion, a fin de obtener mas informacion sobre sus metabolitos secundarios y

la variacion de estos.

Realizar un andlisis de los componentes quimicos de la especie T. terniflora y de
esta manera poder identificar sus posibles usos a escala medicinal o industrial.

Se deberia integrar mas agentes patégenos de interés en salud publica dentro del

andlisis de actividad bioldgica.

Se deberia realizar analisis de actividad microbioldgica a diferentes concentraciones
del aceite, de esta manera se podria establecer si el aceite muestra o no actividad

frente a ciertos microorganismos y sus posibles usos ante los mismos.
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ANEXO |
DETERMINACION DE LA HUMEDAD RELATIVA

PRINCIPIO:

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

estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
= Lampara
=  Pinza
= Balanza
= Crisol

= Desecador
PROCEDIMIENTO:

= Pesar en una capsula o luna de reloj de 0.5 a 1 g de la muestra; seguidamente
colocarla durante 45 minutos en la lampara ULTRAX a 37°C.

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

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

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

CALCULO:

Hm =172, 100 (3)

{mg —m]
Donde:
Hm: % de humedad
m: peso de la capsula vacia (g)
m1: peso de la capsula + muestra a analizar (g)

m2: peso de la cdpsula + muestra seca (g).
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ANEXO I

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

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

de material vegetal mediante la siguiente formula (4).

__ Volumen (mlL)

1]
AR Fazo(gr)

+ 100 (4]

Donde:
R: % de rendimiento.
V: volumen del aceite extraido (mL)

P: peso de la materia vegetal empleada en la destilacion (Kg).
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ANEXO I
DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75 =111 JUNIO 1982

PROPUESTA:

El presente método esta basado en la horma ISO 279-1981 publicada por la Organizacion

Internacional de Normalizacion.

OBJETIVO DE APLICACION:

La presente norma especifica el método referido a la determinacién de la densidad relativa
a 20 °C de los aceites esenciales.

REFERENCIAS:

= NF T 75— 003 Aceites esenciales — reglas generales para la preparacion.

= 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 a 20 °C sobre la masa de un volumen igual de agua
destilada a 20 °C.

NOTA:

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

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

cierto volumen del aceite esencial a 20 °C.
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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 picnémetro: limpiar rigurosamente y luego enjuagar el
picnémetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de aire
seco. Si es necesario limpiar el picndmetro con un trapo seco o con papel filtro.
Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, pesar el picnébmetro,
con el tapon en su sitio con un mg de precision.

= Peso del agua destilada: llenar el picnébmetro con agua recién destilada, que esté
a unatemperatura de 20 °C. Coloque el picnémetro en el bafio termostatico. Durante
30 minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapon del picnémetro
en su sitio, secar el exterior del picndmetro con un trapo seco o papel filtro. Cuando
se equilibre la temperatura con el cuarto de balanza, pesar el picnémetro lleno con
el tapdn en su sitio con 1 mg. De precision lleno igual que en el caso anterior.

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

en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

. . 20 Z
La densidad relativa dﬁ se la expresa con la formula (5)

dZU_mE_mU (5]
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Donde:
d%: densidad relativa a 20 °C, referido al agua a 20 °C.

Mo: Mmasa en gramos del picnémetro vacio.
M3i: masa en gramo del picnémetro con agua.

Ma: masa en gramos del picnédmetro con aceite esencial.

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

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75 - 112 /1988

PRINCIPIO:

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

temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589.3+£0.3) nm, correspondiente a la radiacion D1y D2

del espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20 °C, salvo para los aceites esenciales que no son
liguidos a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25y 30 °C
segun el punto de fusion del aceite considerado.

APARATOS:

Refractdmetro: utilice un refractobmetro clasico que permita la lectura de los indices de

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

Ajuste el aparato de manera que, a una temperatura de 20 °C, se tenga los siguientes

indices de refracciéon segun:
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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 patron deben ser puros, de calidad para la refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabrica del equipo.

MODO DE OPERACION:

Determinacion:

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

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

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

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

Célculos: el indice de refraccion a la temperatura de referencia esta dado por la formula (6)
np .n'n+0.0004 (t'-1)  (5)

Donde:

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

F = factor de correccion (0.0004).

t’ = temperatura a la que se efectud la lectura.
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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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ANEXO V
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD OPTICA

PRINCIPIO:

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

transcurre en una solucion de aceite.

DEFINICIONES:

Rotacion éptica de un aceite esencial: o’'D

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

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

Rotacidon de un aceite esencial en solucién (rotaciéon especifica a).
La rotacion o6ptica de una solucién de aceite esencial dividida para la masa de aceite

esencial por unidad de volumen.

REACTIVOS:

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

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

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

con agua.

El polarimetro constard de un plato de cuarzo de rotacion Optica conocida, si esto es
inaccesible, con una solucion acuosa con un contenido de 26 g de sacarosa anhidra en 200
mm de pasta a una temperatura de 20 °C. El instrumento debera ser utilizado en la
obscuridad.

La fuente de luz: Comprende un dispositivo a una longitud de onda de 589.3 nm+0.5 nm
con una lampara de vapor de sodio.

Tubos polarimétricos: Usualmente de 100 nm+0.5 nm de longitud. Para muestras
ligeramente coloreadas o de baja rotacion 6ptica se deben usar tubos de mas o menos 200
nmz=0.5 nm, tubos de 50 nm+0.5 nm o0 10 nm+0.5 nm 0 menos si es necesario para muestras
fuertemente coloreadas. En la determinacién se debe trabajar a 20 °C o anotar la
temperatura especifica, utilice un tubo de ensayo de pared gruesa, equipado con un
termémetro, asegurar la circulaciéon del agua a la temperatura requerida. Para la
determinacioén de la temperatura ambiente ver el tipo de tubo de ensayo que se debe utilizar,
si bien es aconsejable utilizar los descritos en la parte anterior.

Termdmetro: Graduado en 0.2 °C o0 0.1 °C permitiendo la determinacién de temperaturas
entre 20 °C vy 30 °C.

PROCEDIMIENTO:

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

del aceite que en la escala muestra el instrumento.

RESULTADOS:
Célculos y férmulas
La rotacion optica expresada en miliradianes o en grados del angulo esta dada por la

ecuacion 7.
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o' D= A* 100 7

A = es el valor del angulo de rotacion en mrad o grados del angulo.

| = es la longitud del tubo usado en nm.

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

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

Rotacion éptica de un aceite en solucion, “Rotacion especifica”.
La rotacion especifica expresada en miliradianes o grados del angulo esta dada por la

ecuacion 8.

[m]= oD (8
Donde:
A’D = es la rotacién éptica del aceite en solucion.

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

Con el valor de la actividad 6ptica leida en el equipo se aplica la férmula 9 que se muestra

a continuacién para obtener la actividad Optica calculada.

==(z)-es ©

Donde:
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a = Actividad éptica calculada.
al = Actividad optica leida.

| = Dimension del tubo (dm)=1.

as = Actividad optica del sovente=0.00 o Z.

¢ = Concentracion muestra (gr/ml).
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ANEXO VI
INDICE DE KOVATS

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

la siguiente férmula (1):

IK = 100n+ 100 » 222 (1

ri—Lrn

Donde:

IK: indice de retencion de Kovats.
n: numero de atomos de carbono en n-alcano.

trx: tiempo de retencion del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos.
trn: tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado.

trRN: tiempo de retencidn de n-alcano que eluye después del compuesto analizado.

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

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