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RESUMEN

El aceite esencial de Zingiber officinale se obtuvo mediante hidrodestilacién, la composicion
quimica del aceite esencial se determind por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y al detector de ionizacién de llama. La actividad biol6gica fue
evaluada por el método de microdilucién en caldo y la actividad antioxidante mediante dos
métodos espectrofotométricos ABTS+ y DPPH. Asi mismo se determind las propiedades
fisicas del aceite esencial. Se identificaron 41 compuestos que representan un 98,65% del
aceite esencial de Zingiber officinale, los componentes mas representativos fueron:
Zingiberene (23,32%), Geraniol (10,26%), B- Sesquiphellandrene (8,03%), Camphene
(7,41%), Neral (6,62%), Curcumene (6,21%), E, E a-Farnesene (5,66). La densidad del aceite
esencial de Z. officinale fue de 0,8846 g/cm3, el indice de refraccién fue de 1,4847 y la
actividad optica fue de -12,109. El aceite esencial no revel6 actividad antibacteriana, pero si
actividad antifingica con un CMI de 1250 ug/mL frente a Candida albicans (ATCC 26555). El
aceite esencial present6é también una fuerte actividad antioxidante frente al método ABTS+

alcanzando un IC50 de 1,47 mg/mL, e igualmente para DPPH con IC50 de 11,425 mg/mL.

PALABRAS CLAVES: Zingiber officinale, aceite esencial, CG-EM, DPPH, ABTS"*, CMI.



ABSTRACT

The essential oil Zingiber officinale was obtained by hydro distillation, the chemical
composition of the oil was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry
and the flame ionization detector. The biological activity was evaluated by the broth
microdilution method and the antioxidant activity by two spectrophotometric methods ABTS+
and DPPH. Likewise, the physical properties of the essential oil were determined. We identified
41 compounds representing 98.65% of the essential oil, the most representative components
were: Zingiberene (23.32%), Geraniol (10.26%), B- Sesquiphellandrene (8.03%), Camphene
(7.41%), Neral (6.62) %), Curcumene (6.21%), E, E a-Farnesene (5.66). The density of the
essential oil Zingiber officinale was 0.8846 g / cm3, the refractive index was 1.4847 and the
optical activity was -12.109. The essential oil did not reveal antibacterial activity, but did show
antifungal activity with a MIC of 1250 ug/mL against Candida albicans (ATCC 26555). The
essential oil presented a strong antioxidant activity against the ABTS+ method reaching an
IC50 of 1.47 mg/mL, and also for DPPH with IC50 of 11,425 mg/ml.

KEY WORDS: Zingiber officinale, essential oil, CG - EM, DPPH, ABTS +, CMI



INTRODUCCION

El presente proyecto se desarrollo en la Seccion de Ingenieria de Procesos de la Universidad
Técnica Particular de Loja; el mismo que constituye en la investigacion de las propiedades
fisicas, composicion quimica, evaluacion de la actividad biol6gica y antioxidante del aceite
esencial de la especie Zingiber officinale obtenido mediante hidrodestilacion. El estudio se
desarrollé en tres capitulos; divididos respectivamente en diferentes secciones; el primer
capitulo comprende el marco tedrico que engloba informacion de la especie de interés, asi
como las diferentes técnicas aplicadas para llegar a los resultados, el segundo capitulo
contiene el procedimiento y material empleado en el desarrollo de la investigacién, y en el
ultimo capitulo visualizaremos los resultados obtenidos y el andlisis de los mismos logrando
asi de esta forma llegar a los objetivos planteados al inicio del proyecto. Con este estudio
lograremos proporcionar informacion Gtil acerca de Zingiber officinale, la cual puede ser
aplicada para diferentes industrias, como en el campo farmacéutico por sus componentes y
propiedades quimicas, asi como la industria de alimentos elaborando especias de dicho aceite

esencial.

El objetivo general del proyecto es determinar las propiedades fisicoquimicas, asi también
como la evaluacién de la actividad biolégica y la actividad antioxidante de la especie en
estudio. Tratamos como objetivos especificos la identificacién quimica del aceite esencial
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-EM) y al detector
de ionizacion de llama (GC-FID. También la identificacion de las propiedades fisicas como:
densidad relativa, el indice de refraccion y actividad 6ptica, determinar la concentracién
minima inhibitoria con la finalidad de establecer la actividad bioldgica frente a bacterias a una
baja concentracién; y asi mismo analizar la actividad antioxidante para la elaboracion de

productos medicinales.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO



1.1. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son mezclas que se caracterizan por su composicion quimica variada
y su aroma, generalmente obtenidos de plantas aromaticas a través de métodos de destilacién
(Ortufio M. , 2006).

Se definen, segin AFNOR (1998), como:

“Productos obtenidos a partir de una materia prima vegetal, bien por arrastre con vapor, bien
por procedimientos mecdanicos a partir del epicarpio de los Citrus, o bien por destilacién seca.
El aceite esencial se separa posteriormente de la fase acuosa por procedimientos fisicos en
los dos primeros modos de obtencion; puede sufrir tratamientos fisicos que no originen

cambios significativos en su composicion”

Los aceites esenciales son generalmente liquidos, compuestos por terpenos con actividad y
composicion variada, se obtienen como producto final del metabolismo secundario de plantas

arométicas (Alzamora et al, 2001).

La extraccion de los aceites esenciales se puede dar de diferentes plantas asi también como
de diferentes partes de ellas; especialmente de las hojas, o también del tallo y de sus semillas;
estos pueden ser utilizados para varios campos como el culinario con la elaboracién de
especias, cosmetologia en la produccion de perfumes y en el ambito farmacéutico (Ryman,
1995).

1.1.1. Clasificacién de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales se clasifican de acuerdo a su consistencia, origen y naturaleza quimica.
Con respecto a su consistencia pueden ser esencias fluidas que son liquidos volatiles a
temperatura ambiente, balsamos de consistencia mas espesa y poco volatiles y oleorresinas
muy liquidas y viscosas. De acuerdo a su origen se clasifican en: naturales obtenidos
directamente de la planta, artificiales que se obtienen a través de procesos de enriquecimiento
y sintéticos producidos por sintesis quimica. Desde el punto de vista quimico se clasifican de
acuerdo a sus componentes mayoritarios: monoterpenoides, sesquiterpenoides,

fenilpropanoides (Martinez, 2001).



1.1.2. Caracteristicas quimicas de los aceites esenciales.

Los componentes de los aceites esenciales se pueden clasificar en compuestos no
terpenoides que son sustancias alifaticas de cadena corta, sustancias aromaticas, sustancias
nitrogenadas y en compuestos terpenoides que son los mas importantes en cuanto a

propiedades y comercialmente (Bruneton, 2001).

Segun Pengelly, 1996.Los grupos funcionales que pueden poseer son:

= Alcoholes (mentol, bisabol)

= Fenol (timol, carvacol)

= Aldehidos (geraniol)

= Cetonas (alcanfor)

= Esteres (acetato de linlilo, salcilato de metilo)
= FEteres (cienol)

= Perdxidos (ascaridol)

= Hidrocarburos (limoneno, ay 8 pineno)

1.1.3. Caracteristicas fisicas de los aceites esenciales.

De acuerdo a Ginkel, 2003. Los aceites esenciales son:

= Volétiles y liquidos a temperatura ambiente

= Recién destilados son incoloros

= Densidad inferior a la del agua

= [ndice de refraccion elevado

= Liposolubles

= Solubles en alcoholes y diluyentes organicos

= Poco solubles en agua

1.1.4. Propiedades terapéuticas.

Los aceites esenciales poseen diversas acciones desde el punto de vista farmacoldgico
debido a la heterogeneidad de moléculas que lo conforman; motivo por el cual al observar sus
efectos también son muy utilizados en la cosmetologia, y en la aromaterapia ; por otro lado

desde el punto de vista toxicoldgico los aceites esenciales pueden llegar a ser sustancias



potencialmente téxicas si se aplica en dosis altas, es por eso que el uso o consumo debe ser
controlado ya que pueden poseer compuestos que son capaces de atravesar la barrera
hematoencefélica afectando directamente al sistema nervioso central (Whichello, 2005).

Entre las acciones farmacolégicas mas relevantes mencionamos:

= Poder antiséptico: Presentan poder antiséptico frente a un gran nimero de bacterias
perjudiciales a la salud de las personas, incluso a cepas antibiorresistentes, puede
también presentar accidn antifungica frente a hongos patégenos responsables de un
gran namero de micosis

= Accidon espasmolitica y sedante: disminuyen o suprimen los espasmos
gastrointestinales, debido a que potencian la secrecion gastrica.

= Otras: accion antirreumética, antiinflamatoria y antiflogistica (L6pez M. , 2001).

1.1.5. Vias de administracion de los aceites esenciales.

Segun Castillo & Martinez., 2016, los aceites esenciales se pueden administrar:

= Por inhalacion: efecto relajante para la ansiedad y el estrés, para gripes, resfriados,
sanear el ambiente y ahuyentar insectos

= Porvia oral: para tratar infecciones intestinales, urinarias, vaginales, respiratorias, etc.

= Por via cutanea: en masajes relajantes, lesiones musculares problemas de circulacién

drenaje linfatico y tratamientos de belleza corporal.

1.2. Cromatografia de gases.

Es una técnica antigua desarrollada hace cinco décadas atras, inicialmente se emple6 para
descomposicién de compuestos volatiles al ser sometidos a calor, en la actualidad se lo utiliza
para andlisis de polimeros que al encontrarse frente a altas temperaturas producen
mondmeros volatiles. Se considera como un método fisico de separacion de componentes,
los mismos que son distribuidos en dos fases: una fase movil que se mueve en direccion
definida y otra fase fija y separada por diferentes tazas de migracién. Segun su utilidad se
clasifica en: analitica para determinar los compuestos quimicos y la concentracion en una

mezcla; y preparativa para purificar grandes cantidades de quimicos (Barquero, 2006).



La fase mévil de la mezcla se encuentra formada por el compuesto deseado en el solvente
que por lo general es un gas inerte como el helio, nitrégeno o hidrogeno a través de una fase
estacionaria que se encuentra foja en la columna. La fase fija o estacionaria retrasa el paso
de los compuestos de la muestra tratada, de manera que los componentes la atraviesan a
diferentes velocidades y se separan en un tiempo determinado. Cada uno de los componentes
de la muestra presenta un tiempo especifico de paso por el sistema el mismo que se lo
denomina tiempo de retencion (Gutiérrez, 2002).

Para obtener una exitosa aplicacién de esta técnica se requiere una seleccién cuidadosa de
columnas cromatograficas empleadas, por lo general existen de dos tipos las empaquetadas
y las tubulares, las mismas que varian desde 2 hasta 50m. Asi mismo existen los sistemas de
deteccién aplicados a cromatografia donde los mas usados son ionizacién de llama (FID) que
responde al nimero de atomos de carbono que entra en el detector por unidad de tiempo y

espectroscopia de masas (MS) (Narvaez at al, 2005).

1.2.1. Partes del Cromatégrafo.

Los componentes principales que forman parte de un cromatdografo de gases los podemos
visualizar en la fig.1

= Fuente de gas

= Sistema de inyeccion

= Horno y columna cromatogréfica

= Sistema de deteccion

= Sistema de registro (Parrales et al , 2012)
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Figura 1. Componentes principales que forman parte del Cromatdgrafo de gases
Fuente y elaboracion: (Marques, 2015)



1.2.2. Aplicaciones de la cromatografia de gases.

De acuerdo a Olguin & Rodriguez, 2004 la cromatografia de gases se puede ver empleada

en la actualidad en muchos ambitos cotidianos como se puede recalcar:

= Comida, sabores y fragancias: Productos naturales y las feromonas, andlisis de
pesticidas.

= Petroleo y quimicos: Acidos grasos, combustibles sintéticos, carbén y aceites.

= Ambientales: Contaminantes de agua, aire y tierra.

= Médicas y biolégicas: niveles de alcohol y drogas en la sangre.

1.2.3. Ventajas y desventajas.

De acuerdo a Gutierréz & Droguet, 2002 la cromatografia de gases presenta:

Ventajas:
= La cromatografia dispone de detectores mucho mas universales.
= Para diversas aplicaciones, los métodos son mas simples, mas rapidos y mas
sensibles.

= Lainstrumentacion requerida es mas sencilla y mas econémica frente a otros aparatos.

Desventajas:

= La influencia de la temperatura sobre la distribucion del equilibrio es un punto

considerable ya que por ello puede presentar algunas limitaciones como en:

o Compuestos poco volétiles
o Compuestos sensibles a una elevacion de temperatura

o Compuestos que se encuentran en forma iénica
1.3. Actividad Biol6gica.
Los productos naturales obtenidos de plantas arométicas o medicinales han sido utilizados

ampliamente desde hace muchos afios atras, ya sea de forma alimenticia, medicinal o como

agente conservante. Hoy en dia los consumidores han percibido que dichos compuestos son



mAas inocuos y por eso los prefieren, ha crecido su uso y consumo, motivo por el cual existen
un desarrollo importante de la agroindustria de plantas naturales y medicinales (Castafieda et
al, 2007).

Los aceites esenciales presentan bioactividades importantes como propiedades
antibacterianas, antifungicas y antioxidantes, siendo asi de mucho interés por sectores o
industrias importantes como la farmacéutica, de perfumes, cosmética y alimenticia, por sus
variables aplicaciones. El estudio de los aceites esenciales enfocado en la actividad biolégica
es de vital importancia ya que estos pueden presentar 0 no microorganismos patégenos para
el ser humano; ya sean estos utilizados para alimentacion, bien por la produccion de toxinas
en caso de estar presentes, por su capacidad para alterar las propiedades organolépticas o

también en la conservacion misma de los alimentos (Rosales, 2014).

Gracias a la variabilidad en la composicion quimica de los aceites esenciales encontramos
una gran multifuncionalidad como consecuencia de la capacidad para interaccionar con
receptores especificos de maltiples dianas bioldgicas, razén por la cual los aceites esenciales
se destacan por ser eficientes insecticidas frente un gran nimero de insectos, poseen también

actividad antimicrobiana y fitotoxica (Santana et al, 2012).

En el presente estudio se evaluara la capacidad biologica frente a una diversa gama de
bacterias patégenas perjudiciales para el ser humano; entre las cuales mencionamos
bacterias Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus
vulgaris, Escherichia coli, Salmonella typhimurium; bacterias Gram-positivas: Enterococcus

faecalis, Staphylococcus aureus.

1.3.1. Bacteria.

Las bacterias son organismos unicelulares de tamafio reducido y de estructura muy sencilla,
denominados seres procariotas. Estructuralmente estan constituidos por: elementos
obligados que se encuentran presentes en todas las bacterias y son vitales para su
supervivencia. Y por elementos facultativos: los mismos que pueden 0 no estar presentes en

las bacterias (Granados & Villaverde, 2003).

Son organismos procariotas que carecen de membrana nuclear, mitocondria, aparato de Golgi
y reticulo endoplasmatico, se reproducen por divisién asexual. Existen algunas bacterias que

carecen de pared celular, pero tienen la capacidad de sobrevivir en el interior de las células
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huésped. Su tamafio oscila entre 1 a 20 um, poseen diversas formas como esféricas,
bastoncillos o espirales y pueden presentarse como células aisladas, en cadenas o formando

cumulos (Murray et al , 2009).

Las bacterias se clasifican en dos grupos segun la estructura de su pared celular. En la fig. 2
se observa la estructura de las bacterias grampositivas que poseen una pared celular que
esta constituida por una capa gruesa de peptidoglucano y otra gramnegativa que posee una

capa fina de peptidoglucano, asi también como una membrana externa (Prats G. , 2006).
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Figura 2. Estructura de las bacterias Gram positivas y Gram negativas
Fuente y Elaboracion: (Aca et al , 2010).

1.3.2. Bacterias Gram-Negativas.

Las bacterias gramnegativas poseen una pared celular compleja que consta de una
membrana exterior y una membrana media. La membrana exterior esta compuesta por
polisacéaridos, lipoproteinas y fosfolipidos. Los fosfolipidos estan insertados en una bicapa,
con la parte hidrofébica hacia dentro y la parte hidrofilica fuera. Los polisacéaridos y la
lipoproteinas se encuentran insertadas en la capa fosfolipidica; esta membrana funciona como
un mecanismo de barrera. La membrana media estd compuesta por una capa delgada de
peptidoglucano que contienen muchos tipos de proteinas, enzimas y toxinas (Bibek & Arun,
2010).
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1.3.2.1. Escherichia coli.

Figura 3. E. coli
Fuente y Elaboracion: (Tortora, Funke, & Case, 2007)

Escherichia coli es un bacilo anaerobio facultativo, inmovil, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia, la mayor parte de ellas fermentan lactosa, y asi mismo
son capaces de producir indol a partir de triptéfano (Puerta & Mateos, 2010).

Se considera como flora normal, sin embargo en algunas ocasiones estas llegan a invadir de
una forma exagerada el intestino, provocando graves problemas de salud, principalmente
diarreas. Existen seis grupos de E. coli productora de diarrea: enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica  (EHEC), enteroinvasiva  (EIEC), enteropatégena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez, 2002).

1.3.3. Bacterias Gram- Positivas.

Las bacterias grampositivas estan formadas por una membrana plasmatica y una pared
celular compuesta por una capa gruesa de peptidoglucano. La pared celular se une a la
membrana citoplasmatica gracias a las moléculas del &cido lipoteicoico. La capa de
peptidoglucano otorga una resistencia grande a este grupo de bacterias (Forero & Sanchez,
2008).

En este grupo de bacterias se incluyen tanto a especies méviles como inmdviles, pueden
presentar forma de bacilos o cocos, con paredes celulares gruesas o sin ellas. Algunas de
estas especies son fotosintéticas, pero en su gran mayoria son heterétrofas (Rincén et al,
2014).
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1.3.3.1. Staphylococcus aureus.

Figura 4. S. aureus
Fuente y Elaboracion: (Tortora, Funke, & Case, 2007)

S. aureus pertenece a un gran grupo denominados con el mismo nombre, se caracterizan por
ser inméviles, no formadoras de esporas, por lo general no poseen capsula. Productora de
catalasa, una enzima que permite desdoblar el peréxido de hidrogeno, y principalmente se
diferencia de otras especies ya que este microorganismo sintetiza la enzima coagulasa, la

misma que tiene la funcién de coagular el plasma (Pahissa, 2009).

Desde tiempo atras el S. aureus ha sido considerado como peligrosa y de mucho cuidado en
la salud de las personas ya que este es causante de muchas infecciones como neumonia;
gue como consecuencia se le atribuye un alto crecimiento de mortalidad y morbilidad (Franklin
& Lowy, 1998).

1.3.3.2. Micrococcus luteus.

Figura 5. M.luteus
Fuente y Elaboracion: (Tortora, Funke, & Case, 2007)

Se caracteriza por ser un aerobio estricto formador de colonias que miden aproximadamente
de 1 a 2 mm de didmetro, presentan un aspecto mate o amarillo especificamente el
microorganismo mencionado con anterioridad, poseen una forma convexa con bordes enteros
(Uso, Gil, & Gomila, 2003).
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1.3.3.3. Enterococcus faecalis.

Figura 6. E.faecalis
Fuente y Elaboracion: (Tortora, Funke, & Case, 2007)

Enterococcus faecalis de forma esférica u ovoide, su tamafio oscila entre 0,6-2,0 x 0,6-2,5 um,
anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo. Crecen

Optimamente a temperaturas de 37°C (Diaz, Rodriguez, & Zhurbenko, 2010).

Se le ha otorgado ser la causante de una gran variedad de infecciones nosocomiales como

podemos recalcar la infeccidn de vias urinarias entre la mas comun (Andrew et al, 2004).
1.3.4. Hongos.

Los hongos pueden ser unicelulares o pluricelulares. Los unicelulares estan formados por
células aisladas redondas u ovaladas, denominadas levaduras. Los pluricelulares estan
constituidos por células alargadas. El aspecto de sus colonias suelen presentarse como
algodonosas, lanosas, pulvurentas, céreas, vellosa, aterciopelada; los micelos blanco, violeta

intenso, amarillo, verde azulado o rojo vinoso (Prats G. , 2005).

Son unidades anatomicas y de crecimiento: la hifa, en hongos como se muestra en la figura
7, y la levadura en hongos unicelulares figura 8. Las hifas son estructuras cilindricas o
tabicadas, crecen por el apice y crecen en cualquier direccion figura 9; un conjunto de hifas
se denominan micelio y cuando alcanzan un tamafo adecuado se dice que forman colonias
como lo muestra la figura 10. Las levaduras presentan formas diversas mencionadas en el
apartado anterior y se reproducen asexualmente por gemacion, fision binaria o fragmentacién
(Uribarren & Bazéan, 2017).
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Figura 7. Estructura de hifa
Fuente y Elaboracion: (Uribarren & Bazan, 2017)

Figura 8. Estructura de la levadura

Fuente y Elaboracion: (Uribarren & Bazéan, 2017)

hifa cenoclitica
seudomicello

hifa septada

Figura 9. Tipos de hifa
Fuente y Elaboracion: (Uribarren & Bazan, 2017)

Figura 10.Colonias filamentosas y levaduriformes
Fuente y Elaboracion: (Uribarren & Bazan, 2017)
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1.3.4.1. Candida albicans.

C. albicans es un microorganismo eucarionte perteneciente al reino Fungi (Ucar, Rojas, &
Ballester, 2007). Es una levadura comensal que reside en las membranas de las mucosas
oral, vaginal y gastrointestinal; posee caracteristicas intrinsecas que promueven la causa de
patogenicidad, entre sus factores de virulencia se incluyen adhesinas, el paso morfogenético
de la fase levaduriforme a la fase filamentosa, la secrecion de enzimas como proteasas y

fosfolipasas (Panizo & Reviakina, 2001).

¢4

Figura 11. Candida albicans
Fuente y Elaboracion: (Ucar, Rojas, & Ballester, 2007)

1.4. Actividad antioxidante.

Un antioxidante es una molécula con la capacidad de prevenir la oxidacién de un sustrato, ya
gue actua como donador de electrones. Todos los seres vivos utilizan oxigeno para generar
energia, lo cual libera radicales libres que no son compatibles con la vida a menos que existan
mecanismos de defensa que los neutralice, los mismo que se los conoce como antioxidantes.
Existen dos tipos de antioxidantes: los enddégenos que son fabricados por la misma célula y
los exdgenos que ingresan al organismo a través de factores externos como en la dieta
(Ciappini et al, 2013).

Entre las principales propiedades antioxidantes de las plantas aromaticas cabe destacar la
capacidad de regular las alteraciones relacionadas con el estrés oxidativo inducido por las
especies reactivas de oxigeno y radicales libres. Los aceites esenciales obtenidos de plantas
aromaticas o medicinales contienen principios activos que exhiben bioactividades como la
antioxidante, motivo por el cual hoy en dia se ha mostrado un gran interés por el consumo de

fuentes enriquecidas con las moléculas antes mencionadas (Leon et al, 2015).

Los aceites esenciales estan formados por varios antioxidantes entre los que podemos

mencionar: derivados de &cidos fendlicos, flavonoides, terpenos, tocoferoles, fosfolipidos y
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acidos organicos polifuncionales; atribuyendo a la disminuciébn de enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares y cancer (Torrenegra, 2014).

Para la determinacién de la actividad antioxidante de los aceites esenciales utilizamos los
siguientes métodos: ABTS (2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo o DPPH) (Castro J. , 2008).

1.4.1. Método ABTS (2,2-azinobis; &cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).

En este ensayo se genera el radical ABTS (2,2-azinobis; &cido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) producido por el radical ferriimoglobina, el mismo que es generado a partir de
mioglobina y H2O, resultando un croméforo azul-verde de ABTS. Este método se caracteriza
por ser utilizado para medir la capacidad antioxidante de compuestos coloreados, y presentar
una absorbancia préxima a la regiéon infrarroja (734nm), midiendo el rango de punto final
contra un punto de tiempo fijo o transcurrido, reduciendo asi, las posibilidades de
interferencias de compuestos colorados que absorben en la region visible o de compuestos

resultantes de reacciones secundarias (Zaporozhets et al, 2004).

1.4.2. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).

La molécula 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) es un radical libre estable gracias a la
deslocalizacién en un electron, por lo cual no se dimeriza como la mayoria de los radicales.
La deslocalizacion del electrén intensifica el color violeta tipico del radical, el mismo que
absorbe en metanol a 517 nm. Puede existir una reaccion entre el sustrato antioxidante y la
soluciéon de DPPH, cuando ésta se da existe la donacion de un atomo de hidrogeno lo que
provoca el desvanecimiento del color, cambio que es monitoreado espectrofotométricamente
y utilizado para la determinacién total de los parametros para las propiedades antioxidantes
(Poma et al, 2015).

1.5. Plantas medicinales

Se definen como vegetales elaboradores de productos denominados principios activos , que
son sustancias que poseen una accion farmacolégica, sea ésta beneficiosa 0 no, sobre los
organismos vivos. Se utiliza principalmente como drogas o medicamentos para aliviar dolores
o mejorar la salud de las personas. Las plantas medicinales estdn compuestas principalmente

por taninos, vitaminas y sustancias antibioticas (Mufioz F. , 2002).
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La medicina tradicional se ha convertido en una parte muy importante cuando se habla del
restablecimiento de la salud. En algunos paises, la medicina tradicional se la denomina como
medicina complementaria; la misma que es utilizada para prevenir y tratar enfermedades,
especialmente crénicas; gracias a los metabolitos o compuestos quimicos con accion

farmacologica que poseen las plantas medicinales y aromaticas (Nogales, 2004).

El uso de la medicina alternativa hoy en dia estd muy extendido, ya no se lo considera
solamente patrimonio de sociedades con cultura tradicional sino también se ha visto
ampliamente aplicada en paises desarrollados, de tal manera que segun investigaciones se
indica que, un 46% de los australianos, asi como 49% de franceses y 70 % de canadienses

han utilizado alguna de estas terapias (Pefa, 2007).

La medicina alternativa conforma un sistema médico y de terapias relacionadas, reconocido
en muchos paises del mundo, conocido en varios ambitos como por las autoridades, personal
de salud publico, los practicantes de ella, que son los usuarios, ya que constituye una opcion

para la atencién de sus necesidades (Rincon J. , 2006).

La OMS ha desarrollado estrategias con respecto a la medicina tradicional, la que consideran
que podria efectuar en pro de la salud, la que concierne la integracion de ella en los sistemas
de salud de los paises. Se puede aplicar como atencién primaria de la salud de la poblacién,
aludiendo asi a que el costo seria accesible y bajo en comparacion a tratamientos quimicos,

lo cual determinaria una recuperacion rapida, natural y econémicamente bajo (OMS, 2013).

1.6. Flora Ecuatoriana

El Ecuador es catalogado como uno de los paises que poseen una gran biodiversidad en todo
el mundo. Hace una década atras investigadores caracterizaron los tipos de vegetacion que
existen en el pais, identificando asi 71 formaciones botanicas distribuidas en tres regiones: 29

en la Costa, 31 en la Sierra y 11 en el Oriente (Balslev et al, 2008).

En el Ecuador estan registradas 18766 especies de plantas vasculares, de las cuales 5172
poseen usos que han sido reportados; es decir que una de cada tres especies es util para la
gente. De estas 595 son especies exoticas. Asi mismo se ha documentado 15.306 especies

nativas de las cuales son endémicas 4173 (Vacas et al, 2015).
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Gracias a que el Ecuador esta situado en la linea ecuatorial, a una latitud cero, posee una
gran riqueza cultural, natural y arqueoldgica, asi mismo su gran biodiversidad geogréfica,
biol6gica y étnica, donde convergen los Andes, Amazonia y la cuenca del pacifico (Coloma &
Ron, 2001).

Es dificil establecer la relacion excata entre la altitud y temperatura, pero se puede considerar
una division ecologica altitudinal tomando en cuenta otros factores, en especial la distribucion

de la flora ya que esta esta ligada a las condiciones de temperatura y suelo (Patzelt, 2010).

El herbario nacional de Ecuador se compone de 237000 pliegos de herbario de plantas
vasculares, no vasculares, hongos y liquenes provenientes de cuatro regiones de nuestro

pais: Costa, Sierra, Amazonia, Galapagos (Fernandez et al, 2015).

Segun Orgensen & Lebn, 1999 las especies ecuatorianas estan distribuidas en cada region,
teniendo en mayor proporcion la regién andina, con aproximadamente 9.865 especies que en
porcentaje representa el 64,4%. La region de la Costa representa 4.463 o el 29,2% ; mientras
que en la region Amazénica contamos con 4.857 especies o0 el 31,7%. La region que
representa el nimero mas bajo de especies es Galapagos con 699 o el 4,6%.

1.6.1. Flora aromatica de Ecuador.

En Ecuador existen alrededor de 500 especies que pertenecen a 288 familias, las que son
utilizadas por comunidades con cultura o conocimiento ancestral aplicadas con fines
medicinales; de estas 125 son las mas comercializadas. Nuestro pais es considerado como
el mas megadiverso, el mismo que cuenta con un 75% de especies nativas, mientras que el

11% han sido introducidas especialmente por espafioles (Gallardo, 2011).

El sector de plantas medicinales y aromaticas en el Ecuador ha presentado un desarrollo
grande que ofrece posibilidades de ser utilizados para importantes productos de exportacion,
siendo sus principales mercados el farmacéutico, alimentiico y cosmético. La produccion de
hierbas aromaticas y medicinales esta presente en todas las regiones del pais gracias a ello
es que cada especie cuenta con caracteristicas propias y culturales de cada zona (Almeida,
2011).
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1.7. La familia Zingiberaceae.

Son plantas herbaceas perennes, rizomatosas, aromaticas; sus hojas son disticas o
dispuestas en espiral sobre el tallo, sésiles o pecioladas, con vainas foliares abiertas o
cerradas, posee ligulas, laminas lanceoladas, obovadas, pueden ser anchas o0 angostamente
elipticas o lineares, con un nervio prominente y por lo general numerosas venas laterales
ascendentes, paralelas entre si; estrobilaceas, espigadas, racemosas o paniculadas, situadas
en los 4pices de tallos foliosos 0 sobre escapos que salen desde la base de la planta, flores
bracteadas, una o varias por bractea, las bracteas a menudo imbrincadas, flores
hermafroditas, zigomorfas, con frecuencia grandes y vistosas; caliz tubular trilobado,
comunmente con hendidura a un lado, coroa tubular trilobada ; posee seis estambres, aunque
algunas veces ausentes, de los cuales so6lo uno es fértil, son de estructura petaliforme,
llamada labelo, antera introsa, bilocular; ovario infero normalmente trilocular y de plantacién
axilar; fruto en forma de capsula, con el exocarpio a menudo carnoso; semillas ariladas, pocas

numerosas de forma variable (Vovides, 1993).

La familia Zingiberaceae, es la mas grande del orden Zingiberales, que comprende en
aproximadamente 50 géneros y 1000 especies. El estudio taxonémico de la familia es
complejo debido a sus flores efimeras y por ende su clasificacion ain no es concreta. Varias
plantas pertenecientes a la familia mencionada contienen aceites aromaticos. Estos son de
importancia econémica, como la raiz de Zingiber Officinale, que sirve como saborizante de
vinos y cervezas. Otras se usan en la industria de la perfumeria, medicinal u ornamental (Maas
& Maas, 2003).

Los miembros de la familia Zingiberaceae poseen un rizoma ramificado y compuestos de
segmentos distintos, son de diversos colores que van desde amarillo palido, amarillo profundo,
azul verdoso, rosa 0 combinaciones de estos en diferentes especies. Los géneros mas
importantes que son miembros de esta familia son: Alpinina, Amomum, Clrcuma, Elettaria,

Hedychium, Kaempferia y Zingiber (Konickal & Mamiyil, 2013).

Los aceites esenciales contienen almidon, gomas y oleorresina, las distintas variedades de
esta familia difieren en la proporcién que se encuentra. En general los rizomas y frutos son
aromaticos, ténicos y estimulantes. Son de distribucién tropical y ecuatorial de todo el mundo

y raras en regiones templadas (Novara, 2012).
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1.7.1. Zingiber.

La diferencia entre todos los géneros radica en las caracteristicas de las hojas que son sésiles,
generalmente miden menos de 2 cm de ancho, inflorescencia un tirso compacto, bracteas
anchamente ovadas, de color verde claro. Zingiber es un género grande de aproximadamente
100 especies distribuidas a lo largo de Asia tropical (Vovides, 1993).

Crece en todas las regiones tropicales del mundo. Las variedades mas caras y las de mayor
calidad proceden de Australia, India y Jamaica, mientras que las mas comercializadas se

cultivan en China y Peru (Inca, 2012).

Su nombre proviene del antiguo y casi desaparecido idioma indoeuropeo shringavera que

significa cuerpo de cuerno (Acufia & Torres, 2010).

Las especies en enfermedades musculares, reumaticas, coronarias, artritis, Ulceras
estomacales, reduce el crecimiento de las plantas de Zingiber son ampliamente utilizadas en
la medicina tradicional de tumores, reduce la migrafia; también para combatir la tos, diarrea 'y
fiebre (Alvear, 2014).

1.7.1.1. Zingiber officinale.

Originario del sudeste asiatico, se cultiva desde hace aproximadamente 3000 afios, el nombre

original “sringavera” es un vocablo que significa en forma de cuerno (Salgado, 2011).

Es una planta cuyo tallo subterraneo es un rizoma horizontal. La planta puede llegar a medir
hasta 1,8 m de altura, los tallos son rojizos con aspecto de hoja; posee largas hojas alternas,

sésiles, lanceoladas y muy agudas en el apice de aproximadamente 20 cm (Inca, 2012).

Es una especie diploide y que se destaca por su importancia medicinal, se la utiliza como
aromaética y condimentaria en muchos lugares del mundo. Actualmente es la especie mas
utilizada en la cultura tradicional de la medicina gracias a los constituyentes quimicos que
posee, lo que le otorga las propiedades antioxidantes, antinflamatorias, antieméticas y

anticancerigenas (Zambrano, 2015).
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1.7.1.2. Taxonomia de la especie Zingiber officinale.

Tabla 1.0rden taxonémico de la especie de Zingiber officinale

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Zingiberaceae
Subfamilia Zingiberoideae
Tribu Zingibereae
Género Zingiber
Especie Zingiber officinale

Fuente y Elaboracion: (Fonnegra & Jiménez, 2007)
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Muestras

Se utilizaron tres muestras de aceite esencial de Zingiber officinale.

2.2. Determinacion de las propiedades fisicas.

Se determind la densidad relativa, indice de refraccion y actividad Optica del aceite esencial

de Zingiber officinale.

2.2.1. Densidad relativa.

La densidad relativa se la determiné segun la norma AFNOR NF T75-111 (ISO 279:1998) (Ver
Anexo 1), en donde se utilizé un picnémetro de 1ml, un termémetro y una balanza analitica
(Ortufio F, 2006).

Para determinar la densidad relativa del aceite esencial de Zingiber officinale, se realizaron
tres repeticiones, obteniendo una densidad promedio de cada una de las muestras, calculando

asi la media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.

2.2.2. Indice de refraccion.

La determinacion del indice de refraccion se lo realiz6 segun la norma AFNOR NF75-112 25
(ISO 280:1998) (Ver Anexo Il) en donde se utilizé un refractémetro ABBE, el cual es un
dispositivo electrénico que mide la velocidad de propagacion de luz en el aceite esencial a

una temperatura determinada que oscila en 20 °C.
Para ello se colocé una gota de la muestra de aceite esencial sobre el diafragma del
refractdbmetro y se procedié a la lectura. Obteniendo asi un valor medio de las muestras
tratadas.

2.2.3. Actividad optica.
La medicién de la actividad Optica se la realizé mediante un polarimetro digital modelo Mrc-

Automatic Polarimeter P810 y una celda de 1dm de longitud, el cual midi6 la capacidad para

desviar la luz polarizada del aceite esencial de la muestra.
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Se obtuvo un valor promedio a partir de las muestras analizadas, en el anexo Il podemos

encontrar la férmula para determinar la actividad Optica.

2.3. Determinacién de la composicion quimica del aceite esencial.

2.3.1. Cromatografia de gases.

Para proceder a la identificacién quimica de los componentes que poseen el aceite esencial
de la especie Zingiber officinale se utilizo la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas CG-EM y al detector de lonizacion de llama CG-ID, las corridas se
realizaron en dos columnas una no polar DB-5MS (5%-Fenil-metilpolidiloxano) y una polar
HP-INNOWAX (Polietilen Glicol), obteniendo resultados cualitativos y cuantitativos.

2.3.1.1. Preparacion de la muestra.

Cada una de las muestras del aceite esencial se preparé en un vial de cromatografia
debidamente etiquetado en el cual se colocé 990 uL de diclorometano y 10 uL de la muestra,

obteniéndose una concentracion al 1% del aceite esencial.

2.3.1.2. Andlisis del aceite esencial por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas y al detector de lonizacién de llama.

La identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de Zingiber officinale se
realizd mediante un cromatografo de gases Agilent y la obtencion de espectros de cada
compuesto individual. La corrida se realizé6 con una mezcla de hidrocarburos Cip a Cos,
conocidos en el mercado como TPH-6RPM de CHEM SERVICE.

El equipo utilizado para realizar el andlisis fue un Cromatégrafo de Gases Agilent serie 6890N,
acoplado a un espectrémetro de masas Agilent serie 5973Inert; el equipo cuenta con un
inyector automéatico Split/splitless serie 7683 y un detector de ionizacion de llama FID provisto

de un generador de hidrogeno Gas 9150 Packard.
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2.3.1.2.1. Corrida cromatografica en la columna no polar DB-5MS acoplado a
espectrometria de masas.

La corrida cromatografica se realiz6 con una mezcla de hidrocarburos Cio a Cous. Las
condiciones utilizadas para realizar correctamente la cromatografia se describen en la figura
12.

Modo: Splitless
Radio de Particién: 1:1
Temperatura: 270°C
Tipo de Gas: Helio

Temperatura inicial: 50°C
Tiempo inicial: 3 minutos
Rampa: 3°C / mint
Temperatura Final: 230°C

Programacion de Temperatura:

-

DB-5MS \
Temperatura maxima: 350°C
Modo: Flujo constante

Flujo Inicial: 0,9 mL/ mint
Presién inicial nominal: 6,50 psi
kVelociolaol Promedio: 34 cm/ seg

L Temperatura: 250°C

Figura 12. Condiciones operacionales de la corrida cromatogréafica en la columna no polar
DB-5MS
Fuente y Elaboracion: La autora.

2.3.1.3.2. Corrida cromatografica en la columna polar HP-INNOWAX acoplado a

espectrometria de masas.

Las corridas cromatograficas se las realiz6 al igual que en la columna anterior con la inyeccion
de los hidrocarburos. Las condiciones utilizadas se las especifica en la figura 13.
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Temperatura: 250°C

Modo: Split
( ] Radio de Particion: 50:1
Tipo de Gas: Helio

Temperatura inicial: 50°C
Tiempo inicial: 3 minutos
Rampa: 3°C / mint
Temperatura Final: 230°C

( ] Programacion de Temperatura:

/HP-INNOWAX \
Temperatura maxima: 270°C
Modo: Flujo constante
Flujo Inicial: 0,9 mL/ mint
Presion inicial nominal: 6,50 psi
KVeIocidad Promedio: 35 cm/ seg /

L Temperatura: 250°C

Figura 13. Condiciones operacionales de la corrida cromatogréafica en columna polar
HP-INNOWAX acoplado a espectrometria de masas.
Fuente y Elaboracion: La autora

2.3.1.3.3. Corrida cromatografica en la columna no polar DB-5MS, acoplada al
detector de ionizacion en llama (FID).

El detector de ionizacién de llama (CG-FID) es uno de los detectores mas utilizados en la
cromatografia de gases, apropiado especificamente para medidas cuantitativas.

Al igual que en las columnas anteriores se inyecto el aceite esencial de Zingiber officinale y
los hidrocarburos. Las condiciones de operacion se especifican en la figura 14.
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Modo: Split

Radio de Particion: 1:1
Temperatura: 270°C
Tipo de Gas: Helio

Programacion de Temperatura:
Temperatura inicial: 50°C
Tiempo inicial: 3 minutos
Rampa: 3°C / mint
Temperatura Final: 230°C

-

HP-INNOWax \
Temperatura maxima: 350°C
Modo: Flujo constante

Flujo Inicial: 0,9 mL/ mint
Presién inicial nominal: 6,50 psi
KVelocidad Promedio: 24 cm/ seg

lonizacion de llama
Temperatura: 250°C
Tipo de gas: Nitrégeno

Figura 14. Condiciones operacionales de la corrida cromatogréfica en columna no polar
DB-5MS, acoplada al detector de ionizacion en llama (FID).
Fuente y Elaboracion: La autora

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

De la misma forma que se menciona en el apartado anterior, se inyectaron los hidrocarburos
de Cioa Cys y las muestras del aceite de Zingiber officinale.
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Modo: Split
Radio de Particion: 1:1
Temperatura: 270°C
Tipo de Gas: Helio

Temperatura inicial: 50°C
Tiempo inicial: 1 minuto
Rampa: 3°C / mint
Temperatura Final: 230°C

L J Programacion de Temperatura:

-

HP-INNOWax
L Temperatura maxima: 300°C

Modo: Flujo constante

Flujo Inicial: 0,9 mL/ mint
Presién inicial nominal: 11,09 psi
Velocidad Promedio: 24 cm/ seg

N

lonizacion de llama
Temperatura: 250°C
Tipo de gas: Nitrégeno

Figura 15. Condiciones operacionales de la corrida cromatogréafica en columna polar HP-
INNOWAX acoplada al detector de ionizacién en llama (FID).
Fuente y Elaboracion: La autora

2.3.2. ldentificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos quimicos del
aceite esencial de Zingiber officinale, tanto en la columna polar como en la

columna no polar.

En cada corrida cromatografica se puede visualizar los compuestos mediante un
cromatograma que se define como el registro de la sefial de deteccion en funcion del tiempo
de elucién o de volumen (Sanchez, 2007). La identificacion cualitativa se realiza a partir de la
posicion de los distintos picos con respecto al eje del tiempo, mientras que en la identificacion
cuantitativa se toma en cuenta el area de cada uno, la cual es proporcional a la concentracién

del compuesto.

29



Para que la identificacion sea mas precisa y confiable se procedi6 a integrar los compuestos
quimicos mediante un sistema de integracion que es propio del equipo empleado y asi
proceder a trabajar con los picos ya integrados.

La identificacién de los compuestos quimicos presentes en el aceite en mencién se realiza en
base a la comparacion de los tiempos de retencidon con patrones especificos, utilizando el
indice de Kovats, asi también como el analisis de los espectros de masas de cada pico.

Los indices de Kovats (IK) se calcularon mediante la comparacion del tiempo de retencion de

los hidrocarburos frente al tiempo de retencién de los compuestos, aplicando la ecuacion 1.

tRX—tRn
tRN—tRn

IK =100n + 100 *

Donde:

IK= indice de retencién de Kovats

n= NUmero de atomos de carbono en n-alcano

trx = Tiempo de retenciéon del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos

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

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

Una vez calculados los indices de Kovats (IK) tanto de la columna polar como de la columna
no polar, se compararon los valores calculados con los valores reportados por (Adams, 2009),
bases de datos electrénicas como Nist (National Institute of Standards and Techonoly), de tal
manera que la diferencia que exista entre estos dos parametros sea menor o igual a 20
unidades, teniendo como limite permitido de diferencia menor a 50 unidades; asi mismo
también consideramos el nimero de CAS que presenta cada compuesto facilitando de esta

forma la busqueda e identificacion de los constituyentes de Z. officinale.

Utilizamos también la informacién de los espectros de masa de cada compuesto ya que esta
proporciona datos estructurales de la molécula analizada, los espectros son analizados por la
base de datos del equipo, para de esta manera comparar con la biblioteca electronica Wiley

7n.1., seleccionando asi los que tienen un grado de correspondecia mayor al 90%.
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2.4. Determinacion de la actividad bioldgica del aceite esencial de Z. officinale.

Para analizar la actividad biologica del aceite de Zingiber officinale determinamos la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en 7 cepas bacterianas ATCC (American Type Culture
Collection), por el método de microdilucién en caldo usando una concentracion final de 5x10°
ufc/ML.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la concentracion mas baja de
sustancia que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de haber sido
incubado a un tiempo determinado por lo general 24 horas a 37°C (Horna, Silva, Vicente, &
Tamariz, 2005).

2.4.1. Actividad antimicrobiana.

Para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite de Zingiber officinale se utilizaron dos
grupos de cepas bacterianas clasificadas en Bacterias Gram-positivas y Bacterias Gram-
negativas, para de esta manera determinar de esta manera si la muestra se lo puede utilizar

como antibacteriano. En la tabla 2 se mencionan los microorganismos empleados.

Tabla 2.Cepas Bacterianas utilizadas

Cepas Bacterianas

Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram-Positivas
Escherichia coli ATCC 25922 | Enterococcus faecalis ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 9341

Fuente y Elaboracion: American Type Culture Collection

2.4.1.1. Método microdilucion en caldo.

La prueba se realiza en una placa que contiene 96 pocillos, en los cuales se realiza diluciones

seriadas, cada pocillo debe contener 0,1 mL de caldo (Malbran, 2012).

La ventaja de este método radica en un aumento de la sensibilidad sobre volumenes
pequefios, lo que permite diferenciar entre un efecto bactericida y bacteriostatico (Ramirez &
Marin, 2009)
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2.4.1.2. Preparacion de la muestra.

Se prepar6 una solucién del aceite esencial en DMSO (dimetil-sulféxido), tomando 100 uL de
aceite esencial de Z. officinale, y 400 uL de DMSO.

2.4.1.3. Preparacion del cultivo bacteriano “Cultivo Overnight”.

Primeramente se prepararon los caldos de cultivos especificos para cada cepa bacteriana.
Para la siembra se utilizd6 30 uL de cada cepa bacteriana, las mismas que se encontraban
almacenadas en una reserva criogénica a -80°C. Una vez realizada la siembra se incuban los
medios por 14 -16 horas a 37°C. En la tabla 3 se muestran las condiciones y medios

necesarios para el crecimiento bacteriano.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de incubacion necesarias para cada bacteria.

Bacterias Medio de Cultivo Condiciones de

Incubacion

Escherichia coli Caldo Mueller Hinton Temperatura: 37°C
Tiempo: 14-16 horas

Micrococcus luteus Caldo Manitol Salado Temperatura: 37°C
Tiempo: 14-16 horas

Enterococcus faecalis Caldo Infusibn Cerebro- | Temperatura: 37°C
Corazén Tiempo: 14-16 horas

Staphylococcus aureus Caldo Tripticasa Soya Temperatura: 37°C
Tiempo: 14-16 horas

Fuente y Elaboracion: American Type Culture Collection

2.4.1.3.1. Inoculacién.

Una vez incubado el cultivo, transferimos 150-300 uL a un tubo que contenia 7 mL de suero
fisiol6gico estéril ajustando el inoculo a una concentracién equivalente a 0,5 en la escala de
Mc.Farland.

De la suspension preparada anteriormente, se tomé 140 ulL y se inoculé en 6,86 mL de Caldo
Mueller Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10° ufc/mL. De la suspension
resultante se transfirié 100 uL a la placa de cultivo para completar un volumen final de 200 uL,

obteniendo asi una concentraciéon bacteriana final de 5x10° ufc/mL en cada pocillo.
2.4.1.3.2. Procedimiento.

El analisis se llevo a cabo en una cabina de seguridad, debidamente esterilizada garantizando
de esta manera que se encuentre libre de contaminaciones. El ensayo se realiz6 en
microplacas de 96 pocillos aplicando el procedimiento de dilucién doble seriada: primeramente

del caldo Mueller Hinton se transfirié 180 uL a cada uno de los pocillos de la fila, y 100 uL en
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los pocillos siguientes, después se agreg6 20 uL de la solucién del aceite diluido a los pocillos
de la primera fila, con excepcion de los tres ultimos pocillos, los cuales contendran: control de
esterilidad (200 uL de caldo Mueller Hinton), control negativo (180 uL Mueller Hinton + 20 uL
DMSO), control positivo (180 uL caldo Mueller Hinton + 20 uL de Tetraciclina de1,953 ug/mL
para los microorganismo utilizados a excepcion de Enterococcus faecalis en dénde se emple6
Tetraciclina 15,625 ug/mL, Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris se utilizé Tetraciclina
de 3,906 ug/mL respectivamente. Se mezcld el medio con el aceite y se procedio a realizar
soluciones seriadas, pipeteando de 15 a 20 veces la solucion del primer pocillo de donde se
tomd 100 uL y se diluyé con 100 uL del siguiente pocillo, asi hasta obtener 8 diluciones
consecutivas; llegando a una concentracion final de la solucion de medio y aceite contenida
en cada uno de los pocillos de 1000 ug/mL a 7,81 ug/mL. Para el control de esterilidad, control

negativo y control positivo se aplicd el mismo procedimiento.

Una vez preparada la placa de microdilucién se inocul6 con 100 uL de la suspensién del
in6culo bacteriano en todos los pocillos, con excepcion de los pocillos que contienen los
controles negativo, positivo y de esterilidad; completando un volumen final de 200 ulL,
ajustando la poblacién bacteriana a 5x10° ufc/mL. Las placas se sellaron e incubaron a 37°C

por 24 horas para su posterior lectura.

2.4.1.3.3. Lectura de las placas de concentracibn minima inhibitoria (CMI)
antibacteriana e interpretacion de los resultados.

Se retir6 las placas de microdilucién de la incubadora y se observé cuidadosamente cada caja
utilizando luz reflejada; primeramente se examina el control de esterilidad para descartar si
existio alguna contaminacion cuando se practicaba el ensayo, ya que si existiera alguna

irregularidad, la prueba se debe repetir.

En el control positivo se analiza el crecimiento adecuado de las bacterias en la placa de

microdilucién, el cual se refleja como una turbidez o un pellet de > 2 mm.

Finalmente en el control negativo no se debe observar crecimiento alguno, esta debe
presentar un aspecto claro y sin turbidez. Para determinar en qué punto se encuentra la
concentracion minima inhibitoria de la muestra, es decir la concentracion mas baja en la que
puede actuar el aceite como antimicrobiano, se debe leer el pocillo donde se distinga turbidez

en el medio.
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2.4.2. Actividad antifungica.

Al igual que en la actividad antibacteriana se determind la actividad antifungica frente a
Candida albicans, mediante la Concentracion Minima Inhibitoria aplicando el método de

dilucion en caldo.
2.4.2.1. Método de Microdilucion en caldo.

Se aplica el mismo método descrito en la actividad antibacteriana, numeral 2.1.3.1.1
2.4.2.2. Preparacion de la muestra.

Al igual que en lo descrito en las pruebas antibacterianas en el numeral 2.1.3.1.2. se prepar6
una solucion de aceite diluido, tomando 980 uL de DMSO y 20 uL del aceite esencial de

Zingiber officinale.
2.4.2.2.1. Preparacion de la Suspension de los In6culos Fangicos.

Se prepar6 la suspension del hongo de Candida albicans (ATCC 26555) a partir de una
reserva criogénica a -80°C. Se transfirié una cantidad adecuada del criotubo a un volumen de
medio Sabouraud para obtener una concentracion de 1x10° esporas/mL. A partir de este

inéculo se siembran 100 mL/pocillo, la concentracién final obtenida fue de 5x10* esporas/mL.
2.4.2.2.2. Procedimiento.

Se aplicé el mismo procedimiento de dilucion seriada que con las bacterias, cambiando en la
concentracion final del inéculo, que en hongos es de 5x10*esporas/mL. La concentracion final
del aceite fue de 1000 a 7,81 ug/mL, las diluciones se realizaron hasta obtener 12 diluciones
consecutivas, y de la suspension del inéculo fingico se tomaron 100 uL, para completar a 200
uL el volumen final de la placa de cultivo. Finalmente se incuban las placas a 28°C

monitoreando el crecimiento hasta las 96 horas.
2.5. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Z. officinale.

Para determinar la actividad antioxidante del aceite esencial de Zingiber officinale se aplicaron
dos métodos espectrofotométricos: Capacidad de atrapamiento del cation —radical ABTS+ y
Radical DPPH.

Las mediciones se determinaron segun la absorbancia leida por el equipo en cada muestra.
Para ello se utilizé un espectrofotometro Genesys 10UV-VIS Scaning 333907. Las longitudes
de ondas utilizadas en cada método se estimaron en 734 nmy 515 nm.
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2.5.1. Preparacién de la muestra.

Para realizar los ensayos se necesito aplicar diluciones del aceite esencial trabajando con
5mg de este; el cual se procedié a la primera diluciébn que empezd con una concentracion
méxima de 1000 ppm; hasta llegar a una concentracion minima final de 5 ppm, ya que la

concentracion de 0 ppm lleva solamente metanol.

Las muestras se trataron por triplicado, cada diluciébn con sus volimenes respectivos son

descritos en la tabla 4.

Tabla 4.Volumen utilizado para cada dilucion del aceite

Volumenes utilizados para cada dilucién
Concentracion Volumen por cada dilucion

Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 uL MeOH + 5mg de aceite esencial
Concentraciéon 2 (500 ppm) 2500 uL MeOH + 2500 uL de concentracion 1
Concentracién 3 (100 ppm) 2000 uL MeOH + 1000 uL de concentracion 2
Concentracién 4 (50 ppm) 2500 uL MeOH + 2500 uL de concentracién 3
Concentracién 5 (25 ppm) 2500 uL MeOH + 2500 uL de concentracién 4
Concentracion 6 (12,5 ppm) 2500 uL MeOH + 2500 uL de concentracion 5
Concentraciéon 7 (5 ppm) 2500 uL MeOH + 2500 uL de concentracion 6
Concentracion 8 (0 ppm) 500 uL MeOH

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora

2.5.2. Método capacidad de atrapamiento del cation —radical ABTS".
2.5.2.1. Solucién patron y de trabajo de ABTS*.

La solucién patron se la preparé mediante la mezcla de dos reactivos especificos. En primer
lugar se tomd 0,1015 g del reactivo ABTS* y se aforé con agua destilada en un balon de 25
mL, de la misma forma se preparé el siguiente reactivo, donde se utilizé6 0,01757 g de
persulfato de potasio (K2 Sz Og). Una vez preparados los reactivos necesarios se los mezclé

y dejo reaccionar por 12 horas procurando que no le llegue la luz.

Transcurridas las 12 horas de reaccion, se tomé una alicuota de 1mL afiadida a 60 mL de
metanol, procurando obtener una absorbancia de 1,1 + 0,02 a 734 nm. Si la lectura arrojada
por el equipo es menor al resultado esperado debemos afiadir més solucién de trabajo, y si el

resultado es mayor al esperado se afiade metanol puro.
2.5.2.2. Estandar Trolox para ABTS".

Para la solucion estandar se utilizé Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametil-croman-2-

carboxilico) e hidroxitolueno butilado (BHT), los cuales son patrones de referencia utilizados
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para expresar la actividad antioxidante del aceite esencial como Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity (TEAC) que es la capacidad antioxidante equivalente a Trolox.

Se tomo 25 mg de Trolox y se aforé en un balon de 100 mL con metanol y 22mh de BHT el
mismo que se afordé en 50 ml de metanol. En la tabla 5 se explica como se realizaron cada

una de las diluciones.

Tabla 5. Volumen necesario para cada dilucién de Trolox y BTH

Volumen necesario para cada dilucién
Concentracion Volumen de cada dilucion Trolox y BHT
Concentracién 1 (1000 ppm) 500 uL Trolox/BHT
Concentracion 2 (800 ppm) 1000 uL MeOH + 400 uL de concentracién 1
Concentracion 3 (600 ppm) 1250 uL MeOH + 3750 uL de concentracién 2
Concentracion 4 (450 ppm) 1250 uL MeOH + 3750 uL de concentracién 3
Concentracion 5 (300 ppm) 1670 uL MeOH + 3330 uL de concentracién 4
Concentracion 6 (150 ppm) 2500 uL MeOH + 2500 uL de concentracion 5

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora

Se utiliz6150 uL de cada dilucién y 2850 de la solucion de trabajo dejandolo por 2 horas en la
oscuridad, transcurrido el tiempo se leyé la absorbancia a 734 nm. Este procedimiento se

realizé por triplicado para cada concentracion de Trolox y BHT respectivamente.

2.5.2.3. Lectura de muestras.
Con la ayuda del espectrofotometro se procedi6 a la lectura de las muestras, las mismas que
se leyeron con una absorbancia de 734 nm. Para ello se debe tener mucha precisién y asi

poder determinar la actividad antioxidante que posee el aceite esencial de Zingiber officinale.

2.5.3 Método radical DPPH.

2.5.3.1. Solucién patrén y de trabajo DPPH.

Se peso 0,024 g de reactivo DPPH y se afor6 con metanol a 100 mL, se almacené a -4°C
hasta su uso, luego tomamos 10 mL de esta solucion y se adicioné 45 mL de metanol, con el
fin de obtener la solucion de trabajo; medimos la absorbancia a una longitud de onda de 515

nm ajustandose hasta obtener una lectura precisa de 1,1 + 0,02.
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2.5.3.2. Estandar Trolox y BHT para DPPH.

El método se lo menciond en el apartado anterior, el estandar es utilizado en los dos métodos
para la determinacién de la actividad antioxidante del aceite.

2.5.3.3. Lectura de muestras.

Al igual que el método ABTS" se utilizaron varias diluciones a diferentes concentraciones del
aceite esencial (ver tabla 4) y las diferentes concentracion del estandar Trolox y BHT (ver tabla
5).

Las muestras se trataron por triplicado, y se dejaron reaccionar por 24 horas en la oscuridad,

luego de la reaccion se procedio a la lectura de las muestras a una absorbancia de 515 nm.
2.5.4. Andlisis de los datos obtenidos mediante ABTS" y DPPH.

Calculamos el porcentaje de inhibicion (%lnh) mediante las absorbancias determinadas por
ambos métodos, la misma que fue evaluada a diferentes concentraciones. Usando la ecuaciéon
2.

Abs-blanco_ Abs-muestra) * 100}

% Distribucion = {(
Abs-blanco

Donde:
Abs. Blanco= absorbancia de la solucion de trabajo
Abs.muestra= absorbancia de la respectiva concentracion

Con los valores obtenidos de % de Inh, se calcula el valor de la concentracién media inhibitoria
(Clso) de la muestra. El Clsp de cada aceite se determind realizando una grafica de
concentracion (ppm) vs. Porcentaje de inhibicién (%lnh) obteniendo de esta manera, una
ecuacion para la curva y calculando luego la concentracion para la cual el porcentaje de
inhibicion es del 50%. Para los dos métodos (ABTS* y DPPH) se usa como solucion estandar
Trolox, cuya capacidad antioxidante se evalGa en las mismas condiciones de trabajo de las

muestras.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Determinacion de las propiedades fisicas del aceite esencial de Z. officinale

Entre las caracteristicas fisicas determinadas del aceite esencial de Zingiber officinale
evaluamos: densidad, indice de refraccion y actividad oOptica.

3.1.1. Densidad.

La densidad del aceite esencial de Zingiber officinale se muestra en la tabla 6, obteniendo un

promedio de las tres muestras analizadas.

Tabla 6. Densidad relativa del aceite de Z. officinale

Muestras Densidad (g/cm?3) X o
Z01 0,8840
Z02 0,8859 0,8846 0,00109
Z03 0,8840

ZO1:Primera muestra
Z02: Segunda muestra
Z03: Tercera muestra
X :Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
o: Desviacion estandar
Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracién: La autora

En la tabla 6 se puede observar la densidad promedio de las tres muestras del aceite esencial

llegando a un valor de 0,8846.

Segun Negrete & Secaira, 2016 el valor promedio de la densidad del aceite de Z.officinale
oscila entre los rangos 0,890- 0,900 g/ cm?, pudiendo asi ser comparable con el valor obtenido
en nuestro estudio, se demuestra que el aceite de interés se encuentra dentro de este rango.
El resultado obtenido del aceite de Zingiber officinale determina la calidad y pureza de nuestra

muestra de trabajo.
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3.1.2. indice de refraccion.

En latabla 7 se observan los indices de refraccion, los mismos que corresponden a los valores

promedios de las tres muestras analizadas.

Tabla 7. indice de refraccién del aceite esencial de Z. officinale.

Muestras indice de X o
refraccion
Z01 1,4846
202 1,4842 1,4847 0,0006
Z03 1,4855

ZO1:Primera muestra
Z02: Segunda muestra
Z03: Tercera muestra
X :Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
0. Desviacién estandar
Fuente: Investigacién Experimental.
Elaboracién: La autora.

El indice de refraccion promedio del aceite esencial obtenido de las tres muestras de Zingiber
officinale es de 1,4847.

Los aceites esenciales en su gran mayoria muestran indices de refraccion entre 1,40y 1,61
cuando son leidos a 20°C, como podemos observar en la tabla 7, el valor encontrado del

aceite esencial cumple con estos parametros estudiados (Murillo et.al ,2014).

De acuerdo a Inca, 2012 los resultados del indice de refraccion, indica que la muestra si ha

pasado por la desviacion en el haz de luz del equipo.
3.1.3. Actividad Optica especifica.

En la tabla 8 se puede visualizar el valor promedio de la actividad éptica obtenida en las tres

muestras de estudio.
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Tabla 8. Actividad Optica especifica del aceite esencial de Z. officinale

Muestras Actividad éptica X o
Z01 -16,2587°
202 -5,271° -12,109 5,9667
Z03 -14,7967

ZO1:Primera muestra

Z02: Segunda muestra

Z03: Tercera muestra

X :Media aritmética correspondiente a las diferentes repeticiones
o: Desviacion estandar

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora

La actividad Optica especifica segun lo que refleja la tabla 8, existe un valor promedio de -
12,109, actualmente no existe informacion sobre este parametro en estudios de Zingiber
officinale

Segun Pino et al., 2011 los valores que oscilan entre 12-28° poseen una actividad dextrégira
siendo estos Opticamente activos; como se puede observar nuestro valor posee un indicador
negativo, lo que nos lleva a pensar que posiblemente el aceite esencial de Z.officinale posee
en su mayoria compuestos levogiros, es decir, la luz polarizada rota en el sentido contrario de
las manecillas de reloj, siendo la disposicion de los &tomos crucial en la determinacion de la

actividad biolégica.
3.2. Composicion quimica del aceite esencial de Zingiber officinale.
3.2.1. Analisis cualitativo y cuantitativo.

La composicién quimica del aceite esencial de Z. officinale fue analizada por CG-EM y CG-
FID en la columna no polar DB-5MS y columna polar HP-INNOWAX, proporcionando asi el

cromatograma , para su respectiva identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos.

En la figura 16 y 17 se presentan los perfiles cromatograficos del aceite esencial obtenidos en
la columna DB-5MS y HP-INNOWAX, mediante la técnica CG-EM.
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Figura 16. Perfil cromatogréafico del aceite esencial de Zingiber officinale en la columna no
polar DB-5MS.

Fuente: Investigacion Experimental

Elaboracién: La autora
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Figura 17. Perfil cromatogréfico del aceite esencial de Zingiber officinale en la columna polar
HP-INNOWAX.

Fuente: Investigacion Experimental
Elaboracién: La autora
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Segun Pino et al., 2011 el tamafio de los picos y el tiempo de retencion establecen la

determinacion cuantitativa y cualitativa de un compuesto respectivamente.

En la tabla 9 se detalla con precision la composicion quimica del aceite esencial de Zingiber
officinale correspondiente a las columnas DB-5MS y HP-INNOWAX, los mismos que estan
dispuestos en orden de elucibn en la columna DB-5MS, resaltando los compuestos
mayoritarios, se indican también los indices de Kovats calculados y los referidos en la
literatura, el porcentaje promedio relativo y desviacién estandar para los compuestos

correspondiente a cada muestra analizada.
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Tabla 9. Composicion quimica del aceite esencial de Z.officinale.

COMPUESTOS
Heptanol
Tricyclene
a-Pinene
Camphene
B-Pinene

6-Methyl-5Hepten-2-one

Myrcene

a-Phellandrene

B- Phellandrene

Eucalyptol

v-Terpinolene

Citronelle

Endo-Borneol

trans- Carveol

a-Terpinolene

Neral

1K cal

909

926

936

951

978

986

989

1006

1030

1033

1084

1152

1172

1180

1195

1239

1K ref

896

926

939

954

979

985

990

1002

1029

1031

1088

1153

1169

1180

1199

1238

% de Cantidad Relativa ®

zO1

1,79

5,48

1,17

4,16

0,64

0,96

6,72

zO2

0,22

0,165

2,96

9,56

0,48

0,28

1,76

0,27

6,48

5,67

0,33

0,28

0,78

zO3

0,1707

X

0,19
0,17
2,33
7,41
0,42

0,24

0,22

4,93

5,01

0,27

0,23

0,76

0,61

0,86

6,62

45

0,04

0,59

2,05

0,08

0,05

0,31

0,07

1,34

0,64

0,08

0,07

0,03

0,03

0,09

0,15

1027

1036

1069

1105

1164

1161

1206

1205

1683

1281

1014

1032

1076

1118

1166

1140

1198

1213

1669

1290

% de Cantidad Relativa ®

ZzOo1

6,54

zZO2

0,21

3.8

11,08

0,61

2,14

0,35

5,39

6,49

6.8

zO3

2,89

8,41

0,46

1,59

3,27

5,81

6,73

1,691

2,35

0,13

1,21

0,84

0,12



Linalool-acetate

Geraniol

2-Undecanone

a-Copaene

B-Elemene

Benzene
B-Farnesene
B-Santalene

Y-Muurolene

Curcumene

Zingiberene

a-Amorphene

E.E- a-Farnesene

B-Bisabolene

Y- Cadinene

1251

1268

1293

1375

1388

1398

1452

1459

1474

1480

1494

1498

1504

1507

1510

1257

1267

1294

1376

1387

1403

1456

1459

1479

1480

1493

1479

1505

1505

1513

2,07

5,27

24,32

2,88

6,58

0,23

9,75

0,25

0,39

0,3

0,26

0,28

6,23

21,2

2,87

5,02

4,04

041

9,55

0,16

0,49

0,29

0,41

7,12

24,42

3,12

5,37

4,78

0,45

1,16

10,26

0,2

0,43

0,26

0,19

0,31

0,27

0,34

6,21

23,32

2,96

5,66

4,28

0,43

46

1,3

1,06

0,06

0,05

0,02

0,017

0,09

0,93

1,83

0,14

0,82

0,44

0,03

1735

1773

1721

1726

1728

1726

1728

22,23

18,94

22,57

10,5

0,57

21,25

0,97

0,08



S5-Cadinene

B- Sesquiphellandrene

Germancrene-B

Nerolidol

Khusimone

a-Acorenol

Valerianol

Limonene

B-Maaliene

Germancrene-D

*TOTAL IDENTIFICADO

X=Promedio
o=Desviacidn estandar

Fuente: Investigacion Experimental
Elaboracién: La autora

1517

1523

1558

1561

1613

1631

1654

1K®®'=fndice de Kovats calculado
IK*f=Indice de Kovats reportado en la literatura.ver anexo IV

1523

1522

1561

1563

1604

1633

1659

0,64

7

0,48

0,43

0,51

0,61

0,72

9,03

0,36

0,26

0,34

0,43

*=Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas
ZO1=Aceite de la primera recoleccion; ZO2=Aceite de la segunda recoleccién; ZO3=Aceite de la tercera recoleccién
Z01,7z02,Z0O3: Promedios calculados de las tres recolecciones en base a su porcentaje de area

0,64
8,03

0,41

0,3

0,39

0,48

98,66

47

—r——

0,08

1197

1716

1699

1787 8,54 7,79
1854 0,55 0,46
1203 1,24 2,04
1732 0,96 1,01
1700 2,46 2,04

*TOTAL IDENTIFICADO




En la figura 18, se puede observar los porcentajes de los siete compuestos mayoritarios
del aceite esencial de Z.officinale en la columna DB5MS, los cuales son: Zingiberene
(23,32%), Geraniol (10,26%), B- Sesquiphellandrene (8,03%), Camphene (7,41%),
Neral (6,62%), Curcumene (6,21%), E, E a-Farnesene (5,66).
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Figura 18. Compuestos mayoritarios en la columna no polar (DB5-ms)
Fuente: Investigacion Experimental
Elaboracion: La autora

Los porcentajes de los siete compuestos mayoritarios del aceite esencial de Zingiber
officinale en la columna HP-Innowax se representan en la figura 19, siendo estos:
Zingiberene (21,25%), Geraniol (10,50%), Camphene (8,63%), B- Sesquiphellandrene
(8,62%), Neral (6,62%), E, E a-Farnesene (6,75%), Carveol (6,70%), Eucalyptol
(5,71%).

48



HP-INNOWAX

50
c
© 10
@
= 30
c P
@ 20
e 21,2 S 3
< PANC P P — —
o 10 z e 77 P o e
8, = T B e I
2 O < 2 & > o
& & S S
0 ) Q N & (4 >
N o <& 2 < <
< (/’b Q>\ <<’b <</\)~
V & «?
(_)Q/
&
Compuestos

Figura 19. Compuestos mayoritarios en la columna polar HP-Innowax
Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora

El andlisis cuantitativo se realiz6 mediante la comparaciéon del porcentaje de cantidad
relativa de los picos reflejados en el detector de ionizacion de llama (FID) con el
porcentaje de cantidad relativa de los picos de los compuestos identificados en masas,

tanto en la columna polar como la columna no polar.

En la tabla 10 se observa los resultados que representan los porcentajes de cantidad

relativa para cada muestra analizada, el promedio y la desviacién estandar.
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Tabla 10.Comparacion de la cantidad relativa (%) de los compuestos quimicos del aceite esencial por CG-MS y CG-FID

COMPUESTOS

Heptanol

Tricyclene
a-Pinene
Camphene
B-Pinene

6-Methyl-5Hepten-2-one

Myrcene

a-Phellandrene
B- Phellandrene
Limonene
Eucalyptol

y-Terpinolene

Citronelle

Endo-Borneol

trans- Carveol
a-Terpinolene

Neral

A7)

5,48

117

0,73

0,64

0,96

6,72

Z01

2,01

6,14

i85

03

0,73

0,92

6,82

% de Cantidad Relativa

Z02
MS FID MS
0,22 0,32 0,16
0,16 021 ...
2,96 35 2,24
9,56 11,01 72
0,48 0,62 0,37
0,28 0,36 0,21
1,76 2,28 1,27
0,27 0,27 017
6,48 6,84 413
5,67 547 4,97
0,33 033 0,22
0,28 05 0,19
0,78 0,85 0,76
0,6 0,43 0,59
0,78 0,77 0,85
6,7 7,02 6,45

Z03

FID

0,29

2,62

8,45

0,47

0,28

167

0,17

4,46

4,83

0,25

0,13

0,86

0,44

0,86

6,94

MS

0,19

0,17

2,33

741

0,42

0,24

14

0,22

4,93

5,01

0,27

0,23

0,76

0,61

0,86

6,62

b

FID

0,31

0,21

2,71

8,53

0,55

0,32

1,82

0,22

5,19

4,79

0,29

0,32

0,67

0,53

0,85

6,93

50

MS

0,04

0,59

2,05

0,08

0,05

0,31

0,07

1,34

0,64

0,08

0,07

0,03

0,03

0,09

0,15

FID

0,02

0,75

2,44

0,11

0,06

041

0,07

144

0,71

0,06

0,26

0,32

0,17

0,07

01

221

6,39

0,35

1,34

3,33

1,24

4,83

% de Cantidad Relativaa

Z01 202
FID MS FID
...... 0,21 0,23
2,13 3.8 3,77
6,49 11,08 12,21
04 0,61 0,69
1,73 2,14 2,72
...... 0,35 04
32 5,39 6,12
1,27 2,04 2,14
739 6,49 11,012
6,9 6,8 7,35
...... 0,34 0,33

2,89

841

0,46

1,59

3,27

1,49

5,81

6,73

Z03

2,9

93

0,52

2,06

3,28

1,58

8,54

0,21

2,97

8,63

0,47

1,69

0,35

3,99

16

571

I

0,23

2,93

9,33

0,54

2,17

04

42

1,66

8,98

0.8

2,35

0,13

0,4

121

0,41

0,84

0,82

2,86

0,15

0,50

1,66

0,44
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Linalool-acetate
Geraniol
2-Undecanone
a-Copaene
B-Elemene
Benzene
B-Farnesene
B-Santalene
Y-Muurolene
B-Maaliene
Curcumene
Zingiberene
a-Amorphene
E,E- a-Farnesene
B-Bisabolene
y-Cadinene

5-Cadinene

2,07

11,49

2432

2,88

2,57

12,41

174

3,73

0,23

9,75

0,25

0,39

0,26

0,26

0,28

212

2,87

5,02

0,41

0,55

10,68

0,27

0,18

031

14,61

2,92

7,54

0,38

0,38

0,16

0,49

0,29

041

2442

3,12

537

0,45

0,72

108

02

0,49

0,34

0,21

0,63

031

0,55

18,23

3,97

0,43

0,36

1,16

10,26

23,32

2,96

5,66

043

0,64

153

113

0,23

0,33

0,32

021

0,49

0,24

3,54

83

3,88

0,41

0,39

51

13
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35

36

37

38

39

40

41

B- Sesquiphellandrene 7,79 733 7,27 6,78 9,03 8,35 8,03 7,49 09 08 8,54 7,71 7,79

Germancrene-D (SO (S [T (N [P R R [N (N [— 2,46 2,27 2,04
Germancrene-B 0,48 0,25 0,37 0,16 0,36 0,18 0,41 0,19 0,07 0,04 0,55 0,54 0,46
Nerolidol 043 0,95 0,23 0,11 0,26 0,12 03 0,39 0,11 048 .. I
Khusimone 0,51 0,51 0,32 0,16 0,34 0,16 0,39 0,28 01 021 e e
a-Acorenol 0,61 05 04 0,39 0,43 0,41 048 0,43 0,11 006 .. SR -
Valerianol 0,54 0,44 041 0,47 0,42 0,32 045 0,41 0,07 0,08 [ -
*TOTAL IDENTIFICADO 98,65 97,07 *TOTAL IDENTIFICADO

Compuestos segln el oren de elucion de la columna DB-5ms

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

**= Sumatoria del porcentaje refiativo de los compuestos identificados en la columna HP-Innowax-Masas y HP-Innowax-Fid
Z01=Aceite de la primera recoleccion; ZO2=Aceite de la segunda recoleccién; ZO3=Aceite de la tercera recoleccion

MS: Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

FID: Cromatografia de Gases acoplada al Detector de lonizacion de llama

X=Promedio

o=Desviacion estandar

Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora
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En la figura 20, se puede observar los porcentajes de los siete compuestos mayoritarios
del aceite esencial de Z.officinale en la columna DB5 acoplada a FID, los cuales son:
Zingiberene (16,74%), Geraniol (11,3%), Camphene (8,53%), E, E a-Farnesene (8,3%),
B- Sesquiphellandrene (7,49%), Neral (6,93%), Curcumene (5,32%).

DB5-FID

b
310 " P ® » ® @ &
o
& ) & & N > &L

2 o

Figura 20. Compuestos mayoritarios en la columna no polar (DB5-FID)
Fuente: Investigacién Experimental
Elaboracion: La autora

Los porcentajes de los siete compuestos mayoritarios del aceite esencial de Zingiber
officinale en la columna HP-Innowax se representan en la figura 21, siendo estos:
Zingiberene (17,84%), Geraniol (11,3%), Camphene (9,33%), Carveol (9,19%),
Eucalyptol (8,98 %), - Sesquiphellandrene (7,89%), E, E a-Farnesene (5,36 %).

Hp-Innowax FID

racion
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Figura 21. Compuestos mayoritarios en la columna polar (HP-Innowax-FID)
Fuente: Investigacion Experimental
Elaboracion: La autora
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La determinacion quimica empleada del aceite esencial de Zingiber officinale permitio
identificar 41 compuestos quimicos; correspondiente en la columna no polar DB5-ms a
un total de 38 compuestos que representan un porcentaje de identificacién de 98,65%,y
en la columna polar Hp-Innowax un total de 21 compuestos con un porcentaje de
identificacion de 93,66%.

De acuerdo a Vasquez, Alva, & Marreros, 2001 el estudio quimico reportado sobre el
analisis del aceite esencial de Zingiber officinale muestra los compuestos mayoritarios
como: Zingiberene (22,22%) , Curcumene (13,11%), B- Sesquiphellandrene (9,44%),
Teraniol (3,33%), Myrcene (1,47%), Citral (1,25%), Geraniol (1,10%). Con respecto al
presente estudio los compuestos mayoritarios presentes son: Zingiberene (23,32%),
Geraniol (10,26%), B- Sesquiphellandrene (8,03%), Camphene (7,41%), Neral (6,62%),
Curcumene (6,21%), E, E a-Farnesene (5,66).

Existe una presencia dominante de sesquiterpenos y monoterpenos, siendo notoria la
predominancia de Zingiberene en ambos casos (Leyva et al , 2007), la diferencia entre
los otros compuestos mayoritarios tanto en porcentaje de identificacion como en la
presencia o ausencia de ellos puede deberse al efecto del ambiente por factores como:
altitud, precipitaciones, temperaturas, intensidad de la radiacion solar, entre otros, en
los que se desarrolla la planta, asi mismo las condiciones de extraccién, lo que afecta
directamente a las diferencias entre las caracteristicas cualitativas y cuantitativas
(Muiioz, Vogel, & Razmilic, 2004).
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3.3. Actividad bioldgica del aceite esencial de Zingiber officinale
3.3.1. Concentracién minima Inhibitoria (CMI) antibacteriana.

En la tabla 11 se muestran los resultados de CMI del aceite de Zingiber officinale frente
a una cepa de bacterias Gram-negativas y tres cepas de bacterias Gram-positivas.

Tabla 11. Concentracién minima inhibitoria (ug/mL) de las muestras del aceite esencial de Z.0.

Muestras de aceites

Microorganismos 701 ‘ 702 ‘ Z03
CMI (ug/mL)

GRAM NEGATIVAS

10000 | 10000 10000
Escherichia coli (ATCC 25922)

BACTERIAS

GRAM POSTIVAS

5000 2500 5000
Staphylococcus aureus (ATCC
25923)

1250 1250 1250
Micrococcus luteus ( ATCC 9341)

10000 | 10000 10000
Enterococcus  faecalis (ATCC
29212)

1250 1250 1250

HONGOS | Candida albicans (ATCC 26555)

Control positivo: Gentamicina (0,39 ug/mL) para E.coli; Tetraciclina (CMI 1,562 ug/mL) para S.aereus, M.luteus,
E.faecalis.

Z0O: Cadigo de muestras del aceite esencial de Zingiber officinale

ZO1:Primera muestra

Z02: Segunda muestra

ZQO3: Tercera muestra

Fuente: Investigacién directa
Elaboracién: La autora

Como observamos en la tabla 11 los compuestos quimicos del aceite esencial de
Z.officinale analizados frente a diversas cepas bacterianas no presentan actividad

antimicrobiana alguna.

De acuerdo a los pardmetros establecidos por Holetz et al. 2002, la evaluacion de la

actividad antimicrobiana se clasifica :
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= Buena: CMI < 100 ug/mL
= Moderada: CMI de 100 a 500 ug/mL
= Débil: CMI de 500 a 1000 ug/mL

= |nactiva: mas de 1000 ug/mL

Segun a la evaluacion de estos parametros podemos establecer que la muestra es
inactiva frente al grupo de bacterias analizadas tanto Gram-negativas como Gram-

positivas.

Vasquez, Alva, & Marreros, 2001 menciona de acuerdo al estudio de extraccion y
caracterizacion del aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale), que las pruebas de
sensibilidad empleadas muestran que el jengibre ejerce accidén antimicrobiana frente a
Bacillus cereus, Staphylococus aureus y Streptococus faecalis ,pero no ejerce accion
antimicrobiana sobre Salmonella tiphy, Shigella flexneri, Pseudomonas areuriginosa y
Escherichia coli. En comparacién con el presente estudio existe similitud frente a la
inactividad en bacterias Gram-negativas, y medianamente debil frente a Staphylococus
aureus, esto se puede deber a las concetraciones, volumen o condiciones de incubacion

empleadas en los estudios (Zapata et al, 2010).

Las bacterias Gram-negativas muestran resistencia intrinseca a una gran variedad de
aceites esenciales, la misma que se relaciona con la superficie hidrofila de su membrana
externa, ya que al poseer los aceites esenciales macromoléculas hidrofébicas se
vuelven incapaces de atravesar esta barrera; sin embargo las bacterias Gram-positivas
suelen ser mas susceptibles al efecto antimicorbiano ya que en estas no existe una
cubierta de lipopolisacaridos que evite la difusion de los compuestos hidrofébicos

presentes en los aceites esenciales (Rincén, Castafio, & Rios, 2012).

Asi también Arcila et al. 2004, establecen los parametros a considerar para la evaluacién
antifingica de los aceites esenciales, donde indica que deben presentar un CMI entre
0,65-1,27 mg/mL, comparando con el presente estudio la muestra analizada presenta
un CMI de 1,25 mg/mL lo que nos ayuda a determinar que el aceite de Z.officinale es

activo frente a Candida albicans.

En la actualidad no existen estudios de evaluacion antifingica relacionado con Zingiber
officinale, pero si de aceites de otra familia como la Poaceae como lo menciona (Pitarch,

2000), donde descarta una alta actividad de las mismas.
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3.4. Actividad antioxidante del aceite esencial de Z. officinale
3.4.1. Método ABTS".

Al calcular la capacidad antioxidante de muestra del aceite esencial de Zingiber
officinale, mediante la técnica aplicada para ABTS™ a diferentes concentraciones de los
estandares de referencia, so logré obtener los datos de absorbancia, que luego fueron
sustituidos en la ecuacién 2, llegando asi a los valores de porcentaje de disminucion

para cada concentracion del aceite esencial como se lo puede observar en la tabla 12.

Tabla 12. Datos del método ABTS * para el aceite esencial

ACEITE
ABTS"
Absorbancia Concentracion Absorbancia Porcentaje de
Blanco (mg/mL) Determinada Disminucion (%)
1,37 8,8 0,073 94,46
2,6 0,466 65,95
1,32 0,695 49,27

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: La autora

Al realizar los calculos del aceite esencial de Zingiber officinale se observé que el
porcentaje de disminucion por el método ABTS * alcanzé valores altos por encima de
50%, evidenciando asi que en las muestras tratadas estan presentes compuestos
donadores de hidrégeno o electrones que pueden estabilizar al radical catibnico ABTS *
(Granados, Yarfez, & Acevedo, 2014).

Segun los datos evaluados existe una alta actividad antioxidante comprobada por el
método ABTS*, revelando que posiblemente se deba a la presencia de geraniol, el cual
se lo ha catalogado como un constituyente quimico destacado por su actividad
antioxidante, dicho compuesto, en nuestro estudio se presenta en un porcentaje alto
(Carhupoma et al, 2005).

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante pueden ser expresados como
IC50, la misma que se define como la concentracién del antioxidante que disminuye la
concentracion del radical a un 50% de la cantidad inicial; es decir del 100 %. En el

estudio es posible calcular el IC50 obteniendo 1,47 mg/mL.
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No existen estudios sobre la actividad antioxidante del aceite esencial de Z.officinale,
sin embargo se reportan algunos estudios de otros aceites esenciales recalcando un
IC90 DE 9,1 +1 ug/mL, comparando frente a nuestro trabajo se demuestra que la
actividad antioxidante de Zingiber officinale es muy potente, estos datos sugieren que
dicha actividad no se debe solamente a los compuestos mayoritarios, Sino a un
sinergismo existente entre todos sus componentes (Zapata et al , 2009).

3.4.2. Método DPPH.

En la tabla 13 se describe la absorbancia media obtenida a diferentes concentraciones
de los estandares de referencia, calculado con la misma ecuacion que se utilizo en el
método ABTS*. Asi mismo los datos de las absorbancias del aceite, aplicando la misma
ecuacion para encontrar la capacidad antioxidante de cada una de las muestras, como

lo refleja la tabla 14.

Tabla 13. Datos del método DPPH para los estdndares TROLOX.

DATOS DPPH
TROLOX

Absorbancia Concentracion Absorbancia Porcentaje de
Blanco Determinada Disminucioén (%)
1,10 40 0,419 61,911

30 0,570 49,911

20 0,764 30,555

10 0,930 15,455

5 1,008 8,364

2,5 1,059 3,728

Fuente: Investigacioén directa
Elaboracién: La autora
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Tabla 14. Datos de absorbancias medias y porcentaje de disminucién del aceite esencial de
Zingiber officinale por el método DPPH.

ACEITE
(DPPH)
Abs. Blanco Concentracion Absorbancia Porcentaje de
(mg/MI) Determinada Disminucion
1,10 30 0,145 86,81
15 0,395 64,09
7,5 0,608 44,7

Fuente: Investigacién directa
Elaboracion: La autora

Segun los datos reflejados el porcentaje de disminucidn se encuentra por encima del
50%, lo cual determina que también existen compuestos antioxidantes que atrapen
radicales libres o con capacidad de captacion de radical hidroxilo (Carhupoma, Bonilla,
Suarez, Vila, & Lopez, 2005).

En general los valores del radical DPPH fueron parecidos en comparacion a los valores
obtenidos frente al radical ABTS *, sin embrago los datos obtenidos en la técnica ABTS*
presentan valores mucho mas altos que la otra técnica; sugiriendo asi que los
compuestos antioxidantes presentes en el aceite esencial de Z. officinale son altamente
hidrofilicos siendo mas sensibles a la técnica de ABTS* (Granados et al, 2014).

Al igual como sucede en el método ABTS* obtenemos un IC50 de 11,425 mg/mL, el cual
se encuentra en valores incluso mas altos y potentes que en el método empleado con
anterioridad, llegando asi a la misma conclusién de una actividad antioxidante del aceite

esencial de Zingiber officinale muy alta, lo cual es de mucho interés a nivel comercial.
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CONCLUSIONES

Los valores de las propiedades fisicas obtenidas fueron: densidad relativa de
0,8846 g/cm?, el valor medio del indice de refraccién fue de 1,4847 y la actividad
Optica de -12,109°.

En la composicién quimica del aceite esencial se identificaron 41 compuestos
quimicos; correspondiente en la columna no polar DB5-ms a un total de 38
compuestos que representan un porcentaje de identificacién de 98,65%,y en la
columna polar Hp-Innowax un total de 21 compuestos con un porcentaje de
identificacion de 93,66%.

Se identificaron  siete compuestos mayoritarios del aceite esencial de
Z.officinale, los cuales fueron: Zingiberene (23,32%), Geraniol (10,26%), B-
Sesquiphellandrene (8,03%), Camphene (7,41%), Neral (6,62%), Curcumene
(6,21%), E, E a-Farnesene (5,66).

El compuesto predominante fue el Zingiberene correspondiente a un porcentaje
de 23,32 %, el cual se presentd en ambas columnas DB-5ms y HP-Innowax.
Los resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial reflej6 una
actividad medianamente débil frente a Staphylococcus aureus, mientras que en
las otras cepas evaluadas de Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus
faecalis fue inactivo en las concentraciones evaluadas, la actividad antifingica
frente a Candida albicans se presento débil.

El aceite esencial de Zingiber officinale present6 actividad antioxidante frente a
la técnica ABTS* con un IC50 DE 1,47 mg/mL, asi mismo para la técnica DPPH
no presento dicha actividad present6 un IC50 de 11,425 mg/mL, esto se debe a
que los compuestos antioxidantes presentes son altamente hidrofilicos siendo

mas sensibles a la técnica de ABTS".
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre los posibles factores externos que hacen que exista una
variacion de la composicién quimica del aceite esencial de una especie.
Realizar estudios posteriores para evaluar las propiedades atribuidas a la familia
Zingiberaceae.

Desarrollar técnicas de aprovechamiento del aceite esencial en el campo
farmacéutico y alimenticio.

Incluir mas microorganismos en el estudio de actividad biolégica, que sean de
interés antimicrobiana para la salud.

Analizar mediante otros métodos la capacidad antioxidante de Zingiber officinale

para posteriores comparaciones.
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ANEXO |

DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982

PROPUESTA:

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

Organizacién Internacional de Normalizacién.
OBJETIVO DE APLICACION:

La presente norma especifica el método referido a la determinacion de la densidad

relativa a 20°C de los aceites esenciales.
REFERENCIAS:

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

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

PRINCIPIO:

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

agua destilada a 20°C.
NOTA:

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

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

un cierto volumen del aceite esencial a 20°C.

APARATOS:

=  Picnédmetro de vidrio.
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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
picnédmetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de
aire seco. Si es necesario secar el exterior del picnébmetro con un trapo seco o
con papel filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza,
pesar el picndmetro, con el tapdn en su sitio con 1mg de precision.

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

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

esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d3J se la expresa con la férmula (5)

20_M27 Mo
dp=me (5)

Dénde:

d39: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.

Mo: masa en gramos del picnédmetro vacio.

m1: masa en gramos del picnémetro con agua.

m»: masa en gramos del picndmetro con aceite esencial.

Se expresaran los resultados con tres decimales
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ANEXO I

DETERMINACION DEL iINDICE DE REFRACCION

(Método de Referencia)
Segun la AFNOR NF T 75-112 /1988
PRINCIPIO:

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

condiciones de iso-tropismo y de transparencia.
DEFINICION:

El indice de Refraccién de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del &ngulo de refracciéon 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 fusién del aceite considerado.
APARATOS:

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

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

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

indices de refraccién segun:

1.3330 para agua destilada.

1.4906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.
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Los productos patrén deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabricacion del equipo.
MODO DE OPERACION:
Determinacion

Pasar una corriente de agua en el refractometro, a fin de mantener el aparato a la
temperatura de referencia de 20°C salvo para los aceites esenciales que nos son
liguidos 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 realizard la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.

Resultados:

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

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

Dénde:

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

F = factor de correccién (0.0004)

t’= temperatura a la que se efectud6 la lectura

t = temperatura a 20°C
Nota:

Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion es de +0.0002.
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ANEXO Il

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD OPTICA

PRINCIPIO:

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

transcurre en una solucion del aceite.

DEFINICIONES:

Rotacion optica de un aceite esencial: a'D

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

Rotacion de un aceite esencial en solucion (rotacion especifica a).
La rotacion 6ptica de una solucion de aceite esencial dividida para la masa de aceite

esencial por unidad de volumen

REACTIVOS:

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

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

del mismo

APARATOS:

Polarimetro: Con una precisiéon no menor de +0.5mrad (+0.03°) y ajustado de 0° a 180°
con agua.

El polarimetro constara de un plato de cuarzo de rotacidn Optica conocida, si esto es

inaccesible, con una solucién acuosa con un contenido de 26g de sacarosa anhidra pura
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por 100ml de solucién. La rotacion Optica de esta solucion es de +604 mrad en 200mm
de pasta a una temperatura de 20°C. El instrumento deber& ser usado en la oscuridad.
Lafuente de luz: Comprende un dispositivo a una longitud de onda de 589.3nm + 0.5nm
con una lampara de vapor de sodio.

Tubos polarimétricos: Usualmente de 100mm + 0.5mm de longitud. Para muestras
ligeramente coloreadas o de baja rotacion Optica se deben usar tubos de mas o menos
200mm % 0.5mm, tubos de 50mm + 0.05mm o 10mm = 0.05mm o0 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 termdémetro, asegurar la circulacién del agua a la temperatura requerida. Para la
determinacion de la temperatura ambiente ver el tipo de tubo de ensayo que se debe
utilizar, si bien es aconsejable utilizar los descritos en la parte anterior.

TermOometro: Graduado en 0.2°C o 0.1°C permitiendo la determinacion de
temperaturas entre 10°C y 30°C

PROCEDIMIENTO:

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

levo rotacion (-) del aceite que en la escala muestra el instrumento.

RESULTADOS:

Célculos y formulas

La rotacion 6ptica expresada en miliradianes o en grados del angulo esta dada por la
ecuacion.

a’'D=A/N*100

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

| = es la longitud del tubo usado en mm.

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 al aceite ensayado (para aceites esenciales de citricos y para
otros se conocen factores de correccion especificos).

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

aceite.
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Rotacion éptica de un aceite en solucién, “Rotacion especifica”

La rotacion especifica expresada en mili radianes o grados del angulo esta dada por la
ecuacion.

[a]=a’D/C

Donde:

a’D = es la rotacion oOptica del aceite en solucion.

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

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

a continuacién para obtener la actividad éptica calculada.
a=|(—)—as
lxc

Donde:

a = Actividad Optica calculada

al = Actividad Optica leida

[ =Dimension del tubo (dm)=1

as= Actividad éptica del solvente=0,00 0 Z

¢ = Concentracion muestra (gr/ml)
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ANEXO V

INDICE DE KOVATS

Obtenido los cromatogramas se procedié a calcular mediante la ecuacién 1 los indices
de Kovats (IK) de los picos integrados, para ello se compar6 el tiempo retencion de los
hidrocarburos con el tiempo de retencion de los componentes del aceite esencial
aplicando la siguiente formula:

IK = 100n + 100 % Rx~‘Rn

RN—tRn

Donde:

IK: indice de retencion de Kovats

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

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

tgn: Tiempo de retencion 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 no polar, valores que se compararon con los reportados por Adams (Adams,
2009), bases de datos electronicas 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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