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RESUMEN

En este trabajo se realizd el andlisis del aceite esencial de la planta Hedyosmum
purpurascens, extraido mediante destilacion por arrastre de vapor, obteniendo un
rendimiento de 0,02%. Present6é una densidad de 0,93 g/cm3, indice de refraccion de
1,484 vy actividad o6ptica de +32,90°. Se identific6 un total de 67 compuestos
correspondiendo al 93,78% del total analizado, los compuestos mayoritarios fueron: el
Germacrene D (19,5%), Caryophyllene <(2)-> (7,3%), Cadinene <y-> (6,1%) Linalool
(5,8%), y Cis ocimene (5,2%). Ademas, se determind la distribucion y el exceso
enantiomérico de 8 pares de enantiomeros: Pinene <B->, Camphenol <6->, (+) Linalool,
Terpinen-4- ol, Copaene <B->, Amorphene <y->, Cubebol, Muurolol< epi a->. En el
andlisis olfatométrico se obtuvo el factor de dilucién (FD) de los componentes activos de
olor del aceite, dentro de los cuales se identific6 8 compuestos; siendo el Linalool con el
mayor FD. Se evalué la actividad antimicrobiana, sin presentar actividad inhibitoria; y se
evalué la actividad antioxidante, resultando débil en ambos ensayos espectrofotométricos:
DPPHy ABTS.

Palabras claves: Hedyosmum purpurascens, Chloranthaceae, Germacrene D, CG-EM.



Abstract

In this work the analysis of the essential oil of the plant Hedyosmum purpurascens,
extracted by steam distillation, obtaining a yield of 0.02%, was carried out. It presented a
density of 0.93 g/cm?, refractive index of 1.484 and optical activity of +32.90°. A total of 67
compounds were identified corresponding to 93.78% of the total analyzed, the major
compounds were: Germacrene D (19.5%), Caryophyllene <(Z) -> (7.3%), Cadinene <y- >
(6.1%), Linalool (5.8%), and Cis ocimene (5.2%). In addition, the distribution and
enantiomeric excess of 8 pairs of enantiomers were determined: Pinene <f->, Camphenol
<6->, (+) Linalool, Terpinen-4- ol, Copaene <B->, Amorphene <y->, Cubebol, Muurolol
<epi a->. In the olfactometric analysis, the dilution factor (FD) of the active components of
odor of the oil was obtained, within which 8 compounds were identified; being the Linalool
with the highest FD. The antimicrobial activity was evaluated, without presenting inhibitory
activity; and the antioxidant activity was evaluated, being weak in both spectrophotometric
tests: DPPH and ABTS.

Keywords: Hedyosmum purpurascens, Chloranthaceae, Germacrene D, CG-EM.



INTRODUCCION

Existe una variedad de productos quimicos para combatir los microorganismos
patégenos, controlar su desarrollo, y evitar la producciéon de enfermedades, por lo que se
busca que estos sean los mas toxicos para los microorganismos, pero con efectos

nocivos minimos para el hombre (Martinez, 2005).

A partir de las plantas se pueden aislar muchos metabolitos secundarios que
generalmente no son toxicos, dentro de los cuales se destacan algunos que son
importantes en el area de la industria, medicina y en varios productos empleados

diariamente. Estas sustancias reciben el nombre de aceites esenciales (Stashenko, 2009).

En la familia Chloranthaceae el género Hedyosmum posee pocos estudios a pesar de ser
el mas abundante. Los monoterpenos y sesquiterpenos se consideran los principales
componentes en el aceite esencial de la mayoria de las plantas de esta familia (Cao,
Peng, Shi, & Xiao, 2008). En un estudio se identificaron monoterpenos especialmente el
sabineno y sesquiterpenos oxigenados, principalmente furanodieno, estos fueron los
principales componentes encontrados en los aceites de H. mexicanum. Los hidrocarburos
monoterpénicos también fueron el principal grupo de componentes en el aceite de H.
bonplandianum. Mientras que el aceite de H. costaricensis estaba constituido
principalmente por hidrocarburos sesquiterpénicos especialmente germacreno-D
(Mundina et al., 2000).

En otro trabajo reportaron la composicién quimica y enantiomérica del aceite esencial de
H. scrabum macho y hembra recolectado en la Provincia de Loja. En la hembra se
identific6 en su mayoria monoterpenos oxigenados, mientras que en el macho hubo

sesquiterpenos (Herrera, Morocho, Vidari, Bicchi, & Gilardoni, 2017).

Por ello, el presente proyecto surgié de la necesidad de poder analizar la composicion
quimica y enantiomérica del aceite esencial de Hedyosmum purpurascens, con el fin de
aprovechar de una mejor manera los recursos naturales que tenemos en la provincia de
Loja para beneficio de la industria, la farmacia, la agricultura y la medicina; ya que se

podria disponer del estudio de dicho aceite para analizar su posible utilizacién.

El objetivo principal del presente trabajo es determinar las propiedades quimicas,
enantioméricas, y fisicas del aceite esencial de Hedyosmum purpurascens, ademas de
evaluar la actividad biol6gica frente a microorganismos Gram positivos, Gram negativos y

hongos; conjuntamente con su actividad antioxidante mediante ensayos DPPH y ABTS.
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1.1. Plantas medicinales

De acuerdo con la OMS 2003, las plantas medicinales son especies vegetales usadas con
fines terapéuticos, que necesitan cuidados en su uso, ya que pueden ofrecer riesgos a la
salud al ser manipuladas de forma erréonea (Borges, 2001) (Franca, Souza, Baptista, &
Britto, 2008).

1.1.1 Plantas medicinales en Ecuador

Hace aproximadamente 12000 afios el hombre lleg6 a lo que hoy es Ecuador (Almeida,
2000). Los primeros habitantes fueron pescadores, cazadores, recolectores, tras ellos
otras culturas originarias de las regiones continentales se alimentaron de semillas frutos
tallos raices, obteniendo especias 0 condimentos de plantas, para vestimenta, venenos y
tratamiento de dolencias o enfermedades (Torre & Macia, 2008). Su uso ha demostrado
gue es una de las mejores alternativas que benefician a las personas y comunidades
sobre todo del area rural que mantienen y conservan el uso de plantas medicinales.
(Toscano, 2006)(Bekalo, Woodmatas, & Woldemariam, 2009)

El herbario QCA de la Pontificia Universidad catélica del Ecuador en los ultimos 15 afios
ha ido aumentando el nimero de colecciones, llegando a contar hoy en dia con mas de
200.000 especimenes, de los cuales mas de 5.000 deben tener en sus etiquetas
informacién etnobotanica que indica hombres vernaculos y uso de las plantas. El 60% de

estas especies son medicinales (Rios, Koziol, Borgtoft, & Granda, 2007).

1.1.2. Familia Chloranthaceae

Segun (Todzia, 1998) esta familia cuenta con cuatro géneros y cerca de 75 especies. Con
distribucibn en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Rossi, 2002).
Considerada primitiva, posee una caracteristica de células secretoras en hojas y tallos, lo
qgue es comun con la familia Angiospermae (Kirchner, Wisniewski, Cruz, Biavatti, & Netz,
2010).

En el género Hedyosmum, las plantas medicinales, se usan sobre todo como:
estimulante, tonificante, antifingicas, y antidiarreicas, y en alimentos como: bebidas

tonificantes y para proporcionar el sabor a los licores (Kirchner et al., 2010).

1.1.3. Genero Hedyosmum
Hedyosmum (del griego: olor dulce), es el género mas abundante que solo ocurre en las
Américas, abarca alrededor de 46 especies tropicales y subtropicales (Kirchner et al.,

2010). Una de estas especies se encuentra en el sureste de Asia (Ulloa & Jorgensen,
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1993). La infusion de las hojas de estas plantas se consume en forma de té, o bien, como
substituto de café. A algunos se les atribuyen propiedades medicinales contra variadas

afecciones (Todzia, 1998).

1.1.4. Descripcion botanica

Son arbustos dioicos que poseen hojas aserradas con peciolos ensanchados y unidos en
la base formando una vaina; las inflorescencias masculinas se presentan en amentos, y
las femeninas capitadas. Las flores masculinas son ebracteadas, aperiantadas con
estambre, y anteras biloculares sésiles. Las flores femeninas son bracteadas, con
perianto fusionado total o parcialmente al gineceo. Finalmente su fruto est4 conformado
por endocarpio y exocarpio. Su habitat es en altitudes a partir de 500 hasta 2800m (Figura
1) (Ludlow, 1981).

Figura 1. Planta H. purpurascens en el sitio de recoleccion

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

1.1.5. Hedyosmum purpurascens Todzia

1.1.5.1. Descripcion taxonémica

Reino: Plantae Género: Hedyosmum
Division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Chloranthales

Familia: Chloranthaceae



1.1.5.2. Descripcién botanica

Arboles o arbustos dioicos de 2 a 4 m de altura, corteza gris, madera blanca torneada
anaranjada cuando esti expuesto al aire; hojas pequefas estrechamente ovaladas de
color purpura u obtusas en sus apices; porcion de peciolos verdes o
purpura; con flores pistiladas trigonales de 3 a 4 mm de largo, con poro oscuro en cada
cara del ovario, estigmas lineales con coloraciéon purpura y papilas muy cortas; tallos
jovenes lisos, cuadrados, y purpuras, mientras que los tallos grandes tienen nudos
ligeramente hinchados y entrenudos de 1.2 cm a 3.3 cm de altura. Fructiferos globosos de
color purpura a negro con diametro de 0.8 cm a 1.2cm; no posee semillas maduras
(Figura 2) (Todzia, 1998).

Figura 2. Muestra botanica para el
Herbario de la UTPL

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

1.1.5.3. Habitat
Conocido solo en la Provincia de Loja-Ecuador, en bosques nublados a elevaciones de
2300-2600 m (Todzia, 1998). Dentro de las carreteras de Loja-Zamora, Catamayo,
Valladoid o Saraguro, e incluso en el parque Nacional Podocarpus. Algunos de sus
hébitats estan siendo deforestados para la produccion de carbdén vegetal (Leon et al.,
2011).

1.2. Aceites Esenciales

1.2.1. Definicion de aceites esenciales
Baser & Buchbauer (2010) define a los aceites esenciales como productos vegetales

naturales con diversidad de propiedades biologicas. La palabra "biol6gico” se refiere a
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todas las actividades que estas mezclas de compuestos volatiles (principalmente mono y
sesquiterpenoides, benzoides, fenilpropanoides, entre otros) ejercen sobre humanos,
animales y otras plantas (Baser & Buchbauer, 2010). Se caracterizan por su olor fuerte, y
son sintetizados por plantas como metabolitos secundarios jugando un papel muy
trascendente en la proteccion de las mismas al cumplir su funciébn como antibacterianos,
anti fungicos, antivirales e insecticidas (Bakkali, Averbeck, Averbeck, & Idaomar, 2008).
1.2.2. Aplicaciones y propiedades de los aceites esenciales

Los aceites aumentan la regulacion del metabolismo gastrointestinal, aceleran la
eliminacion del epitelio. Adicional a ello, estimulan la actividad de enzimas digestivas en la
mucosa del pancreas e intestino. Dentro del grupo de los que mejoran la digestibilidad

fecal estan los extractos de romero, salvia, tomillo, canela y orégano (Zekaria, 2007).

Se ha demostrado que los componentes de los aceites esenciales pueden ser
anticancerigenos; debido a que los terpenos o también conocidos como isoprenoides, son
componentes que provocan modificacion celular reduciendo el riesgo de cancer (Thormar,
2010).

Por otro lado, mejoran la eficacia de las células que intervienen en la respuesta inmune,
como ocurre en situaciones de estrés entérico. El timol y carvacrol debido a ser
secuestrantes de radicales libres poseen actividad antioxidante marcada. Asi también el
orégano ejerce un efecto antioxidante (Zekaria, 2007).

1.2.3. Extraccion de aceites esenciales
Segun (Eikani, Golmohammad, & Rowshanzamir, 2007) para la obtencién de aceites
esenciales se emplean métodos de extraccion, que pueden ser la extraccion supercritica
o0 subcritica y la destilacion por arrastre de vapor. Este ultimo es muy usado dentro de la
industria; posee la ventaja de usar el agua como solvente, ya que no afecta al aceite
extraido, a diferencia de otros solventes, los cuales no son de grado alimenticio, como el
hexano usado en la extraccion Soxhlet. Ademdas, otra ventaja de la extraccién por

arrastre de vapor es que no se lleva a cabo la purificaciéon luego de su ejecucion.

1.2.4. Caracterizacion quimica de aceites esenciales
Las técnicas mas usadas en la caracterizaciobn y separacion de aceites son:
Cromatografia de liquidos (LC), cromatografia en capa fina (CCF), y ademas el andlisis de
los componentes del aceite se puede realizar mediante cromatografia de gases (CG)
(Zekovié, Adamovi¢, Cetkovi¢, Radojkovi¢, & Vidovi¢a, 2011).



La cromatografia en papel es aplicable a constituyentes vegetales solubles en agua,
carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos y compuestos fendélicos como taninos. La
cromatografia en capa delgada es util para la separacion de componentes liquidos
solubles en lipidos, esteroides, carotenoides, quinonas y clorofilas en donde también es
atil la cromatografia en columna; mientras que la cromatografia de gases es aplicada a

componentes volatiles como acidos grasos y monoterpenos (Saavedra, 2016).

1.2.4.1. Cromatografia de gases
Segun (USP, 2009) para realizar un analisis cualitativo y cuantitativo se emplea la
moderna técnica de cromatografia de gases. Se caracteriza por poseer una fase movil
gaseosas y una fase estacionaria liquida inmovilizada o sélida. Las fases estacionarias

liguidas estan disponibles en columnas capilares o rellenas.

1.2.4.1.1. Cromatografia de gases acoplado a masas (CG-EM)

Hay fabricantes de instrumentos que ofrecen equipos de cromatografia de gases que se
adaptan con diferentes espectrémetros de masas de barrido rapido (Skoog & Holler,
2016).

Se basa en inyectar una mezcla de compuestos, que se separa en la columna,
consiguiendo la elusién sucesiva de los componentes aislados en forma individual,
trasladandose rapidamente al espectrometro de masas. Luego se registran como picos
cromatogréficos, y se identifican por medio de su espectro de masas correspondiente
(Gutiérrez, 2002).

La espectrometria de masas es la herramienta de mayor aplicacion, en el sentido de que
esta técnica es capaz de proporcionar informacién acerca de: la composicion elemental
de las muestras; la estructura de las moléculas inorganicas, organicas y bioldgicas; de la
composicion cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas y de las relaciones isotopicas
de atomos en las muestras (Skoog & Holler, 2016). A pesar de ello, la identificacion es
limitada cuando un solo pico cromatografico contiene varios compuestos, por lo que los

espectros de masa grabados son dificiles de interpretar (Merfort, 2002).

1.2.4.1.2. Cromatografia de gases acoplado a FID (CG-FID)
Es la técnica cromatografica mas eficiente para separar mezclas volatiles, debido a su alto

poder de resolucion y disponibilidad de deteccion universal (Merfort, 2002).

En cromatografia de gases, el detector de ionizacion de llama (FID), es el mas aplicable,

ya que presenta mayor sensibilidad y respuesta universal, lo que quiere decir que



responde casi de la misma forma por unidad de masa de analito, sin actuar sobre su
estructura quimica mientras tenga carbonos orgénicos (Arroyave Garcia & Villa Florez,
2011).

Segun (Arroyave Garcia & Villa Florez, 2011) consiste en un quemador, en donde el
efluente de la columna se mezcla con hidrégeno. Este gas mezclado se enciende
mediante una chispa eléctrica, dando como producto una llama a temperatura alta. Al
exponerse a elevadas temperaturas, los compuestos organicos pirolizan, dando lugar a

iones y electrones, conductores de electricidad a través de la llama.

1.2.4.1.3. Andlisis olfatométrico por Cromatografia de Gases (CG-0)
GC-O es una técnica basada en la relaciébn entre los picos del cromatograma de
sustancias percibidas por el humano y por el detector del equipo, empleada por décadas
en perfumeria, permitiendo la evaluacién de componentes con olor activo en mezclas de
tipo complejas (Barbara D’Acampora, Casilli, Dugo, Dugo, & Mondello, 2007).
Es una herramienta para el estudio de matrices de sabores y fragancias, que se aplica a
una amplia gama de muestras mediante el uso de diferentes métodos de evaluaciéon (Van
Ruth, 2001); también se ha efectuado la determinacién de propiedades sensoriales de
enantiomeros por medio de GC-O enantioselectiva (B D’Acampora et al., 2006).
Segun (Bascdn, 2016) tiene dos detectores, que pueden ser el espectrdmetro de masas o
FID y un detector olfatométrico. Una de las técnicas mas empleadas en olfatometria es
AEDA, cuyo objetivo es detectar olores y luego describirlos, finalmente los resultados son
representados en un aromagrama (Van Ruth, 2001).
1.3. Metabolitos secundarios
Se los denomina secundarios debido a que no cumplen con alguna funcion definitiva en la
planta, y no todas las plantas los poseen (Vilela, Gonzalez, & Ravetta, 2011). Se han
usado en productos medicinales, perfumes, somniferos, venenos, y alucindégenos, desde
antes de conocer su naturaleza quimica (Macias, Molinillo, Valera, & Galindo, 2007).

Dentro de los metabolitos secundarios tenemos:

1.3.1. Terpenos
Son una serie de sustancias con actividad biolégica que conforman la planta. Tienen
origen biosintético comuan, una estructura quimica diferente, procedentes de la
condensacion del isopreno (2-metil-1,3-butadieno), hidrocarburo con cinco atomos de

carbono (Lépez, Miguel, & Aleixandre, 2012).



1.3.1.1. Monoterpenos
Son compuestos organicos volatiles, que se forman por dos unidades de isopreno
(Mohammad, Ki-Hyun, & Jeong, 2014).

Son los componentes clave de los aceites esenciales, pueden ser extraidos a partir de
vegetales como zanahoria, y de segmentos de plantas como las hojas del pino y frutas
(Banthorpe, Charlwood, & Francis, 1971) (Michlmayr et al., 2012).

1.3.1.2. Sesquiterpenos
Segun (Awouafack, Tane, Kuete, & Eloff, 2013) son terpenoides (C;s) conformados de
tres unidades de isopreno. Se encuentran especialmente en plantas superiores y en
muchos otros seres vivos marinos y hongos. Naturalmente, se exhiben como
hidrocarburos o en formas oxigenadas, incluidas lactonas, alcoholes, acidos, aldehidos y
cetonas. Los sesquiterpenos también engloban aceites esenciales y constituyentes

aromaticos con diversas actividades farmacolégicas (Awouafack et al., 2013).
1.4. Enantiomeros

La propiedad de quiralidad se atribuye a un compuesto que puede existir como dos
formas de imagenes espejos no superponibles, similares a nuestras manos izquierda y
derecha. Estas dos formas se definen como enantiomeros (+) y (-) en funcion de su
interaccion con la luz polarizada en el plano (Harner, Wiberg, & Norstrom, 2000).
Los compuestos quirales ocurren con frecuencia en extractos de plantas tales como
aceites esenciales y agentes aromatizantes (Ozek, Tabanca, Demirci, Wedge, & Can
Baser, 2010).

En cuanto a la separacion de enantiomeros y el exceso enantiomérico (ee), tienen gran
relevancia en los campos de sabores y aceites esenciales (EO), no solo para caracterizar
una matriz 0 extracto vegetal o para evaluar la ruta biosintética de uno o mas de sus
componentes; sino también para establecer su origen, y para identificar posibles
adulteraciones (Bicchi, D’Amato, & Rubiolo, 1999).

1.5. Actividad bioldgica

Los aceites esenciales con propiedad antimicrobiana generalmente contienen
compuestos fendlicos que se difunden a través de la membrana, provocando la alteracion
de su permeabilidad, fluidez y alteracion de transporte de iones, como el carvacrol,
eugenol, timol, los cuales tienen la capacidad de actuar sobre la membrana celular
(Zekaria, 2007) (Trombetta et al., 2005).



Las técnicas comunmente usadas en la evaluacion de la actividad biol6gica son: difusion
por discos en agar, usada para reportar generalmente datos cualitativos; mientras que la
dilucion en medio liquido de cultivo y en agar, para datos cuantitativos (Hammer, Carson,
& Riley, 1999).

Dentro de la dilucion en medio liquido se encuentra el método de microdilucién en caldo;
usado para obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI), definida como la menor
concentracion que mantiene o reduce la viabilidad del inéculo luego de 24 horas de

contacto (Ramirez & Marin, 2009).

1.6. Actividad antioxidante

De acuerdo con (Granados, Santafé, & Yafiez, 2012), por la complejidad quimica de los
aceites esenciales, el andlisis de la actividad antioxidante puede dar resultados dispersos
dependiendo del test empleado. Por lo tanto se debe considerar emplear mas de un
ensayo. Algunos de ellos pueden ser: ABTS, basado en la captacion de los antioxidantes
por el radical cation ABTS"; y el DPHH, definido como la reduccién del radical DPPH, en
estos ensayos se emplean soluciones patron de Trolox (Sanchez, 2002) (Garcia, Leyva,
Martinez, & Stashenko, 2007).

Segun (Castafieda, Ramos, & lIbafez, 2008) la actividad de DPPH se mide por
espectrofotometria a 517 nm; a diferencia del ABTS que se mide a 734nm (Mesa, Rincon,
Toro, Tamayo, & Blair, 2011).
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En la figura 3. Se indica detalladamente la metodologia empleada en la presente

investigacion:

Recoleccion de
materia vegetal

Extraccién de
aceite esencial

Determinacion de
propiedades
fisicoquimicas

Analisis de
composicion
guimicay
enantiomérica

Anélisis | Evaluacién de
olfatométrico ) actividad
biol6gica

Evaluacion de
actividad antioxidante

Figura 3. Esquema de desarrollo de la metodologia

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)



2.1. Recoleccién de materia vegetal

El material vegetal fué recolectado en tres ocasiones entre los meses Abril-Mayo del
2018, en el sector “El Tiro” limite entre las provincias de Loja y Zamora, con coordenadas:
70602E, 955887N, a una altitud de 2795 m.s.n.m (Figura 4). La especie fué identificada
por el Dr. Nixon Cumbicus, se depositd un ejemplar en el herbario con codigo
HUTPL13795. Para facilitar su transporte, se empac6 el material en bolsas plasticas
negras; se mantuvo en un lugar seco y aislado de la luz, finalmente, se separ6 y se

seleccion6 el material vegetal.

8000w 79°00"W

4°0'0"S
o
4°00"S

A  ElTiro

[l
I: Zamora Chinchipe

0 200 400 800 1,200 1,600

[ Km

§°0'0"S
L
T
500"s

T T T
81°0°0"W 80°00"W 79°00"W

Figura 4. Area de recoleccion de la especie H. purpurascens

Fuente: (Benitez, 2018)

Elaboracion: (Benitez, 2018)

2.2. Extraccion del aceite esencial

A partir de 5 kilos de las hojas y tallos de la planta previamente recolectada, se obtuvo el
aceite por arrastre de vapor, llevando a cabo tres destilaciones, cada una en un periodo
de 4 horas. Se empled el equipo de destilacion tipo Clevenger (Figura 5); obteniendo los
dos productos inmiscibles, agua y aceite, los cuales se separaron en un vaso florentino.
Finalmente, se midi6 el volumen de aceite recogido en una probeta; y se calcul6 el

porcentaje de rendimiento.
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Figura 5. Equipo destilador de la UTPL
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.2.1. Tratamiento de las muestras
Para eliminar trazas de agua, producto de la destilacién, se afadi6é sulfato de sodio
anhidrido en el aceite obtenido, dejando reposar por media hora, luego se deposité en un
envase ambar, etiquetado con su respectivo cddigo, especie vegetal, nimero de
destilacion y fecha (Figura 6); para posteriormente, ser almacenados en el laboratorio bajo
refrigeracion a 4°C, con la finalidad de conservar sus propiedades.

Figura 6. Envases etiquetados

con la destilacién respectiva
Fuente: (Autora, 2018)
Elaboracion: (Autora, 2018)

2.2.2. Determinacion del rendimiento del aceite esencial
El rendimiento fué obtenido para cada una de las destilaciones, dado por la relacion entre

el volumen de aceite obtenido (Figura 7), y el peso de material vegetal utilizado al iniciar
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el procedimiento (Anexo 1). Para concluir, se report6 un promedio de las tres

destilaciones, y desviacion estandar.

La formula empleada para el célculo del rendimiento fué la siguiente:

masa de aceite esencial obtenido en gramos

* 100

Rendimiento del aceite esencial (%): :
masa de materia vegetal en gramos

Figura 7. Imagen de aceite

obtenido por destilacién

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.3. Caracterizacion fisicoguimica del aceite esencial

2.3.1. Determinacion de la densidad relativa
Se determiné la densidad de los aceites obtenidos en cada destilacion, siguiendo el
protocolo establecido por la norma ANFOR NFT75-111. Se inici6 con el peso del
picnémetro vacio, seguido del picnébmetro con agua destilada hasta llegar a 1mL.
Finalmente, se pesoO el aceite (Figura 8), y se aplicd la formula de densidad relativa

(Anexo 2). Se realiz6 el célculo de la media, y desviacion estandar.
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Figura 8. Picnbmetro con muestra de aceite

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.3.2. Determinacién del indice de refraccién
Este analisis estuvo basado en la norma AFNOR NF T 75-112 25, el equipo utilizado fué
un refractometro ABBE ajustado a temperatura entre 20°C y 30°C. Conformado por un
prisma, en donde se colocé una gota de aceite, se centrd con ayuda del tornillo de ajuste,
y se procedi6 a su lectura (Figura 9). A partir de las tres destilaciones, se realiz6 el calculo

(Anexo 3), se obtuvo la media y desviacion estandar.

Figura 9. Refractometro ABBE con aceite

esencial

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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2.3.3. Determinacién de rotacién éptica especifica
Se midi6 la capacidad del aceite para desviar la luz por medio del polarimetro automatico
modelo Hanon P 810. En este caso se empled 1g de muestra de aceite diluida en 10ml de
diclorometano, se colocé en la celda del polarimetro (Figura 10), se procedidé con la
lectura del angulo de rotacion, y se realiz6 el célculo correspondiente (Anexo 4). De igual
manera, este procedimiento se lo llevé a cabo para cada una de las destilaciones,

obteniendo la media, y desviacién estandar.

Figura 10. Celda con aceite esencial diluido

en diclorometano

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.4.  Andlisis quimico del aceite esencial

2.4.1. Preparacién de las muestras
Las muestras se prepararon con 10ul de aceite esencial disuelto en 990ul de
diclorometano. Ademas, se inyectd los estandares de hidrocarburos Ci;o-C,s (Chem

Services) bajo las mismas condiciones del aceite.

2.4.2. Corrida cromatografica en la columna DB5-MS acoplado a
espectrometro de masas (CG-EM)
Para el andlisis cualitativo se utilizé el cromatdgrafo de gases Agilent Technologies serie
6890N, con espectrémetro de masas Agilent serie 5973 Inert; constituido por un sistema
de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1, y un inyector automético Split/splitless serie
7683. Se empleo la columna apolar DB5-MS. Las condiciones de inyeccion para la corrida

cromatografica fueron las siguientes:
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Sistema de inyeccion

Modo: split Radio de particion: 40:1 Tempe;g%;org inicial: Tipo de gas: helio

'ﬁ

Rampa de temperatura : 3°C por

Temperatura inicial: 60°C Temperatura final: 250°C

min
Temperatura Modo: flujo P . Dimensiones: 30m
DB5-MS maxima: 350°C constante Flujo inicial: 1ml/mi x 0,25mm, 0,25 um

Detector

Espectrometro de masas Temperatura: 220°C Rango de masa : 40 a 350 m/z

Inyector

|¢

Volimen de inyeccion: 1ul

Figura 11. Condiciones operacionales para CG-EM con columna no polar DB5-MS
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.4.3. Corrida cromatogréfica en columna DB5-MS acoplada al detector de
ionizacion de llama (CG-FID)
Para el analisis cuantitativo, de igual forma se usé el Cromatdgrafo de Gases Agilent
Technologies serie 6890N acoplado a un detector de ionizacion de llama (FID) serie 7683.
Se determiné la cantidad porcentual de cada compuesto quimico comparando su area de

pico con el cromatograma total, realizando la correccion del area.

Las condiciones en las que fueron inyectadas son las siguientes:
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Sistema de inyeccién

Modo: split Radio de particion: 40:1 Tempe;g%;org fiEER Tipo de gas: helio

Horno

"

Temperatura inicial: 60°C Tiempo inicial: 5min Temperatura final: 250°C

\ 4

. L Dimensiones:
Temperatura Modo: flujo Flujo inicial:
DB5-MS maxima: 350°C constante Iml/min 30m0x2g,l21?nmm,

Detector

Detector de ionizacion
de llama

Flujo de aire:

Temperatura: 250°C Flujo de H: 30ml/min 300ml/min

|¢

Inyector
Volimen de inyeccién: 1ul

Figura 12. Condiciones operacionales para CG-FID con columna DB5-MS
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.4.4. Corrida cromatografica en columna quiral acoplado a espectrémetro de
masas

La composicion enantiomérica se analizO mediante cromatégrafo de gases acoplado a

espectrometria de gases, cuya fase estacionaria quiral empleada fue una columna MEGA-

DEX DET-Beta (Diacetyl tertbutylsilyl-BETA-Cyclodextrin). Se compard los tiempos de

retencion de los enantiomeros, obteniendo la distribucion enantiomérica y el célculo del

exceso enantiomeérico (Anexo 5).

Este andlisis se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:
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Sistema de inyeccién
Temperatura mnicial:

Modo: split Radio de particion: 40:1 220°C : Tipo de gas: helio
lemperatura |n|C|a|: . b et o . lemperatura 'lna|:
60°C Tiempo inicial: 5min rampa 2°C por min 220°C
DB5-MS T PR L T ER L Modo: flujo constante Flujo inicial: 2ml/min

230°C

Detector

Espectrometro de masas Temperatura: 220°C Rango de masa : 40 a 450 m/z

Inyector

|¢

Volumen de inyeccion: 1ul

Figura 13. Condiciones operacionales para Cromatografia con columna quiral MEGA-DEX DET-
Beta

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.4.5. lIdentificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos
En el andlisis cualitativo del aceite esencial de Hedyosmum purpurascens se grafico la
curva de los alcanos con sus tiempos e indices de retencion (Figura 14), se calcul el
indice de retencion lineal de cada uno de los compuestos, se procedié a comparar los
espectros proporcionados por la base de datos WILEY 7n.1 con la bibliografia (Adams,
2017). Para el analisis cuantitativo se comparo el area de pico obtenido en Cromatografia
de gases con el cromatograma total de FID, determinando el porcentaje de cada

compuesto previamente identificado.



CURVA ALCANOS

2500 —e—C9
C10
2000 Cc11
C12
1500 —@— C13
= —e—Cl4
1000 ./ —®— C15
—o— C16
500 —o— C17
—@— (18
0 —&— C19

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

TIEMPO DE RETENCION

Figura 14. Curva de alcanos de la primera destilacion
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.5. Andlisis olfatométrico del aceite esencial por CG-O
El analisis CG-O del aceite esencial se realiz6 en el cromatdgrafo de Gases Agilent
Technologies serie 6890N acoplado a un puerto de deteccion olfativa de Gerstel OPD 3

(Figura 14), con una columna apolar DB5-MS, a las mismas condiciones de CG-EM.

2.5.1. Andlisis de ladilucion de extracto de aroma (AEDA)
En este analisis intervinieron dos panelistas, registrando la percepcion de los distintos
olores, acotando con una descripcion del mismo. Los picos de olor que fueron detectados
en la muestra una sola vez por un panelista no fueron considerados. Cada ejecucion
olfatométrica se dividi6 en dos mitades de aproximadamente 35 minutos, que a su vez
fueron realizadas por cada panelista. El factor de dilucion (FD) de los constituyentes

aromaticos en los aceites esenciales se determind mediante analisis de dilucién de
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extracto de aroma (AEDA) de una serie de diluciones (1, 2, 4, 8, 16, 32 veces). A partir de
90ul de aceite esencial con 210ul de ciclohexano es decir, 300ul/ml correspondiente a
FD=1. Las alicuotas se analizaron mediante GC/O en la columna capilar DB-5MS. En
base a los resultados de AEDA, solo fueron graficados en el aromagrama los picos que se

percibieron mas de una vez con su respectivo FD e indice de retencién.
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Figura 15. CG-O con columna DB5-MS

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

2.6. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Hedyosmum purpurascens
Esta actividad fué evaluada por medio del método de microdilucién en caldo utilizando
volimenes minimos de muestra, y reportando los resultados en CMI (concentraciéon
minima inhibitoria); conocido como la concentraciébn mas baja de un antimicrobiano que
inhibir4 el crecimiento de un microorganismo luego de incubacion (Andrews, 2001).

2.6.1. Microorganismos utilizados en la evaluacion de la actividad

antimicrobiana

Los microorganismos en estudio se obtuvieron de las colecciones de cultivos. Las cepas
fueron las siguientes: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, y Micrococcus luteus.

2.6.2. Procedimiento
Este ensayo se realiz6 en una cabina de seguridad limpia y con material esterilizado como
se muestra en la (Figura 15). Se usaron microplacas de 96 pocillos; en la primera fila se
coloco 180 ul de caldo Mueller Hinton, y 100ul a los demas pocillos; en la misma fila se
incorpord 20 ul de dilucién de aceite a excepcién de los ultimos pocillos que contenian: el
control de esterilizacién con 200ul de caldo, control negativo con 180ul de caldo méas 20ul

de DMSO, y el control positivo con 180ul de caldo mas 20ul de Gentamicina (1mg/Ml)
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para todas las cepas menos para E. faecalis en la que se empled Tetraciclina (5mg/Ml) y
para C. albicans que se usé (Ketoconazol). Se homogenizé pipeteando varias veces la
solucion de los pocillos de la primera fila, se tomé 100ul y se mezclaron con 100ul del
pocillo siguiente, hasta tener 8 diluciones. Los 100ul restantes se colocaron en la Ultima
fila de la placa. Lo mismo se realizé para el control positivo, negativo y esterilidad. Se
adicion6 100ul de suspensién de inoculo bacteriano en toda la microplaca, menos en los
pocillos que contenian los controles. Asi se completd el volumen de 200ul y se incub6 a
37°C por 24h.

2.6.2.1. Lectura

Pasado el tiempo de incubacion se examind la caja, sobre todo el control de esterilidad,
control positivo, y el control negativo, sobre todo para descartar contaminacion, indicar
que hubo crecimiento adecuado de las cepas, y evidenciar que no hubo crecimiento,
respectivamente. De esta manera se determinara la CMI a la que funcionara el aceite

como agente antimicrobiano.

Figura 16. Material empleado en la actividad antimicrobiana
Fuente: (Autora, 2018)
Elaboracion: (Autora, 2018)

2.7. Actividad antioxidante
Para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial se siguieron los siguientes

métodos:

2.7.1. Método DPPH
En este método a partir de una solucion madre de 0,625mM con metanol, de esta se tomo

un volumen aproximado de 4900 y 16100U uL de MeOH, alcanzando una absorbancia de
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1.1 £ 0,02. Se continud colocando 270 uL de la solucion de trabajo con 30 uL de aceite
esencial. Se prepar6 270 uL de DPPH mas 30 uL de MeOH como control del maximo de
absorbancia; para el estdndar se adicioné 270 uL de solucion de trabajo con 30 uL del
estdndar de uM de Trolox; el blanco solo obtenia 300 uL de MeoH. La Curva de
calibracion se elabor6 afiadiendo 30 uL de cada estandar. Esto se llevd a cabo por
triplicado, y se finalizé leyendo en el espectrofotobmetro por una hora a 20°C, con longitud
de onda de 715 nm.

2.7.2. Método ABTS
Para preparar una solucién madre en este ensayo, se mezclé 7,4 mM de ABTS con 2,6
mM de persulfato de potasio en agua destilada, dejando en agitacién a 190 r.p.m.,
evitando el contacto con la luz por un lapso de 16 horas, con el fin de que se dé la
reaccién, y se produzca el radical ABTS+. Se diluy6é un volumen de 1050 uL de solucién
madre con 19950 uL de MeOH para preparar una solucion de trabajo hasta llegar a una
absorbancia de 1.1 + 0,02; se colocé 270 uL de la solucion de trabajo con 30 uL de la
muestra. Se incorpord 270 uL de ABTS con 30 uL de MeOH para el control méximo de la
absorbancia de la solucién de trabajo de ABTS; mientras que para el estandar se coloco
270 uL de solucién de trabajo con 30 pL del estandar de uM de Trolox, el blanco estuvo
compuesto solo por 300 uL de MeoH. De igual manera se realizé por triplicado, y para
finalizar se ley6 en el lapso de una hora a una longitud de onda de 734nm a 20°C. Se

reporto los resultados en uM equivalente de Trolox/gr de muestra seca.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Rendimiento del aceite esencial

En la tabla 1 se presenta el resultado obtenido en la determinacion del rendimiento del
aceite esencial. Se puede apreciar que no existen diferencias significativas en el
rendimiento del aceite esencial entre las muestras recolectadas. En la segunda destilacion
se obtuvo el mayor rendimiento correspondiente al (0,03%) a partir de 6800 g de material
vegetal, mientras que en la primera y tercera destilacién, se logré6 un rendimiento de
(0,02%). Teniendo en cuenta que la muestra recolectada para la segunda destilacion se
encontré en estado de fructificacion. Existen factores que influyen sobre el rendimiento del
aceite esencial, entre los principales estan: la localizacion geo climatica, tipo de suelo,
estado de desarrollo de la planta (antes, durante o después de floracion) e incluso la hora
o dia de cosecha. Ademas, de planta en planta el rendimiento de un aceite varia desde
0,01% (Stashenko, 2009).

Segun (Moreno, 2014) el promedio entre las tres destilaciones realizadas en la especie
Hedyosmum purpurascens fué de 0,04%, lo que resultd ser aproximado al 0,02%,
obtenido del aceite en estudio. Esto quiere decir que nuestra planta a pesar de que tuvo
flores femeninas present6 un rendimiento cercano al de la bibliografia. Ademas, en otra
investigacion del aceite esencial de Hedyosmum luteynii se reporté un rendimiento de
0,07% (Torres et al., 2018).

Tabla 1. Rendimiento de muestras de aceite esencial

Cantidad Cantidad de L
S, de ) Rendimiento _
Destilacion . aceite X o
material obtenido(g) (%)
vegetal(g) 9
HP 1 3830 0,76 0,02
HP 2 6800 1,96 0,03 0,02 + 0,01
HP 3 6420 0,94 0,02

HP: Hedyosmum purpurascens
X: media aritmética

a: desviacion estandar
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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3.2. Determinacion de Propiedades fisicoquimicas

3.2.1. Densidad relativa del aceite esencial
Segln (Costa, 2003) la densidad de los aceites esenciales varia entre 0.84 g/cm®y 1.18
g/cm?®, pero depende de la especie y su lugar de origen. El resultado de densidad obtenido
en este estudio fué de 0,933 g/cm3, encontrandose dentro del rango sefialado en la
literatura. En otro estudio de la misma especie, se obtuvo un promedio de 0,97g/cm?®
(Moreno, 2014).

Tabla 2. Densidad relativa de muestras de aceite esencial

Picnome Picndmetro Picnometro Densidad
Destilacion | tro vacio . mas aceite 3 . o
mas agua(g) (g/cm) X
(9) (9)
HP 1 4,198 5,334 5,262 0,936
HP 2 4,198 5,324 5,249 0,926 0,933 +0,01
HP 3 4,198 5,334 5,263 0,938

HP: Hedyosmum purpurascens
X: media aritmética

o: desviacion estandar
Fuente: (Autora, 2018)
Elaboracion: (Autora, 2018)

3.2.2. indice de refraccion de aceite esencial
Del aceite analizado en nuestra investigacion, resulté un indice de refracciéon de 1,484.
En un estudio del mismo aceite esencial se registr6 un valor de 1,480 (Moreno, 2014),

observandose similitud en dichos valores.

Segun (Albaladejo, 1999) el indice de refracciébn disminuye cuando aumenta la
temperatura y es directamente proporcional a la densidad, Asi como se observa en

nuestros resultados reportados (Tabla 3).

Se usa el indice de refraccion para identificar compuestos, determinar pureza y calidad,
ya que la composicién quimica del aceite puede influir sobre el indice de refraccion
(Delgado, Grande, Menjivar, & Sanchez, 2016).
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Tabla 3. indice de refraccién de muestras de aceite esencial

indice de
g .-~ | Temperatura ntD
Destilacion | refaccion o . - (0]
(°C) corregido X
ntD
HP 1 1,491 20,2 1,491
HP 2 1,481 20,1 1,481 1,484 +0,006
HP 3 1,481 20,8 1,481

HP: Hedyosmum purpurascens
x: media aritmética

o: desviacion estandar
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

3.2.3. Actividad 6ptica del aceite esencial
Si el compuesto es 6pticamente activo, se conoce como dextrogiro (+), y la luz polarizada
rota a favor de las manecillas del reloj, mientras que si va en direccién contraria, toma el
nombre de levégiras (-) (Ortufio, 2006). En la tabla 4. Se indica el valor de +32, 90° de
rotacidn Optica, sefialando que la desviacion de la luz va a la misma direcciéon de las

manecillas del reloj.

Esta caracteristica varia en cada especie. Por lo tanto, las diferencias de valores de
rotacion Optica entre muestras aromaticas probablemente estén relacionada a la
presencia de componentes mayoritarios de cada una (Ochoa, Paredes, Bejarano,
Dagnith, & Reinaldo, 2012).
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Tabla 4. Actividad Optica de muestras de aceite esencial

. Angulo | Airag | Alfad
Destilacion | Temperatura de ) - (o]
., | resultado | corregido X
rotacion
HP 1 25.5 +3,31 32,95 32,95
HP 2 25.5 +3,30 32,85 32,85 +32,903 | £0,049
HP 3 25.6 +3,30 32,91 32,91

HP: Hedyosmum purpurascens
x: media aritmética

o: desviacion estandar
Fuente: (Autora, 2018)
Elaboracion: (Autora, 2018)

3.3.
El andlisis del aceite esencial permitio la identificacion de 67 compuestos, esto representa

Composicién quimica

el 93,78% del aceite total. Compuesto en su mayoria por sesquiterpenos hidrocarbonados
(47,14%), (17,54%),
oxigenados (13,99%), y sesquiterpenos oxigenados (11,68%) (Tabla 5). Los compuestos

seguido de monoterpenos hidrocarbonados monoterpenos
mas abundantes fueron: el Germacrene D (18,96%), Caryophyllene <(Z)-> (6,79%),
Cadinene <y-> (5,67%), Linalool (5,41%), Cis ocimene (4,87%). De acuerdo al estudio de
(Moreno, 2014) los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de la misma especie
fueron: a-phellandrene (11,53%), Germacrene D (9,16%), Cineole 1,8 (7,81%), Linalool
(6,06%), Trans-p-ocimene (5,48%), donde se pudo observar diferencia en cuanto a
nuestros resultados, debido a que nuestra planta tenia flores femeninas, mientras que en

el estudio no especifican lo dioico.

En otros estudios, sefalan resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio. Por
ejemplo: El aceite esencial de la especie H. costaricensis presenta en su mayoria
sesquiterpenos hidrocarbonados (63%) especialmente Germacrene-D (32%), ademas de
sesquiterpenos oxigenados (7,2%), monoterpenos hidrocarbonados (4%) y monoterpenos
oxigenados (1%) (Mundina et al., 2000). Asimismo, en el aceite esencial de H. sprucei, los
sesquiterpenos representan el (88.57%) y monoterpenos el (10.10%) de todos los
compuestos detectados e identificados; el (17,06%) del total son oxigenados (Guerrini et

al., 2016), lo que es comparable con el aceite en estudio.
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La variacibn en la composicion en esta especie puede aclararse por el tipo de
reproduccion, ya que al ser plantas dioicas femeninas almacenan mayor energia y
nutrientes para su reproduccién a diferencia de las masculinas (Lago et al., 2008).
Adicional a ello, las variaciones cualitativas se originan principalmente por variacion
genética, o en posibles influencias de tipo ecolégico de acuerdo a la regidén en que crece
la planta. Ademéds, cada especie sufre modificaciones cuantitativas en los constituyentes
principales por influencia del clima o del crecimiento de la planta (Ricciardi & Ricciardi,
2001).

El perfil cromatogréfico se presenta a continuacion en la figura 17

Figura 17. Perfil cromatografico del aceite esencial de

Hedyosmum purpurascens.
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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Tabla 5. Composicién quimica determinado por CG-EM comparado con CG-FID del aceite esencial de H. purpurascens
MASAS % FID %
Ne Nombre de Compuesto IR IR HP1 HP2 HP3 X o HP1 HP2 HP3 X o
calculado | leido

1 Pinene <a-> 925 932 2,146 1,494 2,031 1,890 | 0,348 2,059 1,645 1,951 1,885 0,215
2 Camphene 939 946 0,567 | 0,367 | 0,634 | 0,523 | 0,139 0,559 0,437 0,652 0,549 0,108
3 Sabinene 963 969 1,584 0,770 2,185 1,513 | 0,710 1,531 0,854 2,116 1,500 0,632
4 Pinene <B-> 968 974 | 0,929 | 0,668 | 1,018 | 0,871 | 0,182 1,011 0,815 1,082 0,969 0,138
5 Myrcene 985 988 1,245 1,440 0,993 1,226 | 0,224 1,581 2,065 1,191 1,612 0,438
6 Phellandrene <a-> 1003 1002 | 1,008 2,373 1,646 1,676 | 0,683 0,859 2,259 1,365 1,494 0,709
7 Carene <03-> 1005 1008 | 0,151 1,642 0,469 0,754 | 0,786 0,160 1,845 0,497 0,834 0,892
8 Terpinene a 1012 1014 | 0,274 0,243 0,489 0,335 | 0,134 0,236 0,226 0,402 0,288 0,099
9 Cymene <o0-> 1019 1022 | 0,165 0,336 0,315 0,272 | 0,093 0,141 0,290 0,219 0,217 0,075
10 Limonene 1023 1024 | 0,766 0,834 0,953 0,851 | 0,094 0,759 0,910 0,892 0,854 0,082
11 Cineole 1,8 1026 1026 | 1,947 1,537 5,381 2,955 | 2,111 1,831 1,636 5,255 2,907 2,035
12 Cis ocimene 1032 1032 | 5,933 3,987 3,634 4518 | 1,238 6,204 4,684 3,732 4,873 1,247
13 Trans ocimene 1042 1044 | 1,886 1,294 1,235 1,471 | 0,360 2,074 1,560 1,213 1,616 0,433
14 Terpinene <y-> 1051 1054 | 0,510 0,461 0,934 0,635 | 0,261 0,482 0,449 0,827 0,586 0,209
15 Terpinolene 1079 1086 | 0,194 0,320 0,343 0,286 | 0,080 0,200 0,281 0,310 0,264 0,057
16 Linalool 1101 1095 | 3,383 3,354 7,254 4,663 | 2,243 4,028 4,368 7,853 5,416 2,117
17 Camphenol <6-> 1121 1111 | 0,359 0,280 0,642 0,427 | 0,190 0,360 0,254 0,540 0,385 0,145
18 Pinocarvone 1154 1160 | 0,318 - 0,657 0,487 | 0,240 0,399 0,264 0,540 0,401 0,138
19 Borneol 1165 1165 | 0,329 0,414 0,900 0,548 | 0,308 0,369 0,479 0,904 0,584 0,283
20 Terpinen-4- ol 1174 1174 | 0,853 0,714 2,145 1,237 | 0,789 0,857 0,722 2,131 1,237 0,777
21 Methyl chavicol 1192 1195 | 0,371 - 0,791 0,581 | 0,297 0,228 0,219 0,582 0,343 0,207
22 Cis ocimenone 1228 1226 - - 0,297 0,297 - 0,160 0,178 0,331 0,223 0,094
23 Isoamyl hexanoate 1254 1246 | 0,277 - 0,367 0,322 | 0,064 0,278 0,234 0,482 0,331 0,132
24 Bornyl acetate 1281 1284 | 1,842 1,002 3,147 1,997 | 1,081 1,638 0,883 2,675 1,732 0,900
25 Sabynil acetate<trans-> 1293 1289 | 0,324 - 0,917 0,621 | 0,419 0,477 0,144 0,986 0,536 0,424
26 Cubebene <a-> 1337 1348 | 0,328 0,313 - 0,320 | 0,011 0,296 0,268 0,181 0,248 0,060
27 Eugenol 1347 1356 - - 0,303 0,303 - 0,179 0,100 0,402 0,227 0,157
28 Copaene <g-> 1363 1374 | 4,777 4,235 2,296 3,769 | 1,305 3,789 3,266 1,886 2,980 0,983
29 Cubebene <-> 1376 1387 | 1,072 0,814 0,642 0,843 | 0,217 1,047 0,708 0,932 0,896 0,172
30 Elemene <B-> 1379 1389 | 0,231 0,317 0,646 0,398 | 0,219 0,261 0,251 0,236 0,249 0,013
31 Cyperene 1385 1398 | 0,406 2,359 0,416 1,060 | 1,125 0,332 1,756 0,189 0,759 0,866
32 Caryophyllene <(2)-> 1403 1408 | 7,196 6,435 7,793 7,141 | 0,681 6,935 5,942 7,495 6,791 0,786
33 Copaene <B-> 1434 1430 | 0,373 0,467 0,420 | 0,066 0,322 0,323 0,229 0,291 0,054
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34 Humelene 1438 1438 | 1,515 | 1,434 | 1,448 | 1,466 | 0,044 1,445 1,253 1,258 1,319 | 0,109
35 Aromadendrene 1442 1439 | 0,601 | 1,943 | 0,554 | 1,032 | 0,789 0,582 1,540 0,463 0,862 0,590
36 Muurola-3,5-diene cis 1458 1448 | 0,452 | 0,626 | 0,380 | 0,486 | 0,126 0,389 0,471 0,322 0,394 | 0,075
37 Germacrene D 1467 1464 - 0,932 | 0,941 | 0,937 | 0,007 - 0,830 0,871 0,851 | 0,029
38 Germacrene D 1467 1464 | 25,479 | 20,779 | 16,460 | 20,906 | 4,511 21,793 17,527 15,022 | 18,114 | 3,423
39 Muurolene <y-> 1474 1478 | 0,649 | 0,620 | 0,504 | 0,591 | 0,076 0,601 0,494 0,506 0,534 | 0,059
40 Bicyclogermacrene 1479 1489 | 1,191 | 1,220 | 1,119 | 1,176 | 0,052 1,147 1,061 1,088 1,099 0,044
41 Muurolene <y-> 1483 1478 | 1,378 | 1,146 1,262 | 0,164 1,118 0,828 0,000 0,649 | 0,580
42 Amorphene <a-> 1486 1483 | 0,877 | 0,807 | 1,465 | 1,050 | 0,361 0,795 0,666 0,600 0,687 0,099
43 Isodaucene 1490 1500 | 0,710 | 0,826 | 0,738 | 0,758 | 0,060 0,657 0,709 0,649 0,672 0,033
44 Amorphene <y-> 1498 1495 | 0,373 | 0,507 | 0,814 | 0,564 | 0,226 0,397 0,438 0,690 0,508 | 0,159
45 Amorphene <3-> 1503 1511 | 1,579 | 1,193 - 1,386 | 0,273 1,353 0,989 0,000 0,781 | 0,700
46 Cadinene <y-> 1506 1513 | 8,103 | 7,608 | 5,995 | 7,235 | 1,102 6,568 5,485 4,961 5,671 | 0,820
47 Eugenol acetate 1511 1521 | 0,397 | 0,402 | 0,570 | 0,457 | 0,099 0,635 0,213 0,254 0,367 0,233
48 Curcumene B 1518 1514 | 0,322 | 0,330 - 0,326 | 0,005 0,287 0,196 0,344 0,276 | 0,075
49 Ni 1539 - 0,766 | 1,266 | 1,016 | 0,353 0,584 0,518 0,515 0,539 | 0,039
50 Nerolidol <(E)-> 1557 1561 | 0,648 | 1,009 | 1,442 | 1,033 | 0,398 0,928 1,112 1,244 1,095 | 0,159
51 Cadinene ether <cis-> 1561 1552 | 0,890 | 1,124 1,007 | 0,165 0,911 0,945 1,303 1,053 | 0,217
52 Ni 1563 1570 | 0,567 | 0,972 | 0,813 | 0,784 | 0,204 0,815 1,033 0,797 0,882 0,131
53 Ni 1566 - - 1,205 | 1,205 - - - 1,313 1,313 -
54 Spathulenol 1576 1577 | 0,520 | 0,419 - 0,469 | 0,072 0,481 0,235 0,250 0,322 0,138
55 Globulol 1601 1590 | 0,548 | 0,814 - 0,681 | 0,188 0,542 0,535 0,382 0,486 | 0,090
56 Ni 1608 - 0,221 - 0,221 - - 0,028 0,089 0,059 | 0,043
57 Cubenol <1,10- di- epi-> 1612 1618 | 1,355 | 1,248 | 1,050 | 1,218 | 0,155 1,256 1,064 0,883 1,068 | 0,187
58 Eudesmol <10-epi-y> 1618 1622 - 0,393 | 1,206 | 0,800 | 0,575 0,197 0,258 0,940 0,465 | 0,412
59 Tau Cadinol 1626 1638 | 0,784 | 0,888 - 0,836 | 0,074 1,441 1,326 - 1,384 | 0,081
60 Tau Cadinol 1628 1638 | 0,856 | 1,072 | 0,658 | 0,862 | 0,207 1,403 1,357 1,090 1,283 | 0,169
61 Muurol epi <a-> 1630 1640 | 1,601 | 1,893 | 0,687 | 1,394 | 0,629 1,413 2,568 1,090 1,690 | 0,777
62 Cubenol <1- epi-> 1633 1627 | 0,837 | 0,914 | 1,133 | 0,961 | 0,154 0,757 0,603 0,987 0,782 0,193
63 Torreyol 1638 1644 | 0,390 | 0,498 | 0,701 | 0,530 | 0,158 0,339 0,278 1,152 0,590 | 0,488
64 Cadinol a 1641 1652 | 3,000 | 3,680 | 0,824 | 2,502 | 1,492 2,738 2,568 1,173 2,160 | 0,859
65 Eudesmol <7-epi-a-> 1653 1662 | 0,211 | 1,153 | 2,390 | 1,251 | 1,093 0,249 0,900 0,792 0,647 0,349
66 Ni 1658 0,288 | 0,420 | 0,774 | 0,494 | 0,251 0,327 0,352 0,234 0,304 | 0,062
67 Mustakone 1675 1676 | 0,522 | 1,534 | 0,606 | 0,887 | 0,561 0,529 1,304 0,573 0,802 0,435
TOTAL 100 93,78
NO IDENTIFICADO: 3,10
IDENTIFICADO: 96,90
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MONOTERPENOS

HIDROCARBONADOS: 17,54
MONOTERPENOS 1390
OXIGENADOS: '
SESQUITERPENOS 714

HIDROCARBONADOS: '
SESQUITERPENOS 168
OXIGENADOS: '

OTROS: 0.33

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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3.4. Composicién enantiomérica

En los dltimos afios la distribucion enantiomérica de algunos enantidmeros ha sido
beneficioso en la evaluacion de calidad de aceites esenciales (Renaud, Charles, & Simon,
2001).

En esta especie se determind el exceso enantiomérico y distribucién enantiomérica de 8
pares de enantiomeros: siendo la mitad de ellos monoterpenos y los demas
sesquiterpenos (Tabla 6). Presentando un mayor exceso enantiomérico el (+) (-) Linalool,
(+) (-) Amorphene <y->y (+) (-) Copaene <B-> (Figura 18).

En un estudio enantiomérico del aceite esencial de la planta femenina H. scrabum
detectaron 4 parejas enantioméricas: S(+) pinene <B-> 51,8%, R(-) pinene <B-> 48,2%;
S(+) sabinene 7,7%, R(-) sabinene <B-> 92,3%; S(+) limonene> 36,2%, R(-) limonene
63,8%; S(+) linalool 40,9%, y R(-) linalool 59,1% (Herrera et al., 2017); presentando
similitud con algunos enantiémeros de nuestro estudio tales como: el (+)(-)pinene <B->y

(+)(-) linalool, pero con diferentes valores de distribucién y exceso enantiomérico.

Ciertos enantiomeros podrian ser menos activos o incluso inodoros, como (R) - linalool,
que tiene una poderosa nota floral, mientras que (S) -linalool es menos intenso, este es
atil para tomar una decision sobre el origen del aceite (natural o sintético) (Do, Hadji-
Minaglou, Antoniotti, & Fernandez, 2015) (Renaud et al., 2001).

Esta combinacion del andlisis quimico del aceite y el andlisis quiral de los componentes

Opticamente activos, son muy Utiles para el control de calidad de nuestro aceite esencial.
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Tabla 6. Enantimeros del aceite esencial de Hedyosmum purpurascens

Distribucién Exceso
TR COMPUESTO IR enantiomérica enantiomeérico
(%) (%)
11,07 (+)pinene <@-> 962 32,98 34,03
11,5 (-)pinene <p-> 970 67,02
23,75 (+) Camphenol <6-> 1178 47,67 4,65
23,96 (-) Camphenol <6-> 1182 52,33
24,8 (+) linalool 1196 4,82 90,36
25,46 (-) linalool 1207 95,18
28,98 (-)terpinen-4- ol 1269 30,96 38,07
29,12 (+)terpinen-4- ol 1271 69,04
38,048 (+) copaene <B-> 1433 13,07 73,85
39,75 (-) copaene <3-> 1465 86,93
40,32 (+) amorphene <y-> 1476 94,88 89,76
40,72 (-) amorphene <y-> 1484 5,12
42,32 (+) cubebol 1514 45,69 8,62
43,26 (-) cubebol 1533 54,31
51,42 (+) muurolol< epi a-> 1694 34,23 31,53
52,79 (-) muurolol< epi a-> 1721 65,77

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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Figura 18. Exceso enantiomérico del aceite esencial de H. purpurascens: 1) S (+) camphenol, R (-)

camphenol 2) S (+) linalool, R (-) linalool 3) S (+) terpinen-4- ol, R (-) terpinen-4- ol 4) S (+) copaene

<B>, R (-) copaene <B->5) S (+) amorphene <y->y R (-) amorphene <y->.
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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3.5. Andlisis olfatométrico

En la figura 19 se muestra superpuesto el espectro de masas y el aromagrama del aceite
esencial. El aromagrama esta representado por las barras de color rojo, indicando la
captacion del componente que corresponde al indice de retencién del espectro de masas
sefialado con color negro. La intensidad de cada sefial es proporcional a la dilucion
correspondiente al factor FD; por lo tanto, cuanto mayor es la intensidad de sefial en el
aromagrama, mas importante es la contribucion del compuesto correspondiente al perfil

olfativo del aceite esencial (Ramirez et al., 2017).

La figura 20 expone el aromagrama AEDA del aceite esencial de H. purpurascens, con los
8 componentes mas activos en el olor del aceite y sus respectivos FD. Asi mismo, en la
tabla 7 se demuestra los mismos compuestos con su respectiva descripcion olfativa;
siendo el mas destacado el linalool, caracterizado por su olor citrico. Este componente
también fué identificado en otra especie por medio del analisis olfatométrico presentando

el mismo olor caracteristico (Barbara D’Acampora et al., 2007).

Cabe mencionar que en el analisis AEDA, los compuestos mas olorosos, no siempre
corresponden a los porcentajes de los componentes mayoritarios en el aceite (Ramirez et
al., 2017).
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Figura 19. Superposicién del espectro de masas con el Aromagrama del aceite.

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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Figura 20. Aromagrama AEDA del aceite esencial de H.

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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Tabla 7. Compuestos activos en el olor del aceite esencial detectados por CG-O.

Descripcién FD (AEDA) Compuesto IR

lefioso 2 terpinene a 1014
herbaceo 2 cis ocimene 1032
citrico 4 Linalool 1095
floral 2 Camphenol <6-> 1111
floral 2 terpinen-4- ol 1174
terroso 1 Borneol 1165
citrico 2 cubebene <B-> 1387
picante 1 caryophyllene <(2)-> 1408

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

3.6. Actividad antimicrobiana

Segun (Van Vuuren & Holl, 2017) basandonos en los criterios publicados en los ultimos
afos, se debe mencionar que el aceite analizado se muestra inactivo frente a los
microorganismos Gram positivos, Gram negativos y hongos, ya que presento una CMI
mayor a 1000ug/Ml (Tabla 8).

En otra investigacion del aceite esencial de Hedyosmum purpurascens resulté ser inactivo
contra algunas de las cepas que también fueron usadas en nuestro estudio (Moreno,
2014). De igual forma, en otra especie conocida como Hedyosmum racemosum el aceite

fué inactivo a altas concentraciones frente a bacterias y hongos (Chamba, 2015).

Asimismo, existen estudios dentro de la misma especie Hedyosmum racemosum, cuyo
aceite esencial extraido de plantas femeninas y masculinas, resulté débil frente a E.

faecalis 1000 y K. pneumoniae 500ug/MI (Ocampo, 2013).

Los factores geoclimaticos, y el tipo de suelo producen variabilidad, ya que pueden dar
origen a diferentes quimiotipos de plantas con aceites esenciales de composicion quimica

y actividad biolégica diferentes (Stashenko, 2009).

44



Tabla 8. CMI de las muestras de aceite esencial de H. purpurascens.

CMI (ug/mL) |
Microorganismos | HP1 HP2 HP3
G Enterococcus faecalis >4000 >4000 >4000
posﬁ?os Staphylococcus aureus >4000 >4000 >4000
Micrococcus luteus >4000 >4000 >4000
Gram . .
negativos Escherichia coli >4000 >4000 >4000
Hongos Candida albicans >4000 >4000 >4000
.. S. aureus, E. faecalis, E. coli, M. luteus,
Control Gentamicina (1Img/mL) M. luteus
positivo Tetraciclina (5mg/mL) E. faecalis
Ketoconazol C. albicans

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

3.7. Actividad antioxidante
De acuerdo con (Karadag, Ozcelik, & Saner, 2009), el potencial antioxidante esta
asociado a compuestos con capacidad de proteger un sistema biol6gico contra el gran

dafio de especies de oxigeno reactivas.

Para obtener una mayor vision de las propiedades antioxidantes del aceite esencial, el
potencial antioxidante fué determinado por dos métodos espectrofotométricos distintos:
DPPH, que funciona en la transferencia de electrones y ABTS, como captador de

radicales libres.

3.7.1. Ensayo DPPH
En el ensayo DPPH, los valores del porcentaje de reduccion para los dos aceites variaron
de 89.15 + 0.7 a 87.66 * 0.55, lo que indica una débil capacidad de captacion de radical
libre DPPH (Tabla 9).

Los aceites de H. purpurascens pudieron reducir el radical DPPH estable de coloracién

purpura en DPPH-H con coloracion amarillo (Figura 21).

Estos resultados fueron comparados con otros aceites esenciales de la especie H.

brasiliense, los cuales también presentaron una baja actividad en el ensayo DPPH, con
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SC 50 de 2516,18 a 3783,49 ug / ml (Murakami, Cordeiro, Scotti, Moreno, & Young,
2017). La capacidad antioxidante analizada por el método DPPH de los aceites esenciales
no es muy alta como en los extractos y fracciones ricas en compuestos fenoélicos (Brewer,
2011).

Tabla 9. Ensayo de DDPH en aceite esencial de H. purpurascens

DPPH

ACEITE | uMET/g aceite | %Reduccion DPPH

HP1 10.62 £ 0.05 89.15 £ 0.47
HP3 10.46 £ 0.06 87.66 £ 0.55

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

Figura 21. Muestras en Ensayo DPPH
con cambio de coloracion purpura a

amarillo.

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

3.7.2. Ensayo ABTS
Por otro lado, nuestros resultados indicaron que los aceites esenciales de H.
purpurascens fueron igualmente débiles en el ensayo de ABTS, presentando valores de
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IC50 de 62,69+ 0,07mg/mL (Tabla 10), lo que indica su baja capacidad para captar

radicales libres, presentando cambio de coloracion (Figura 22).

En una prueba con 98 aceites esenciales puros, con actividad antioxidante; los fenoles,
como timol y carvacrol, fueron los compuestos mas activos, seguidos de los alcoholes
mono Yy sesquiterpenos. Pero los hidrocarburos presentaron muy baja actividad

antioxidante (Anthony, Deolu-Sobogun, & Saleh, 2012).

De esta manera, la baja actividad de eliminacion de radicales observada para los aceites
esenciales de H. purpurascens podria explicarse por las altas cantidades de

hidrocarburos sesquiterpenos y monoterpénicos.

Tabla 10. Ensayo de ABTS en aceite esencial de H. purpurascens.

ABTS

uMET/g aceite SC50 (mg/mL)

326,88 + 23,52 62,69+ 0,07

Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)

Figura 22. Muestras en ensayo ABTS con

cambio de coloracion azul a transparente.
Fuente: (Autora, 2018)

Elaboracion: (Autora, 2018)
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CONCLUSIONES

Este es el primer reporte sobre la composicibn enantiomérica, analisis
olfatométrico y actividad antioxidante de la especie Hedyosmum purpurascens.

El aceite esencial obtenido se caracteriz6 por poseer un rendimiento de 0,02%,
una densidad relativa de 0,93g/cm?, indice de refraccion de 1,48 y rotacion dptica
de +32,90.

Se identific6 67 compuestos, siendo los mayoritarios el Germacrene D (18,96%),
Caryophyllene <(2)-> (6,79%), Cadinene <y-> (5,67%) Linalool (5,41%), y Cis
ocimene (4,87%).

Se determiné el exceso enantiomérico y distribuciéon enantiomérica de 8 pares de
enantidmeros: Linalool (90,36%), Amorphene <y-> (89,76%), Copaene <B->
(73,85%), Terpinen-4- ol (38,07%), Pinene <B-> (34,03%), Muurolol<epi a->
(31,53%), Cubebol (8,62%), y Camphenol <6-> (4,65%).

La actividad antioxidante de los aceites esenciales de H. purpurascens no fué
efectiva para los ensayos, ya que resulto ser débil, lo que indica su poca
capacidad de captar radicales libres.

Frente a las bacterias y hongos en estudio, el aceite esencial fué inactivo, sin
presentar actividad a altas concentraciones empleadas.

La composicion quimica, enantiomérica junto con su caracterizacién organoléptica
y sensorial, ademas de sus propiedades antimicrobianas como antioxidantes son
muy importantes para el control de calidad del aceite esencial, para que sea usado
sobre todo de forma natural en productos de uso para la higiene personal,

cosmeéticos y medicamentos.
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RECOMENDACIONES

Realizar el andlisis quimico y enantiomérico del aceite esencial de la planta con
flores masculinas para evidenciar los cambios en su composicion.
Llevar a cabo el estudio de la parte volatil de la planta, ya que las especies del

género Hedyosmum son empleadas en la medicina tradicional.
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Anexo 1. Rendimiento

El calculo del rendimiento del aceite esencial resulto de la relacién con el volumen de

aceite obtenido con el peso de materia vegetal. Se emple0 la siguiente formula:

V (mL)
P (g)

R (%) = * 100

Donde:
P: peso de materia vegetal recolectada representado en gramos.
V: volumen de aceite esencial expresado en mililitros.

R: Rendimiento del aceite expresado en porcentaje.
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Anexo 2. Densidad Relativa

La densidad relativa a 20°C de un aceite esencial se denota como la masa de un aceite

sobre la masa del agua destilada a igual temperatura. El calculo de la densidad se detalla

en la férmula:

d20 _ mp; — My
20 = —
m; — My

Donde:
d39 : Densidad relativa a 20°C.

Mo : masa del picnémetro vacio expresado en gramos.

m; : masa del picnédmetro con agua representado en gramos.

: masa en gramos del picnémetro lleno con aceite esencial expresado en gramos.
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Anexo 3. Indice de refraccion

El indice de refraccién resulta del seno del angulo de incidencia y el seno del angulo de
refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda determinada, que transita por el aire al

aceite permaneciendo a temperatura constante.

La formula empleada en la determinacion del indice de refraccion es la que se indica a

continuacion:
ntp = ntp + 0,004(t — t)
Donde:
ntp: indice de refraccion a 20°C.
ntp equipo: valor de lectura a 20°C
0,0004: factor de correccién
t": temperatura en la que se ejecuto la lectura

t: 20°C
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Anexo 4. Rotacidn éptica

100 *

100 * 3,307
[ocf258 = —

1x*c
[]5>° = 32,90°

Donde:

[o<]T: rotacién especifica

T: temperatura

A: longitud de onda de luz

a: angulo de rotacion

I: longitud del tubo del polarimetro

c: concentracion de la disolucion
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Anexo 5. Exceso enantiomérico

Para este calculo se relaciona la distribucién enantiomérica que resultdé con anterioridad

por medio de la férmula a continuacion:

o _ IR=S]
Y= [R+ S]

* 100
Donde:

ee(%): exceso enantiomérico

R: enantibmero (+)

S: enantiémero (-)
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