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RESUMEN

Utilizando técnicas cromatograficas, CG-EM y CG-FID se determiné la composicién quimica
del aceite esencial de las partes aéreas de Artemisia absinthium recolectada en
Catamayito-Catamayo (Ecuador). Se identificO un total de diez compuestos, los cuales
representan el 93,80% del total del aceite. Los principales constituyentes del aceite fueron
Sabinyl acetate (57,76%), B-Thujone (20,65%), Sabinene (8,25%). Se evaluo la actividad
biolégica de los extractos obtenidos en Hexano, Eter etilico, Acetato de etilo, Etanol,
Metanol, Agua y del aceite esencial por el método de microdilucién en caldo. El extracto de
Eter Etilico presenté una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 15,62 yg/mL para S.
aureus y 250 pg/mL para P. vulgaris en el extracto etéreo. Finalmente se determiné el

contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante mediante el método DPPH y ABTS.

Palabras Claves: Artemisia absinthium, DPPH, ABTS, Sabinyl acetate.



ABSTRACT

Using chromatographic techniques, GC-MS and GC-FID was determined composition
chemistry of essential oil of the aerial parts of Artemisia absinthium collected in Catamayito-
Catamayo (Ecuador). It was identified the presence of ten constituents, which represent
93.80% of the total oil. The major constituents of the oil were Sabinyl acetate (57.76%) and
B-Thujone (20.65%), Sabinene (8.25%). The biological activity of the extracts obtained in
Hexane, Ethyl Ether, Ethyl Acetate, Ethanol, Methanol, Water and essential oil was
evaluated by the broth microdilution method. Ethyl Ether extract presented a minimum
inhibitory concentration (MIC) against strains of Gram-negative, exhibiting MIC values of
15.62 ug/mL for S. aureus and 250 ug/mL for P. vulgaris in ether extract. Finally, the total
phenolic content and antioxidant activity was determined by the DPPH and ABTS method.

Keywords: Artemisia absinthium, DPPH, ABTS, Sabinyl acetate.



INTRODUCCION

Las plantas han sido desde la antigiiedad un recurso al alcance del ser humano para su
alimentacién y la curacibn de sus enfermedades, estas Ultimas llamadas plantas
medicinales, eran veneradas por las virtudes que se les habia reconocido, transmitiéndose
los conocimientos de generacion en generacion; nadie buscaba el saber por qué o como

actuaban, pero era un hecho incontestable y que parecia magico (Maldonado et al., 2010).

A pesar de su extension relativamente pequefia, el Ecuador es considerado como uno de los
paises mas ricos en diversidad de especies y ecosistemas en todo el mundo. Su posicién
geografica y la presencia de la cordillera de Los Andes determinan la existencia de una
enorme variedad de bosques y microclimas, desde los humedos de la Amazonia y
noroccidente, a los ecosistemas secos del sur; desde las célidas playas del Pacifico hasta
las nieves eternas de los volcanes (Grijalva, 2012). De la Torre et al., (2011) reportan 3118
especies pertenecientes a 206 familias de plantas utiles en el Ecuador; de las cuales el 75%
de las especies medicinales son nativas, el 5% endémicas y el 11% introducidas, siendo las
hojas las parte mas utilizada de la planta (30%), la planta entera (10%) y las flores o

inflorescencia (6%).

Los grupos étnicos del Ecuador han alcanzado a través de afios de evolucién social y
biol6gica, manejar y utilizar numerosas especies medicinales en beneficio propio.
Desafortunadamente estos conocimientos han sido relegados por los procesos de la
industria farmacéutica; la aculturacion, la expansion de la frontera agricola y las acciones
antropogénicas, todo esto han llevado en los ultimos tiempos a la destruccién y perdida de
los bosques en donde los indigenas recogen las plantas medicinales; esta pérdida de
biodiversidad conlleva también la perdida de conocimientos, fruto de miles de afios de
desarrollo cultural, de un estilo de vida en armonia con la naturaleza. Sin embargo, existen
comunidades que guardan aun sus valores culturales como los Saraguro en el sur del pais,
gue mantienen conocimiento sobre recursos fitoterapéuticos ancestrales que son aplicados

por los Hampi Yachak (sanadores comunitarios) (Andrade, 2012).



El desarrollo alcanzado en las técnicas de aislamiento e identificacion de productos y el nivel
de las investigaciones mundiales hacen que el area de los productos naturales sea la de

mayor crecimiento dentro del campo de la quimica organica.

En la actualidad se reportan cerca de un millén de productos naturales aislados a partir de
diferentes especies. Han surgido novedosos y sofisticados métodos y técnicas de
aislamiento, dependientes del creciente desarrollo de la biotecnologia, la bioingenieria y la
aparicion de nuevas demandas en la terapia humana (Krishnaswamy & Raghuramulu,
2000).

Estudios realizados del aceite esencial de Artemisia absinthium L, reportan actividad
antimicrobiana (Sengul et al., 2011), accion emenagoga (reguladora de la menstruacion)
(Montesdeoca, 2010), alelopatia y el poder supresor de la aparicion de malas hierbas
(Zaragoza & Cirujeda, 2005); se han reportado atributos y usos medicinales en casas de
salud venezolanas indicado eficacia en el alivio de desordenes renales, dolores
estomacales, colerina y dolor dental (CEPAL, 2005); en homeopatia es utilizada para
prevenir las crisis de epilepsia, sonambulismo, hemorragias uterinas, convulsiones ademas
de ser antiinflamatoria y antipirética (Chalala et al., 2004); Segun Shafi et al., (2012) en su
investigacion pudo apreciar la habilidad de alterar la morfologia celular de células
cancerigenas mostrando condensacion nuclear y una significativa fragmentacion del nicleo

celular indicativos del proceso de apoptosis.

Basados en este contexto el Departamento de Quimica Aplicada de la Universidad Técnica
Particular de Loja en colaboracién con el Departamento de Nutricién y Calidad del INIAP en
su proyecto denominado “Estudio de los Recursos Fitoterapéuticos Ancestrales para su
Conservacion y Aprovechamiento Sostenible” se desarroll6 el estudio quimico de los
extractos y el aceite esencial de la especie Artemisia absinthium L, de la regién Sur del
Ecuador. La presente investigacion busca aislar, identificar, y evaluar microbiolégicamente
los metabolitos secundarios, que le otorgarian a la especie Artemisia absinthium L,

comunmente llamada “ajenjo” los atributos de caracter medicinal.



CAPITULO |
FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES DEL PROYECTO
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Fin del proyecto.

Contribuir a mejorar la calidad de vida de las poblaciones rurales mas vulnerables del

Ecuador, mediante la conservacién y revalorizacion de la especie Artemisia absinthium L, en

un contexto de respeto por el ambiente, el conocimiento ancestral y la cultura local.

1.1.1.

1.1.2

1.2

13

Objetivo general.
Estudiar los recursos fitogéneticos ancestrales de plantas medicinales para su
conservacién y aprovechamiento sostenible.

Objetivos especificos.

Realizar un screening preliminar cualitativo mediante tamizaje fitoquimico de
Artemisia absinthium L.

Aislar y caracterizar metabolitos secundarios a partir de Artemisia absinthium L. y
evaluar la actividad biolégica de sus extractos totales.

Determinar la composicién fisico-quimica y evaluar la actividad biolégica del aceite
esencial de Artemisia absinthium L.

Propdésito del proyecto.

El presente proyecto pretende aislar, caracterizar y evaluar la actividad biolégica de
los extractos totales y el aceite esencial y de esta forma revalorizar las especies

ancestrales de uso medicinal.
Componentes del proyecto.
Como resultado de este trabajo investigativo se espera obtener los metabolitos

secundarios de los extractos totales, ademas evaluar la composiciébn quimica y

actividad bioldgica de su aceite esencial.



CAPITULO II

ANTECEDENTES



2.1 Antecedentes.

Las plantas medicinales han sido milenariamente utilizadas en la medicina tradicional y
ahora son cada vez mas valiosos como materia prima en la preparacion de medicamentos
modernos (occidentales) para la industria farmacéutica y herbal, cuyo mercado, igualmente

importante, sigue una tendencia hacia un aumento significativo.

La familia de las compuestas (Compositae o Asteraceae), con mas de 1.000 géneros y
aproximadamente 20.000 especies, es una de las mas importantes de las plantas
formadoras de semillas (espermatofitos), tanto en lo que respecta al nUmero de especies
como en la diversidad de su morfologia, habitat, formas vitales y sistemas de dispersion de
los frutos (Guilarte, 2003). En general, el grupo esta caracterizado por la presencia de
acidos iso- y clorogénico isoflavonoides, lactonas sesquiterpénicas, alcoholes triterpénicos
pentaciclicos, aceites esenciales (con predominio de terpenoides), alcaloides
(especialmente pirrolizidinicos) y diversos derivados acetilénicos, mientras que carece de

taninos verdaderos y de iridoides (Del Vitto & Petenatti, 2009).

Artemisia absinthium L, denominada comunmente “ajenjo”, es una planta herbacea
medicinal de la familia de las asteraceae que segun estudios fitoquimicos presenta una
composicion quimica en hojas del (1-2%) de aceite esencial el cual contiene feladreno, a-
pineno, tuyona (3-12%), tuyo y derivados (alcohol, isovaleratos, palmitato), bisaboleno,
canfeno, cadineno, felandreno, nerol y azulenos, absintina, isoabsintina, 1,4-dimetil-7-
etilazuleno, 7-etil-3,6-dihidro-1,4-dimetilazuleno, 7-etil-5,6-dihidro-1,4-dimetilazuleno, 3-O-b-
D-glucopiranésido, 3-O-rutésido; ademas contiene taninos, resinas, almidén, malatos, nitrato
de potasio y otras sales; en flores presenta absintina, isoabsintina, 1,4-dimetil-7-etilazuleno,
7-etil-3,6-dihidro-1,4-dimetilazuleno, 7-etil-5,6-dihidro-1,4-dimetilazuleno, 3-0O-b-D-
glucopiranésido, 3-O-rutésido; en raiz presenta sesartemina, episesartemina A,
diasesartemin; en semillas en base seca contiene proteina (25,8%), grasa (33,4%) y ceniza
(6,6%) (Villar & Villavicencio, 2001).



2.1.1 Descripcién botanica de la especie Artemisia absinthium L.
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Figura 1. Artemisia absinthium L.

Elaboracién: El Autor

Tabla 1. Descripcién botanica Artemisia absinthium L.

Descripcién botanica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Artemisia
Nombre cientifico Artemisia absinthium L.
Absinth, bitterer beifuss, wermut (aleman);
) incienso (Cuba); hierba dulce (Chile); alcanfor
Nombre comun en algunos o o S
i o (Ecuador); absintio, ajencio, ajenjo, incienso
paises o idiomas . _ ) )
(Espafia); absinthe, aluyne, armoise amére
(francés); té ruso (Guatemala); absinth, Green,




giger, wormwood (ingles); assenzio maggiore,
assenzio romano (italiano); bsinto, acinto,
artemisia, assintro, axenxo, losna, losha maior,
rainha das ervas (portugués); ajenjo de sierra,
artemisia (Venezuela). En varios paises tambien
se le llama: ajenjo comun, ajenjo macho, ajenjo
mayor, alosha, amargosa, asenjo, incienso,

hierba santa, hierba de san Juan.

Fuente: Fonnegra & Jiménez, 2007.

Elaboracién: El Autor

Artemisia absinthium L, es una planta herbacea medicinal de la familia de las asteraceae. Su
apariencia es blanquecina, mide entre de 50 cm a 1,30 m de altura y olorosa. Las hojas
presentan un color entre blanco a gris-verde, esta constituido por unas flores pequefias
amarillentas que pueden medir de 3 a 5 mm de didmetro y salen en el mes de junio a
septiembre. Originaria de Europa, se cultiva como ornamental en el Este de América del
Norte, donde ahora crece de forma silvestre junto a los caminos. Crece en clima calido,
semicalido y templado, entre 297 y 3,100 msnm. Asociada a la vegetacion perturbada del
bosque tropical caducifolio, subcaducifolio y subperennifolio, matorral xerofilo, bosque
espinoso, mesofilo de montafia, de encino, de pino, mixto de encino-pino y pino-encino
(Martinez, 2009).

2.1.2 Propiedades farmacoldgicas.

Desde el punto de vista farmacoldgico, el ajenjo posee propiedades digestivas, actuando
como ténico estomacal, carminativo, aperitivo, expectorante, antibacteriano y vermifugo.
También tiene propiedades diuréticas por la presencia de elevadas concentraciones de
sales de potasio. Se encuentra indicada en amorrea, dismenorrea, meteorismo, anorexia,
disquinesia biliar, bronquitis y externamente como vulneraria. La planta tiene también
propiedades vermifugas y emenagogas. También es un buen repelente de abejas, cuando
se manipulan colmenas o cuando se quiere evitar la formacién de las mismas en lugares
inadecuados. (Llorens et al., 2008). En la tabla 2 se pueden apreciar algunas de las

propiedades farmacolégicas.
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Tabla 2. Propiedades farmacolégicas.
Orexigeno reflejo aumentan la produccién de jugos gastrointestinales,

estimulando el apetito.

, _ El ajenjo aumenta la produccion de jugos gastrointestinales,
Digestivo _ _ »
favoreciendo la digestion.

Antiespasmadico El ajenjo produce una relajacién del masculo liso

En ensayos in vitro sobre hepatocitos e in vivo sobre raton, se ha
" comprobado que el extracto metandlico de ajenjo ejerce un efecto
Protector hepatico o _ _
hepatoprotector frente a la toxicidad producida por acetaminofeno y

tetracloruro de carbono.

Fuente: Montesdeorca, 2010
Elaboracién: El Autor

11



CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS
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3.1 Esquema general de la metodologia empleada.
Partes aéreas de
A. absinthium
| |
Obtencion de Obtencion de
extractos aceite esencial
Método por
| arrastre de vapor

Tamizaje Fitoquimico Crongat‘ografia Analisis Analisis Actividad

&n Lolumna Fisico Quimico Biclagica

| | — CGEM cMI

[ | [ |
il Actividad
Actividad Extracto Total DesEcyforraocf?\T; do DB5 FID Bacteras Hongos
iologi Antioxidant ili - d tofit
Biclogica 1oxidante Eter Etilico de Eter Etilico Gram ermatofitos
CMI
L CCF —‘
Bacterias Hongos DPPH ABTS
Gram - dermatofitos Purificacion
3.2 Recoleccion de la muestra.

La recoleccion de la muestra de la especie vegetal Artemisia absinthium, fue realizada el 19
de Febrero de 2013 con voucher ECU20139, en el sector de Catamayito, Parroquia El
Tambo, Cantéon Catamayo de la Provincia de Loja, a 1 kilometro del aeropuerto de
Catamayo en la finca del Sr. Luis Amable Castillo, con coordenadas geograficas 4.02.31,5 S
; 79.22.57,7 W. La clasificacion taxonémica y morfolégica la realizé el INIAP en la Estacién

Experimental Santa Catalina y la Granja Experimental Tumbaco.

3.3  Tamizaje fitoquimico.

Permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una
planta y a partir de ello orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el
aislamiento de los grupos de mayor interés. Para la presente investigacion se procedio a
realizar el tamizaje fitoquimico a partir de extractos etéreo, etandlico y acuoso utilizando la
metodologia descrita por Miranda (2002) y Ordofiez (2005) realizando su analisis por

triplicado.
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3.4 Obtencién del extracto.

El material vegetal se deshidraté en una camara de secado por 3 dias en condiciones
estables a 32°C. Se tomé 500g del material vegetal seco y se trituro, posteriormente fue
sometido a maceracion dinamica por un periodo de 4 horas con disolventes de polaridad
creciente, Hexano, Acetato y Metanol por triplicado y consecutivamente, en el caso del Eter
Etilico se parti6 de una muestra nueva de 5009 la cual fue tratada Unicamente con este
disolvente. La extraccion se realiz6 en forma triplicada con el mismo disolvente. Los
extractos obtenidos de la maceracién se separaron por filtracién al vacio y se concentraron

mediante rotavaporador a presion reducida a una temperatura de 30 grados centigrados.
(Fig. 2)

Para facilitar la identificacion y trabajo con los extractos obtenidos se los denominé como se
muestra a continuacion: Extracto total en Hexano (HxAA), Eter Etilico (EtAA) Acetato de
Etilo (AcAA), Extracto en Metanol (MeAA).

Figura 2. Obtencidn de los extractos.

A). Maceracion dindmica (4 horas), B). Filtracién al vacio, C). Rotaevaporacion
14



Los cuatro extractos obtenidos (HXAA, EtAA, AcAA, MeAA) se almacenaron en refrigeracion
y se registraron los datos obtenidos con respecto al peso, para obtener el rendimiento total
de los extractos en relacion a la planta.

3.5 Analisis de los extractos.

Obtenidos los cuatro extractos en Hex, Eter Etilico, AcOEt, MeOH, se determin6d su
rendimiento utilizando la formula descrita en el Anexo 1. Utilizando placas de silica gel 60,
se observé los extractos con mayor riqueza y mejor separacion de los compuestos. Cabe
indicar que se realiz6 la CCF en fase directa e inversa, y a distintas polaridades (Fig. 3-4-5).
Finalmente con los resultados obtenidos se decidié optar por desclorofilar el extracto total

Etéreo el cual presentd mayor actividad biolégica y rigueza de compuestos mediante CCF.

HXAA AcAA MeAA  HxAA AcAA MeAA HxAA AcAA MeAA

Figura 3. Placas de silica gel CCF fase directa de los extractos HXAA, ACAA, MeAA.

(A) F. movil: Hex-AcOEt 5:5 (v/v); B) F. movil: Hex-AcOEt 8:2 (v/v); C) F. moévil: Hex-AcOEt 7: 3 (v/v)
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HXAA AcAA MeAA HXAA AcAA MeAA

HXAA AcAA MeAA HXAA AcAA MeAA

Figura 4. Placas de silica gel CCF fase inversa de los extractos HxAA, AcAA, MeAA.
A) F.movil: acetona 100%; B) F. movil: MeOH- H20 8:2 (v/v); C) F. mdvil: MeOH-H20 7:3 (v/v); D) F.

movil: MeOH- H20 9:1 (v/v)

A B

Figura 5. Placas de silica gel CCF fase directa del extracto EtAA.

A) F. movil: Hex-AcOEt 5:5 (v/v); B) F. mdvil: Hex-AcOEt 8:2 (v/v)
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3.6 Desclorofilacion del extracto.

Para obtener extractos libres de clorofila y de esta forma facilitar el proceso de
fraccionamiento procedemos a desclorofilar, para lo cual, empleamos una técnica de

cromatografia en embudo biichner con silica gel fase inversa. (Fig. 6)

Se sembr6é 10g del extracto total EtAA en 100g de silica gel fase inversa en embudo
blchner y se procedié a filtrar al vacio utilizando como eluyentes MeOH - H,O 8:2 (v/v)
(EtDAAL), MeOH - H,O 9:1 (v/v) (EtDAA2) y MeOH 100% (EtDAA3). Las fracciones
obtenidas concentraron en rotavaporador a presion reducida y 30°C. Se registré el peso

obtenido y se etiqueto.

Finalmente con los resultados obtenidos de este proceso se decidié utilizar el extracto

EtDAAL1 el cual no presenté clorofilas.
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EtDAAL EtDAA2 EtDAA3
Figura 6. Proceso de desclorofilacion.

A) Pesado de la muestra. B) Filtrado con eluyentes MeOH - H20 8:2 (EtDAA1), MeOH - H20 9:1
(EtDAA2), MeOH 100% (EtDAA3). C) Rotaevaporacion de fracciones. D) CCF fase directa Hex-AcOEt
5:5 (EtDAAL- EtDAA2- MVD-3)

3.7 Fraccionamiento de los extractos.

Se realizé mediante cromatografia en columna (CC). Como fase estacionaria se emple6 gel
de silice 60 en una relacion muestra silice 1:100, y para la elucion rapida de los compuestos
del extracto se utiliz6 como fase mévil disolventes con un gradiente de polaridad ascendente
(Hex, AcOEt y MeOH) aplicando una bomba de presion.

Para el proceso de fraccionamiento se decidi6 trabajar con el extracto de Eter de Etilo en
dos diferentes columnas cromatografica, partiendo de 5g de extracto sin desclorofilar EtAA
para la primera y 3g de extracto desclorofilado EtDAA1l para la segunda, ambas en silica
gel fase directa y mediante CCF se determin6 la proporcion de disolventes de partida

usando como referencia que la muestra que eluya como maximo a un Rf de 0,5.
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3.7.1 Cromatografia en capa fina (CCF).

Se realiz6 ensayos en cromatografia de capa fina (CCF) a las fracciones obtenidas, se
utilizé una placa de silica gel 60 F2s4 fase directa y la visualizacién se realiz6 en el equipo de
luz UV a una longitud de 254 y 360nm; ademas se corroboré esta informacion con el agente
revelador utilizando acido sulfarico al 5% y vainillina al 1% (Anexo 2). Las fracciones se
unieron de acuerdo a su similitud y Rf que se obtiene aplicando la férmula descrita en el

Anexo 3.

3.8 Determinacién de actividad bioldgica.

Se evallo la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos por el método de
microdilucién en caldo, que determina la concentracién minima inhibitoria (CMI) contra las
cepas de bacterias Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853), Klebsiella
pneumoniae (ATCC® 9997), Proteus vulgaris (ATCC® 8427), Escherichia coli (ATCC®
25922), Salmonella typhimurium (LT2®), bacterias Gram-positivas: Enterococcus faecalis
(ATCC® 29212), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) y para hongos dermatofitos:
Trichophyton rubrum (ATCC® 28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC® 28185).

3.9 Determinacién de actividad antioxidante.

Para las medidas de la actividad antioxidante se utilizé Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) como control positivo y solo DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical) o ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) como
controles negativos (sin antioxidante). Los resultados expresados como pMol equivalentes
de Trolox/g de muestra, indican que la muestra analizada tiene una actividad antioxidante
equivalente a pMol de Trolox. En el caso de los fenoles totales, se empleé acido galico como
estandar (control positivo) y los resultados se expresan como mg equivalentes de &cido

gdlico. La ausencia de acido galico corresponde al control negativo.
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3.10 Obtencion del aceite esencial por el método de arrastre de vapor.

Se partié de 950g de muestra seca de partes aéreas de A. absinthium y se colocé en el

equipo de destilacién por arrastre de vapor. (Fig. 7)

Este método es una destilacién de la mezcla de dos liquidos inmiscibles y consiste en una
vaporizacion a temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada uno de los componentes
volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua. Los vapores que salen del
cuello de cisne se enfrian en un condensador donde regresan a la fase liquida, los dos

productos inmiscibles, agua y aceite esencial, finalmente se separan en un vaso Florentino.

Figura 7. Equipo de destilacion por arrastre de vapor.

3.10.1 Determinaciéon de la humedad.

Se obtuvo calculando la pérdida de peso al secado, se utilizé un instrumento de humedad el
cual posee una lampara de luz infrarroja para secar y una balanza sensible para pesar la

muestra. Los resultados fueron obtenidos aplicando la férmula descrita en el Anexo 4.
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3.10.2 Determinacion del rendimiento del aceite esencial.

Para la determinacién del rendimiento se tomé en cuenta el peso total de la materia vegetal
destilada y la cantidad de aceite esencial obtenido. El resultado fue obtenido aplicando la

férmula descrita en el Anexo 1.

3.11 Determinacion de las propiedades fisicas del aceite.

3.11.1 Densidad relativa.

La densidad relativa se obtuvo por el método del picnémetro. Se utilizd6 un picnémetro de

2mL y el resultado fue obtenido aplicando la formula descrita en el Anexo 5.

3.11.2 indice de refraccion.

El indice de refraccion del aceite esencial se determiné segun la norma ANFOR NF 75 -112

(Anexo 6) la determinacion de esta propiedad se la realizo en el refractometro ABBE.

3.12 Identificacién de la composicion quimica del aceite esencial.

Para la identificacion de los compuestos del aceite esencial de la especie Artemisia
absinthium, se utilizé la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de
masas (CG-EM) y al detector de ionizacion de llama (CG-FID), obteniendo resultados
cualitativos y cuantitativos, se realiz6 en las columnas capilares DB-5MS (5%-Fenil —

metilpolisiloxano) y DB-5 FID.

Para la obtencion de los cromatogramas se utilizo el equipo cromatégrafo de gases Agilent
serie 6890N acoplada a un espectrémetro de masas Agilent serie 5973 inert, constituido con
un sistema de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1, el cual cuenta con un inyector

automatico split/splitless serie 7683, acoplado a un detector de ionizacion de llama.
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3.12.1 Preparacién de las muestras.

Se prepar6 una disolucion de 990uL CH.CL, grado HPLC y 10uL de aceite esencial, de
similar forma se prepard para hidrocarburos de Cio a Czs que fueron inyectados en la

columna DB-5MS en el CG-EM, dado que los tiempos de retencion de los hidrocarburos nos

sirven de base en la determinacién de indices de Koévats de cada compuesto.

3.12.2 Pardmetros operacionales del CG-EM.

En la tabla 3 se describen los parametros y caracteristicas de la columna capilar DB-5MS vy

DB-5MS FID.

Tabla 3. Pardmetros operacionales de las columnas capilares utilizadas.

DB-5MS DB-5MS FID
COLUMNA
Modelo Agilent 122-5532, de Agilent 122-3832, de
0,25mm*30m*0,25um 0,25mm*30m*0,25um
Temperatura maxima 350°C 360°C
Flujo Constante Constante
Flujo inicial 0,9mL/seg 0,9mL/seg
Presion inicial 44,8 kPa 76,6 kPa
Velocidad promedio 35cm/seg 26cm/seg
INYECTOR
Modo Split Split
Radio de particion 50:1 50:1
Temperatura 250°C 250°C
Gas Helio Helio
HORNO
Temperatura inicial 50°C 50°C
Temperatura final 230°C 230°C
Gradiente de temperatura 2,5°C/min 2,5°C/min
DETECTOR
Temperatura del detector 250°C 250°C
Gas portador Helio Helio

Fuente: Laboratorio de Andlisis Instrumental.
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3.12.3 Determinacion de los indices de Kévats (IK).

Los Indices de Koévats (IK) se calcularon en base a la comparacion de los tiempos de
retencion de una serie homologa de patrones de hidrocarburos a partir del Cip hasta Cus y
los tiempos de retencion de los componentes del aceite esencial. Los valores obtenidos se
determinaron mediante la formula descrita en el Anexo 7.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y ANALISIS
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4.1  Tamizaje fitoquimico de la especie A. absinthium.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4. Resultado del Tamizaje Fitoquimico.

EXTRACTO

Etéreo

Etanodlico

PRUEBA RESULTADO RESULTADO RESULTADO
1 2 3
SUDAN Positivo Positivo Positivo
DRAGENDORFF ++ ++ ++
MAYER ++ ++ ++
WAGNER ++ ++ ++
BALJET Negativo Negativo Negativo
LIEBERMANN- Positivo Positivo Positivo
BURCHARD
T e
CATEQUINAS Negativo Negativo Negativo
RESINAS Negativo Negativo Negativo
FEHLING Negativo Negativo Negativo
DRAGENDORFF +++ +++ +++
MAYER ++ ++ ++
WAGNER ++ ++ ++
BALJET ++ ++ ++
LIEBERMANN- Positivo Positivo Positivo
BURCHARD
ESPUMA Positivo Positivo Positivo
CLORURO Negativo Negativo Negativo
FERRICO
NINHIDRINA Negativo Negativo Negativo
SHINODA Negativo Negativo Negativo
ANTOCIANIDINAS Negativo Negativo Negativo

KEDDE Nei;ativo Nei;ativo Neiativo

(++) = Turbidez
(+++) = Precipitado

FEHLING Negativo Negativo Negativo
DRAGENDORFF +++ +++ +++
MAYER Negativo Negativo Negativo
WAGNER ++ ++ ++
Acuoso ESPUMA Positivo Positivo Positivo
CLORURO Positivo Positivo Positivo
FERRICO
SHINODA Positivo Positivo Positivo
MUCILAGOS Negativo Negativo Negativo
P. AMARGOS Y Positivo Positivo Positivo
ASTRINGENTES
(+) = Opalescencia
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A partir del andlisis confirmamos la presencia de algunos grupos de principios activos como
alcaloides, acidos grasos, terpenos, cumarinas, flavonoides, azucares reductores, fenoles y
saponinas datos comparables a los obtenidos por Lazar (2010) variando su resultados al

indicar la presencia de mucilagos y ausencia de saponinas.

4.2 Extractos obtenidos de la especie A. absinthium.

En la tabla 5 se describe el peso y rendimiento de los extractos HXAA, EtAA, ACAA y MeAA
a partir de 500g de muestra vegetal seca. Asi como los resultados del proceso de

desclorofilacion del extracto EtAA.

Tabla 5. Peso y rendimiento de los extractos y derivados obtenidos de A. absinthium.

PESO
EXTRACTO PESO FINAL (g) RENDIMIENTO (%)
INICIAL (g)
Extracto total en Hex (HXAA) 500 11,74 2,34
Extracto total en Eter Etilico
500 36,18 7,23
(EtAA)
Extracto total en AcOEt (ACAA) 500 18,65 3,73
Extracto total en MeOH (MeAA) 500 16,81 3,36
Extracto total en Eter Etilico
) 10 3,42 34,2
desclorofilado (EtDAA1L)
Extracto total en Eter Etilico
) 10 1,24 12,4
desclorofilado (EtDAA2)
Extracto total en Eter Etilico
10 0,57 5,7

desclorofilado (EtDAA3)

4.2.1 Actividad antimicrobiana de la especie A. absinthium.

Se considera que si un extracto o compuesto presenta una CMI <100 pg/mL la actividad
antimicrobiana es buena, de 100 a 500 ug/mL moderada, de 500 a 1000 pg/mL mala, y
>1000 pg/mL nula (Holetz, et al., 2002). De acuerdo a esto, el extracto etéreo de Artemisia

absinthium (15,63 pg/mL) presenté una buena actividad frente a S. aureus; dado que no se
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pudo aislar compuestos de los extractos obtenidos no se puede determinar el o los
compuestos que le confieren su capacidad antimicrobiana. En el caso del aceite esencial en
literatura se reporta su actividad contra S. aureus (Moslemi, 2012), atribuyendo su actividad
antimicrobiana a camphor, p-cymene, caryophyllene, a-pinene y B-pinene de los cueles p-
cymene y a-pinene estuvieron presentes en cantidades minoritarias en nuestra planta en

estudio. Los resultados obtenidos se pueden apreciar en la tabla 6.

Tabla 6. Actividad antimicrobiana

NOMBRE NOMBRE CMI M.O. Control
‘ ‘ MUESTRA _ Control (+)
COMUN CIENTIFICO (ug/mL) sensible )
Extracto 250 P. vulgaris
Etéreo 15,62 | S. aureus
Extracto
1000 S. aureus
AcCu0s0
Extracto
. . NA - Gentamicina
o Artemisia Etanolico
Ajenjo o Say Pv: 0,195
absinthium Extracto DMSO
NA - mg/uL
Hex 5%
Ef. 0,7812
Extracto
NA - ug/mL
AcOEt
Extracto
NA -
MeOH
Aceite
. NA -

Esencial

NA: No presenté actividad en ninglin microorganismo, bajo ninguna concentracion.

4.2.2 Actividad antioxidante de la especie A. absinthium.

Los resultados obtenidos de Artemisia absinthium para actividad antioxidante se los puede
apreciar en la tabla 7, expresando mayor actividad antioxidante en el extracto metanolico
desclorofilado: ABTS 471,333 £ 6,138 uMol Trolox/g extracto; DPPH 710,352 + 4,725 uMol
Trolox/g extracto; fenoles totales 59,399 + 1,477 mg ac. Galico/g extracto; y el extracto el
etéreo: ABTS 289,282 + 10,475 uMol Trolox/ g extracto; DPPH 759,303 + 16,766 uMol

Trolox/g extracto; fenoles totales 22,179 + 1,553 mg ac. Galico/g extracto. (Fig. 8)
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Tabla 7. Actividad antioxidante

NOMBRE

COMUN

Ajenjo

NOMBRE

CIENTIFICO

Artemisia

absinthium

ABTS
FENOLES
(uMol DPPH (pMol
TOTALES (mg
EXTRACTO Trolox/ Trolox/ _
ac. Galico/
g g extracto)
g extracto)
extracto)
289,282 + 759,303 +
Etéreo 22,179 + 1,553
10,475 16,766
_ 399,538 + 309,707 +
Etandlico 38,295 + 1,226
2,701 8,201
215,521 + 97,283 +
AcCuU0SO 21,067 + 1,182
3,683 21,888
96,611 + 23,130 + _ N
Hex. No identificado
7,887 4,525
Hex 408,278 * 206,833 + _ N
. No identificado
Desclorofilado 3,127 10,816
229,389 + 116,833 +
AcOEt 9,249 + 0,786
3,735 2,422
AcOEt 374,528 + 179,056 +
. 35,958 + 0,702
Desclorofilado 4,683 7,474
161,333 + 86,463 +
MeOH 5,214 + 1,424
7,717 6,195
MeOH 471,333 + 710,352 +
_ 59,399 + 1,477
Desclorofilado 6,138 4,725
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Figura 8. Actividad Antioxidante.

4.3 Fraccionamiento del extracto EtAA.

Del Extracto en Eter Etilico sin desclorofilar (EtAA) se obtuvo 163muestras con un volumen
aproximado de 50mL de las cuales se determiné 34 fracciones. En la tabla 8 se exponen los
disolventes empleados y las proporciones a las cuales las muestras fueron eluidas asi como
también la apariencia que presentaron. Se realiz6 CCF en fase directa en intervalo de

muestras para determinar el nimero de fracciones.

Tabla 8. Fraccionamiento cromatografico del extracto EtAA.

MUESTRAS PROPORCION MEZCLA DE SOLVENTES APARIENCIA

1-12 90:10 Hex-AcOEt Aceitoso
13-24 80:20 Hex-AcOEt Aceitoso
25-36 70:30 Hex-AcOEt Aceitoso
37-48 60:40 Hex-AcOEt Aceitoso
49-60 50:50 Hex-AcOEt Aceitoso
62-72 40:60 Hex-AcOEt Aceitoso
73-84 30:70 Hex-AcOEt Aceitoso
85-96 20:80 Hex-AcOEt Aceitoso
97-108 10:90 Hex-AcOEt Aceitoso
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109-120 100 AcOEt Aceitoso
121-132 90:10 AcOEt- MeOH Aceitoso
133-149 80:20 AcOEt- MeOH Aceitoso
150-163 100 MeOH Aceitoso
4.3.1 Union de fracciones EtAA.
Las fracciones se unieron de acuerdo a su Rf y similitud. (Tabla 9)
Tabla 9. Fracciones unidas extracto EtAA.
FRACCIONES APARIENCIA DENOMINACION Peso
UNIDAS (mg)
1-7 aceitoso FU1 128,8
8-11 aceitoso FU2 50,3
12-21 aceitoso FU3 16,1
22-28 aceitoso FuU4 1185,4
29-32 aceitoso FUS 319,8
33-34 aceitoso FU6 87,3
35-36 aceitoso FU7 113,9
37-41 aceitoso FU8 144.6
42-45 aceitoso FU9 166,1
46-48 aceitoso FU10 265,8
49-52 aceitoso FU1l1 263,8
53-54 aceitoso FU12 167,1
55-56 aceitoso FU13 136,2
57-58 aceitoso FU14 59,1
59-60 aceitoso FU15 48,2
61-64 aceitoso FU16 88,3
65-69 aceitoso FuUi17 97,6
70-71 aceitoso FU18 55,6
72-76 aceitoso FU19 207,1
77-78 aceitoso FU20 38,1
79-93 aceitoso FU21 102,6
94-96 aceitoso FU22 77,2
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97-98 aceitoso FU23 30,6
99-101 aceitoso FU24 31,7
102-104 aceitoso FU25 9,4
105-109 aceitoso FU26 9,2
110 aceitoso FU27 7,7
111 aceitoso FU28 53
112-121 aceitoso FU29 51,1
122-124 aceitoso FU30 16,6
125-126 aceitoso FU31 9,4
127-129 aceitoso FU32 8,5
130-137 aceitoso FU33 23,7
138-163 aceitoso FU34 6,3

4.4 Fraccionamiento del extracto EtDAAL.

Del Extracto en Eter Etilico desclorofilado (EtDAA1) se obtuvo 274 muestras con un volumen
aproximado de 100mL de las cuales se determiné 18 fracciones. En la tabla 10 se exponen
los disolventes empleados y las proporciones a las cuales las muestras fueron eluidas asi
como también la apariencia que presentaron. Se realizé6 CCF en fase directa en intervalo de

muestras para determinar el nimero de fracciones.

Tabla 10. Fraccionamiento cromatografico del extracto EtDAAL.

FRACCIONES PROPORCION MEZCLA DE SOLVENTES APARIENCIA

0 100 Hex Sin muestra
1-20 95:05 Hex-AcOEt Aceitoso
21-40 90:10 Hex-AcOEt Aceitoso
41-60 85:15 Hex-AcOEt Aceitoso
61-80 80:20 Hex-AcOEt Aceitoso
81-100 75:25 Hex-AcOEt Aceitoso
101-120 70:30 Hex-AcOEt Aceitoso
121-140 65:35 Hex-AcOEt Aceitoso
141-160 60:40 Hex-AcOEt Aceitoso
161-180 55:45 Hex-AcOEt Aceitoso
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181-200 50:50 Hex-AcOEt Aceitoso
201-220 45:55 Hex-AcOEt Aceitoso
221-240 40:60 Hex-AcOEt Aceitoso
241-260 25:75 Hex-AcOEt Aceitoso
261-270 10:90 Hex-AcOEt Aceitoso
271-272 50:50 AcOEt- MeOH Aceitoso
273-274 100 MeOH Aceitoso
4.4.1 Union de fracciones EtDAAL.
Las fracciones se unieron de acuerdo a su Rf y similitud. (Tabla 11)
Tabla 11. Fracciones unidas extracto EtDAAL.
FRACCIONES UNIDAS APARIENCIA DENOMINA-CION Peso
Qle)
1-5 Aceitoso DFU1 35,5
6-10 Aceitoso DFU2 42,8
11-15 Aceitoso DFU3 72
22-29 Aceitoso DFU4 1721
30-38 Aceitoso DFU5 70,5
39-47 Aceitoso DFUG6 98,4
48-60 Aceitoso DFU7 166,3
61-70 Aceitoso DFUS8 113,9
71-79 Aceitoso DFU9 94,8
80-84 Aceitoso DFU10 10,7
85-91 Aceitoso DFU11 132,8
92-104 Aceitoso DFU12 107,4
105-123 Aceitoso DFU13 109,2
130-136 Aceitoso DFU14 57,2
153-164 Aceitoso DFU15 91,1
167-187 Aceitoso DFU16 381,2
190-227 Aceitoso DFU17 248,7
248-269 Aceitoso DFU18 70,7
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45 Purificacién de fracciones.

Considerando la riqueza de las fracciones unidas obtenidas del Extracto EtAA y EtDAAL se
procedié a realizar un aislamiento de compuestos atreves de micro columnas obteniendo
mezclas de compuestos, los mismos que no fue posible purificar ni determinar por la minima
cantidad de muestra resultante. En el caso de la fraccion DFU4 se logr6 llegar a una mezcla
donde mediante CG-EM identific6 dos compuestos (Fig. 9); el primero con un tiempo de
retencion de 19,20 minutos y porcentaje de area relativo de 12,72%, el 2-Pentadecanone,
6,10,14-trimethyl (Fig. 10) con una probabilidad del 92% el mismo que fue reportado en A.
armeniaca (Mojarrab, 2013) y el segundo con un tiempo de retencion de 19,33 minutos y
porcentaje de area relativo de 20,15%, el 7-Acetyl-6-ethyl-1,1,4,4-tetramethyltetralin (Fig.10)
con una probabilidad del 95% el mismo que es un contaminante ambiental perteneciente al
grupo de los almizcles sintéticos (Osemwengie, 2001); logrando ser identificados
Unicamente por comparacion entre los espectros obtenidos y los de la base de datos Wiley
7n.1y NIST. (Fig 11y 12)
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Figura 9. Espectro de masas (CG-EM) fraccién DFU4
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Figura 10. Estructura quimica de los compuestos identificados en la fraccion DFU4
(A) 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl. B) 7-Acetyl-6-ethyl-1,1,4,4-tetramethyltetralin
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Figura 11. Espectros CG-EM de 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl

(A) Espectro obtenido de CG-EM. B) Espectro obtenido de la base de datos de Wiley 7n.1
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A) Espectro obtenido de CG-EM. B) Espectro obtenido de la base de datos de Wiley 7n.1

4.6 Porcentaje de humedad.

En la tabla 12 se presenta el promedio de humedad, desviacion estandar y coeficiente de

variacion por triplicado.
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Tabla 12. Porcentaje de humedad.

AA 1l 76,10

AA 2 75,95 75,33
AA 3 73,95 ‘ ‘

AA: Artemisia absinthium
Promedio

Desviacién Estandar

V: Coeficiente de Variacion

1,44

O Qq X

4.7 Rendimiento del aceite esencial.

El rendimiento obtenido fue de 0,52 % valor que se encuentra acorde a la literatura donde se

considera esta en torno al 0,2 y 0,5 % (Navarro, 2012).

4.8 Propiedades fisicas del aceite esencial.

El aceite esencial de A. Absinthium es liguido a temperatura ambiente y en refrigeracion,

presentando una coloracion café obscura.

4.8.1 Densidad.

En la tabla 13 se presenta el promedio de densidad, desviacion estandar y coeficiente de

variacion por triplicado.

Tabla 13. Densidad.

Densidad
AA 1l 0,940
AA 2 0,937 0,938 0,002 0,0000067
AA 3 0,935
AA: Artemisia absinthium
X: Promedio
o: Desviacion Estandar
CV: Coeficiente de Variacion
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La densidad promedio del aceite esencial obtenida es de 0,938 g/cm® la cual guarda

relacion a la reportada por Morales et al., (2002) que fue de 0,921 g/cm3.

4.8.2 indice de refraccion.

No fue posible determinar el indice de refraccion debido a que el aceite esencial presenté
una coloracion café oscura lo cual impidié determinar su refraccion dado que el haz de luz

era absorbido por la muestra disminuyendo su capacidad de reflexion.

4.9 Composicién quimica del aceite esencial de la especie A. absinthium.

La determinaciéon de la composicion quimica se realiz6 en el cromatografo de gases
acoplado a espectrometria de masa (CG-EM) utilizando la columna capilar DB-5MS
basandose en las comparacion de los espectros de masa con los espectros de la base de
datos Wiley 7n.1 del equipo y los indices de Kévats calculados y corroborando con los
reportados en la literatura. Se identificaron un total de 10 compuestos que corresponden a
un 93,80 % de los compuestos totales del aceite esencial (Tabla 14) y su cromatograma se

lo puede apreciar en la figura 13.
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Figura 13. Cromatograma del aceite esencial de A. absinthium en DB-5MS.
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Los componentes mayoritarios del aceite esencial, pueden constituir hasta un 85% del total,
mientras que el resto se presentan como trazas dado que la concentracion del compuesto
concreto en el total de la mezcla del aceite de la planta puede ser muy variable, debido a
condiciones climaticas, de crecimiento, destilacién y la forma de almacenamiento.(Zekaria,
2007).

Tabla 14. Composicién quimica del aceite esencial de A. absinthium.

% Cantidad % Cantidad

Pico # Compuestos? Relativa Relativa
DB-5MS DB-5 FID
1 a-Pinene 940 939¢ 0,29 0,51
2 Sabinene 973 976°¢ 8,25 8,92
3 B-Myrcene 989 991° 2,03 2,83
4 a-Phellandrene 1002 1005°¢ 1,82 1,97
5 p-Cymene 1021 1026° 0,52 0,60
6 B-Thujone 1117 1114°¢ 20,65 22,83
7 Sabinol 1140 1142¢ 0,71 1,32
8 Sabinyl acetate 1291 1298¢ 57,76 48,08
cis-Muurola-4(14),5-
9 ] 1472 1466 ¢ 0,75 1,14
diene
10 Chamazulene 1719 1714f° 1,01 1,00
TOTAL 93,80 89,20
IKP = indices de Kévats determinados experimentalmente
IK! = indices de Kdvats de acuerdo a referencias bibliogréficas
a = Compuestos ordenados de acuerdo al orden de elucién en le columna DB-5MS
IKref, Literatura: °ref, 9ref. eref. ref. (Anexo 8)

Los compuestos mayoritarios del aceite esencial fueron: Sabinyl acetate (57,76%), B-
Thujone (20,65%), Sabinene (8,25%) y en menor proporcion: B-Myrcene (2,03%), a-
Phellandrene (1,82%), Chamazulene (1,01%) y cis-Muurola-4(14),5-diene (0,75%), Sabinol
(0,71%), p-Cymene (0,52 %), a-Pinene (0,29%) (Fig. 14). En comparacién a investigaciones
previas se reporta: Sabinyl acetate (27,2 %), B-Thujone (40.2%) como compuestos
mayoritarios analizados de una muestra comercial de aceite esencial de A. absinthium
(Bailen et al., 2013) demostrando una diferencia cuantitativa pero no asi en el aspecto

cualitativo que expresan similitud; mientras que en un analisis realizado de una muestra
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recolectada en Croacia se reporta: B-Thujone (20,9%) como compuesto mayoritario y
Sabinyl acetate (5,7 %), Sabinene (7,7%), a-Phellandrene (6,0%) y Chamazulene (1,2), p-
Cymene (0,6 %) en menor proporcion (Juteau et al., 2003) corroborando asi al B-Thujone
como compuesto mayoritario, existiendo una diferencia notable del Sabinyl acetate entre las
investigaciones realizadas. En el caso del cis-Muurola-4(14),5-diene no se reportd en
literatura para la especie A. absinthium pero si existe una referencia den la especie A. annua

en el cual se presenta en un 0,3% (Cavar, 2011).

60,00% 57,76%
50,00%
40,00%

30,00%

20,65%

20,00%

10,00%
0,29%

0,00%

@ Sabinyl acetate @ B-Thujone @ Sabinene

[ B-Myrcene B a-Phellandrene @ Chamazulene
M cis-Muurola-4(14),5-diene M Sabinol B p-Cymene

M a-Pinene

Figura 14. Compuestos identificados del aceite esencial de A. absinthium.

4.9.1 Proporcion relativa de los componentes del aceite esencial DB5 (MS) y DB5
(FID).

Entre los criterios de identificacion tentativa en GC-FID, estan la comparacion de los tiempos
de retencion (tr) de las sustancias de referencia con los tiempos de retencion de los analitos
en la muestra y la determinacion de sus indices de Kovats (IK), calculados bajo las mismas
condiciones operacionales usados para los patrones. De acuerdo a la correlacion realizada
entre MS y FID se determiné la presencia de los compuestos en ambos detectores con una

pequefia variacién en cuanto al porcentaje de los compuestos.
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4.9.2 Espectros de los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de A.

absinthium.

Los espectros que se muestran en la figura 15-16-17 corresponden a los compuestos mas

representativos presentes en el aceite esencial.
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A) Espectro obtenido de CG-EM. B) Espectro obtenido de la base de datos de NIST
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B-Thujone
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Figura 16. B-Thujone

A) Espectro obtenido de CG-EM. B) Espectro obtenido de la base de datos de NIST
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Figura 17. Sabinene

A) Espectro obtenido de CG-EM. B) Espectro obtenido de la base de datos de NIST
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CONCLUSIONES

Las propiedades fisicas de los aceites esenciales de A. absinthium obtenidos fueron:
promedio total de humedad 73,33%, rendimiento de 0,52%, densidad 0,938 gr/cm®y

indice de refraccion indeterminado.

El indice de refraccién no se puedo determinar presumiblemente a su color café
anaranjado oscuro consistente con lo reportado en literatura, el que podria estar

absorbiendo el haz de luz y disminuyendo asi la capacidad de refraccion.

Los compuestos determinados en el aceite esencial se encuentran entre los ya
reportados en literatura con ciertas variaciones cuantitativas pero no asi en el
aspecto cualitativo lo que se puede atribuir a su genotipo y condiciones ambientales
lo que afectan la biosintesis de metabolitos secundarios.

El aceite esencial de A. absinthium esta compuesto principalmente por terpenos y
monoterpenos. Un total de 10 compuestos fueron identificados en la columna DB-5
MS constituyendo el 93.80% del total del aceite esencial. Los compuestos
mayoritarios fueron: Sabinyl acetate (57,76%), B-Thujone (20,65%) y Sabinene
(8,25%).

El extracto de Eter Etilico expresé una CMI buena contra S. aureus y moderada para

P. vulgaris con valores de CMI de 15,62 ug/mL y 250 pg/mL respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de la especie vegetal Artemisia absinthium utilizando
técnicas de concentracion aplicable a compuestos volatiles como la microextraccion
en fase solida (SPME) o estandarizando nuevos métodos con el fin de determinar los
compuestos responsables de las propiedades terapéuticas que se le atribuyen a la

planta.

Realizar recolecciones de diferentes lugares que se encuentre la especie A.
absinthium, para poder determinar las condiciones Optimas que expresen un mayor

rendimiento del aceite esencial y riqueza en metabolitos secundarios.

Continuar realizando estudios en especies vegetales con antecedentes
etnobotanicas y endémicas de nuestra regién, con el fin de respaldar cientificamente

la aplicacion medicinal de las mismas.
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ANEXO 1

Célculo para determinaciéon del Rendimiento.

El rendimiento se obtiene utilizando la siguiente formula.

b
%R = (—) x 100
a

Dénde:

%R = Porcentaje de Rendimiento

a

Peso inicial de la muestra

b

Peso obtenido al final del proceso
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Preparacion del revelador.

Acido Sulfarico y Vainillina: Se emplea como revelador en cromatogramas de aceites

esenciales y la mayor parte de compuestos organicos.

ANEXO 2

Reactivos

Composicion

Procedimiento

Acido Sulfarico

250mL Etanol

12,5mL Acido Sulfarico

Se aforan los 12,5mL de
acido sulfarico con los
250mL de etanol.

Vainillina

250mL Etanol

12,5¢g Vainillina

Se aforan los 12,59 de
vainillina con los 250mL

de etanol.
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ANEXO 3

Célculo del Rf en la placa de silica gel marca Merck60 Fas4

Rf = Distancia recorrida por el compuesto/ Distancia recorrida por el disolvente

Frente del
= _ disolvente
Rf Y A .
X
Ria) = -
B Y
Donde:
Y Xg
. . . x Rf[a| = —
X = Distancia recorrida por el compuesto Ad Y
desde la linea de origen hasta el centro de Xa |
Y Origen
la marca del compuesto

Y = Distancia recorrida por el disolvente

desde la linea de origen hasta la linea de frente del disolvente

Determinacién de Rf Fuente: Cruz (2009)
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ANEXO 4

Célculo para determinacion de Humedad.

El porcentaje de Humedad se obtiene utilizando la siguiente formula.

Dénde:

Hm = Porcentaje de Humedad

c.v. = Peso de la capsula vacia (gr).
ml = Peso de la capsula + muestra a analizar (gr).
m2 = Peso de la capsula + muestra seca (gr).
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ANEXO 5

Célculo para determinacién de Densidad Relativa.

La densidad relativa se obtiene utilizando la siguiente formula.

Dénde:

d_(mZ—mO)
~ \m1—-mo0

Densidad Relativa
Peso del picnometro vacio (gr).
Peso del picnédmetro + agua destilada (gr).

Peso del picnometro + muestra de aceite esencial (gr).
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ANEXO 6

Determinacion del indice de refraccién a norma ANFOR NF 75 -112

Principio

El indice de Refraccién de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa desde el aire a través del Aceite Esencial, manteniendo la

temperatura constante.
La longitud de onda especifica es (589.3 +£0.3)nm, correspondiente a la radiacién
D1y D2 del espectro de sodio.

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

Equipos:

Refractometro: Utilicé un refractometro clasico que permita la lectura de los indices de

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

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

indices de refracciéon segun:

1.3330 para agua destilada.

1.4906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.
1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patron deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabricacion del equipo.
Modo de operacion:

Determinacién Pasar una corriente de agua en el refractébmetro, a fin de mantener el
aparato a la temperatura de referencia de 20°C salvo para los aceites esenciales que nos
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son liquidos a esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20°C y
30°C, segun el punto de fusion del aceite esencial considerado. Esta temperatura no debe
diferir de la temperatura de referencia mas de +0.2°C y debe mantenerse a +0.2°C.

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

Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.

Nota:

o Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

e La precision de la determinacion es de +0.0002.
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ANEXO 7
Célculo para determinacion del indice de Kovats (IK).
El indice de kovats (IK) se obtiene utilizando la siguiente formula.

tRx - tRn)

Ik =100n + 100 % (
tpy — tRn

Dénde:
IK = Indice de Kévats
n = Numero de atomos de carbono en el n-alcano
trx = Tiempo de retencion del compuesto estudiado, que eluye en el centro de los
n- alcanos
trn = Tiempo de retencion del n-alcano, que eluye antes del compuesto estudiado

ten = Tiempo de retencion del n-alcano, que eluye después del compuesto

estudiado
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ANEXO 8

Bibliografia de los indices de Kovats reportados en la literatura.

c). Adams, R., Gonzélez, M., Gonzalez, M., Slinkman, E.(2006). DNA fingerprinting and
terpenoid analysis of Juniperus blancoi var. huehuentensis (Cupressaceae), a new

subalpine variety from Durango. Biochem. Syst. Ecol. México

d). Rohloff, J., Mordal, R., Dragland, S. (2004). Chemotypical variation of tansy
(Tanacetum vulgare L.) from 40 different locations in Norway. J. Agric. Food Chem

e). Amparo, M., Pérez, |., Boira, H. (2003). Essential oil analysis of Teucrium libanitis
and T. turredanum by GC and GC-MS. Flavour Fragr. J.

f). Blagojevic, P., Radulovic, N., Palic, R., Stojanovic, G. (2006). Chemical composition
of the essential oils of Serbian wild-growing Srtemisia absinthium and Artemisia

vulgaris. J. Agric. Food Chem.

56



