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RESUMEN

El aceite esencial de Sarcorhachis sydowii fue obtenido por Hidrodestilacion. La
composicion quimica del AE se determiné por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas y al detector de ionizacion de llama. La actividad biolégica fue
evaluada por el método de microdilucion en caldo y la actividad antioxidante mediante dos
métodos espectrofotométricos: el ensayo de ABTS, y el método DPPH. También se
determinaron las propiedades fisicas del aceite. Se identificaron 61 compuestos que
representan el 95,60% del aceite. Los componentes mas representativos fueron (E)-
caryophyllene (25,07%), a-humulene (10,48%), a-selinene (7,58%) y B-selinene (6,08%), y
algunos monoterpenos tales como el a-phellandrene (5,37%), a-pinene (3,73%). La
densidad del aceite esencial de S. sydowii fue de 0,906g/cm?®y el indice de refraccion fue de
0,9066. El AE no revel6 actividad antibacteriana, pero si activdad antifingica con una CMI
de 500 y 1000 pg/mL frente a Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton
mentagrophytes (ATCC 28185). El aceite esencial de esta especie presenta un Cls, de 0,02
pug/mL  con el método DPPH y 6,96 pg/mL con el método ABTS respectivamente para la
actividad antioxidante.

PALABRAS CLAVES: Sarcorhachis sydowii Trel., aceite esencial, composicién quimica,
actividad bioldgica, DPPH, ABTS.



ABSTRACT

The essential oil of Sarcorhachis sydowii was obtained by hydrodistillation. The chemical
composition of the EO was determined by gas chromatography coupled with mass
spectrometry and the flame ionization detector. The biological activity was evaluated by broth
microdilution method and the antioxidant activity by two spectrophotometric methods: ABTS
assay, and the DPPH method. Oil physical properties were also determined. 61 compounds
representing 95.60% of the oil were identified. The most representative compounds were (E)
-caryophyllene (25.07%), a-humulene (10,48%), a-selinene (7,58%) and B-selinene (6,08%),
and some monoterpenes such as a-phellandrene (5,37%), a-pinene (3,73%). The density of
the essential oil of S. sydowii was 0.906g/cm3 and the refractive index was 0.9066. The AE
showed no antibacterial activity, while as for Trichophyton rubrum and Trichophyton
mentagrophytes MIC values of 500 and 1000 ug/mL were obtained. The essential oil of this
species has an antioxidant activity (ICsp) of 0.02 pg/mL and 6.96 pyg/mL measured by DPPH
and ABTS methods, respectively.

KEYWORDS: Sarcorhachis sydowii Trel., essential oil, chemical composition, biological
activity, DPPH, ABTS.



INTRODUCCION

El presente estudio consistio en la determinacion de la composicién quimica, propiedades
fisicas, evaluacion de la actividad biolégica y actividad antioxidante del aceite esencial de
Sarcorhachis sydowii Trel. de la provincia de Zamora. Se desarrolla en 3 capitulos, el primer
capitulo titulado: Marco Tedrico trata sobre el estado del arte de este tema, en el segundo
capitulo se da a conocer las técnicas y los materiales utilizados para llevar a cabo la
investigacion y en el capitulo 3 se expone y analiza los resultados. Esta investigacion
contribuye al estudio de la flora aroméatica de la Region Sur del Ecuador y especificamente
al proyecto “Evaluaciéon de la flora aromatica de la Provincia Zamora Chinchipe” que se
desarrolla en la Seccién de Ingenieria de Procesos de la Universidad Técnica Particular de
Loja. Con este estudio se contribuye al desarrollo del conocimiento sobre los aceites
esenciales, sus propiedades y usos para aplicaciones en las diferentes industrias tales
como: Farmacéutica, Cosmética y Alimenticia; la informacion es también alimentada en el
Catalogo de Plantas Arométicas. Una vez conocida la composicién quimica, propiedades
fisicas y actividad biolégica y antioxidante de los aceites esenciales de la regién del sur del
Ecuador, los mismos pueden ser usados como materia prima para las diferentes industrias o

para la formulacién de subproductos.

El objetivo general es desarrollar el estudio de aceites esenciales provenientes de especies
vegetales, y determinar los componentes quimicos y las propiedades fisicas presentes en la
especie en estudio asi como también determinar la actividad biolégica y los objetivos
especificos, también considerados como componentes del proyecto: Extraccion del aceite
esencial de Sarcorhachis sydowii y calculo del rendimiento real; determinar las propiedades
fisicas y composicién quimica las cuales nos permitirdn establecer condiciones de uso, asi
como también determinar los compuestos mayoritarios y su importancia a nivel industrial. La
determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI) para determinar la actividad
biolégica del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii y el de contribuir al desarrollo de
nuevos estudios sobre Sarcorhachis sydowii fueron desarrollados en su totalidad. Para lo
cual se inicié con la recoleccion del material vegetal, al cual luego de un tratamiento post
cosecha se le extrajo el aceite esencial mediante arrastre con vapor, al aceite obtenido se le
determind la densidad relativa segun la norma AFNOR NF T75-111 (ISO 279:1998), el
indice de refracciébn mediante la norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998), la composicion
quimica fue analizada por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
CG/EM y acoplada un detector de lonizacién de llama CG/FID. La concentracién minima
inhibitoria (CMI) fue determinada por el método de microdilucién en caldo usando una

concentraciéon de 5x10° pfc/mL para bacterias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa
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(ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus vulgaris (ATCC 8427),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2)] y bacterias Gram-positivas
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), y una
concentracion de 5x10* esporas/mL para hongos dermatofitos Trichophyton rubrum (ATCC
28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185) y la actividad antioxidante mediante
dos métodos: el ensayo del acido 2,2-azinobis-(3- etilbenzotioazolin-6-sulfénico) (ABTS+.),
el cual estd basado en la captacion de los antioxidantes por el radical cation ABTS+.
generado en el medio de reaccion, usando como patrén el acido 6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametil-
croman-2-carboxilico (Trélox). Este radical cation ABTS+ posee una coloracién verde-
azulada con un promedio de absorcién entre 415 nm y 820 nm. El segundo método se basa
en la reduccién del radical DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidracilo) por los compuestos
antioxidantes de la muestra del AE. El radical es estable y tiene una coloracién purpura que
se pierde progresivamente cuando se afiade la muestra conteniendo sustancias
antioxidantes. La decoloracién del radical se determina a 515 nm y la cuantificacion se

realiza por lo general, empleando soluciones patrén de Trélox.



1. MARCO TEORICO



1.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas naturales y homogéneas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas. Estos aceites esenciales son componentes constituidos de
terpenos, sesquiterpenos, Aacidos, ésteres, fenoles, lactonas; todos ellos facilmente
separables ya sean por métodos quimicos o fisicos, como la destilacion, refrigeracion,
centrifugacion, etc. Los aceites esenciales se destacan como productos con un rapido
desarrollo y multiples posibilidades de aplicacién en la agricultura (Pino et al. 2011).

Se les llama aceites por su apariencia fisica y consistencia que es bastante parecida a los
aceites grasos (Gonzalez Villa 2004), pero son totalmente distintos por su composicién

gquimica, aunque ambos sean extraidos de la naturaleza.

1.1.1. Extraccioén

El proceso de extraccion de aceites esenciales se puede realizar mediante varias técnicas
como: prensado, destilacibn con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles,

enfleurage y con fluidos supercriticos (Rodriguez Alvarez et al. 2012).

Los procesos de extraccién de aceites tienen una amplia aplicacién en la industria, sobre
todo de perfumeria, cosmética, alimentacion y farmacia (Linares Palomino 2008). La
seleccién de un método dependeréa de las necesidades y facilidades con las que se cuente,
siendo la técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua la mas empleada, a nivel
industrial se la utiliza debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no
requiere tecnologia sofisticada (Salazar Mora y Mayanquer Chuga 2009).

1.1.2. Clasificacion

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en distintas partes de las
plantas: en las raices, tallos, hojas, flores y frutos (Mire 1962). Se clasifican basandose en
criterios como consistencia, origen y naturaleza quimica de sus principales compuestos
(Rodriguez Alvarez et al. 2012).

e Por su consistencia: Esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las esencias
fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Los balsamos son de
consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de
polimerizacion. Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma

concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisodlidas
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(caucho, chicle, oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero, etc.).

e Por su origen: Naturales, Artificiales y Sintéticos. Los naturales se obtienen
directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas
posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy costosas. Los artificiales se
obtienes a través de procesos de enriguecimiento de la misma esencia con uno o
varios de sus componentes (mezcla de esencias de rosa, geranio y jazmin
enriguecidas con linalool, o la esencia de anis enriquecida con anetol). Los aceites
esenciales sintéticos son los producidos por la combinacion de sus componentes,
los cuales son la mayoria de las veces producidos por procesos de sintesis
quimica.

e Por la clase quimica de componentes principales: Monoterpenoides (ricos en
monoterpenos, p.ej. Hierbaluisa, albahaca, salvia, etc.), Sesquiterpenoides (ricos
en sesquiterpenos p.ej. Copiaba, pino junipero, etc.), Fenilpropanoides (ricos en
fenilpropanos p.ej. Clavo de olor, canela, anis, etc.) (Salazar Mora y Mayanquer
Chuga 2009).

1.1.3. Caracterizaciéon

La caracterizacién quimica del aceite esencial consiste en el estudio de su composicién
gquimica que se puede realizar mediante cromatografia de gases, asi en el cromatograma se
obtendra informacion acerca del nUmero de compuestos existentes, porcentaje de cada uno
y, segun la zona del cromatograma, una cierta nocidn sobre el tipo de terpenoide del que se

trata (Linares Palomino 2008).

1.1.3.1. Cromatografia de gases

La quimica de los aceites esenciales se ha revolucionado con el desarrollo de técnicas
analiticas modernas, de las cuales una de las mas importantes es la cromatografia de

gases, como tal, o combinada con la espectrometria de masas (Linares Palomino 2008).

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes a ser
separados son distribuidos entre dos fases, una fase estacionaria y otra que se mueve en
una direccion definida. Los componentes son separados por sus diferentes tazas de
migracién (IUPAC). La cromatografia puede ser clasificada por su utilidad y en base al
material que se utilice como eluyente para separar los solutos. De acuerdo a su utilidad la
cromatografia se clasifica en: analitica, utilizada para determinar los quimicos presentes en
una mezcla y en que concentracién; y preparativa, utilizada para purificar grandes
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cantidades de quimicos (Olguin Pérez y Rodriguez Magadan 2004).

La cromatografia de gases es una técnica analitica que debido a su sensibilidad de analisis
puede ser utilizada para separar compuestos organicos basada en sus volatilidades.
También provee informacion cualitativa y cuantitativa de los componentes presentes en una
mezcla. Por otra parte, el hecho de que con esta técnica las mezclas sean separadas en
fase gaseosa, establece los limites de su utilizacién, que estan marcados fundamentalmente
por la estabilidad térmica de los compuestos a separar. Por lo general, la utilizacién de la
cromatografia de gases esta restringida a la separacion de compuestos con un peso
molecular menor de 1000 a una temperatura maxima de trabajo de aproximadamente 400°C

(Olguin Pérez y Rodriguez Magadan 2004).

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas, permite una
identificacion rapida de un gran nimero de productos (Linares Palomino 2008), se presenta
un pico de un cromatograma de gases, determinando su estructura, e identificandolo con

mayor certeza.

La asociacion de las dos técnicas, GC (Gas Chromatography) y MS (Mass Spectrometry) da
lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacién e identificacion de

mezclas complejas.

1.1.4. Propiedades

1.1.4.1. Propiedades fisicas

e Tienen apariencia viscosa

e El color va desde un amarillo claro hasta azul oscuro.

e Tienen diferentes olores (dulce, acido, amaderado, fresco, etc.)

e Rotacion oOptica a 20°C ((+)135.34, (-)254.63°2).

e Densidad relativa a 20°C, menor a 1 que es la densidad del agua.

e Poseen indice de refraccion elevado (a 20 °C 147428 nD, etc.) y la mayoria desvian la
luz polarizada.

e Liquidos solubles en alcoholes y solventes organicos.

e Casiinmiscibles en disolventes polares asociados (agua, amoniaco).



1.1.4.2. Propiedades quimicas

e Generalmente son liguidos a temperatura ambiente.

e Son inflamables

¢ No son téxicos aunque pueden provocar alergias en personas sensibles a determinados
terpenoides (Cadby y Troy 2002).

e Sufren degradacién quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de acidos y
alcalis fuertes, generando oligémeros de naturaleza indeterminada.

e Se oxidan facilmente.

1.1.5. Usos y Aplicaciones

Las aplicaciones de los aceites esenciales y de las esencias son multiples y variadas. De los
mas de tres mil aceites esenciales analizados, se ha encontrado que mas de doscientos
tienen un alto valor comercial y se utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria
(Almeida Velasco y Suarez Cedillo 2014), (Gonzalez Villa 2004).

e Por sus propiedades aromaticas en la industria de alimentos, en perfumeria y en
la industria de productos de limpieza (jabones, ambientadores, etc.).

e Por sus propiedades farmacolégicas como ingredientes de algunos preparados
farmacelticos o son base de perfumes y productos cosméticos finos,

desodorantes, lociones, jabones liquidos, pastas dentifricas, etc.

Se ha establecido que los componentes de muchas esencias interfieren en la respiracién y
el transporte de electrones de diversas bacterias de ahi su uso en la conservacion de

alimentos y en preparados cosméticos (Almeida Velasco y Suéarez Cedillo 2014).

Recientemente, se ha incrementado la busqueda de antioxidantes de origen natural para ser
usados en alimentos, o como base de nuevos farmacos y asi reemplazar los antioxidantes
sintéticos debido a las restricciones de carcinogenicidad que éstos presentan (Mufioz
Acevedo et al. 2007).

1.2. Actividad Biolégica

Los aceites esenciales de plantas aromaticas y medicinales presentan bioactividades
notables (propiedades antifungicas, antibacteriales y antioxidantes), atrayendo la atencién

de quimicos de productos naturales y de importantes sectores de la industria farmacéutica,
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de perfumes, cosmética y de alimentos, entre otras por sus posibles y viables aplicaciones.
El estudio de los AE se ha enfocado en la actividad biolégica que pueden presentar frente a
microorganismos patdgenos para el ser humano, asi como en aquellos presentes en los
alimentos, bien por su implicacién en toxiinfecciones alimentarias, o por su capacidad para
alterar las propiedades organolépticas y de conservacién de los alimentos. Diversos
estudios determinan que los aceites procedentes de: clavo de olor, canela, mostaza,
orégano, romero y tomillo son los que poseen actividad antimicrobiana mas elevada (Mufioz
Acevedo et al. 2007).

Sobre el poder antiséptico de los aceites esenciales de plantas pertenecientes
especialmente a la familia Labiadas hay amplia informacion, todas contienen un compuesto
0 principio activo propio pero varios compuestos son comunes a numerosas especies.
Algunos de los aceites esenciales poseen propiedades insecticidas y fungicidas y se utilizan
en preparados especiales. Las plantas de uso tradicional ofrecen posibilidades para la
busqueda de principios bioactivos o Etnomedicina siendo una alternativa de uso de

antisépticos estandar (Albado Plaus et al. 2001).

Algunos aceites son activos contra bacterias pero no contra hongos y viceversa, mientras
que otros estimulan el crecimiento de estos microorganismos. Los aceites esenciales han
demostrado capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
resultando estas Ultimas mas resistentes. Los terpenos que forman parte de los AE son los

que les confieren sus propiedades bioldgicas (Oliva 2011).

1.2.1. Bacterias

En la naturaleza existen dos clases de células, las procariotas y las eucariotas; las primeras
son evolutivamente mas antiguas, s6lo se hallan como seres unicelulares y constituyen las

bacterias.

Las bacterias poseen un tamafio medio que oscila entre 2 y 10 ym. Por su morfologia, las
bacterias se clasifican en cocos, cuando tienen forma redondeada, y bacilos, cuando

muestran una morfologia alargada (Prats 2006).

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes en funcién de la estructura de su pared
celular. En la figura 1 se observa la estructura de las bacterias Gram-positivas, que poseen
una gruesa capa de péptidoglucano; y las bacterias Gram-negativas, que tienen adosada
por fuera una delgada capa de péptidoglucano asi como una membrana rica en

lipopolisacaridos (Prats 2006).
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Figura 1. Estructura de las bacterias Gram Positivas y Gram Negativas
Fuente: (Asca et al. 2010)

El mecanismo de accion de la técnica de tincién de Gram, que se observa en la figura 2, se
basa en diferencias de la estructura de la pared celular de las bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas y en la forma en que reacciona frente a diversos reactivos (sustancias
utilizadas para provocar una reaccion quimica). El principal colorante que se emplea en esta
técnica (violeta de genciana o cloruro de metilrosanilina) tifie de color violeta tanto a las
células Gram-positivas como las células Gram-negativas, porque ingresa en citoplasma de
ambos tipos de células. En las Gram-negativas el colorante se queda atrapado en la capa
gruesa de péptidoglucanos que rodea a la célula, mientras que en las Gram-negativas al
tener una capa mas delgada de péptidoglucano no retiene el violeta cristal y por esto las

células se tifien con safranina y las observamos rojas (Tortora et al. 2007).

A Grampositivas Gramnegalivas

Staphylococcus aurous Eschorichia coll
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Paso 4 Rojo satranina “

Figura 2. Tincién de Gram
Fuente: (Asca et al. 2010)
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1.2.1.1. Bacterias Gram-Positivas

Las bacterias Gram-positivas poseen una pared celular interna y una pared de
péptidoglucano (es un exoesqueleto que da consistencia y forma esencial para replicacion y
supervivencia de la bacteria), no tiene membrana externa ni espacio periplasmatico, la red
de mureina esta muy desarrollada y llega a tener hasta 40 capas. La penicilina mata a estas
bacterias Gram-positivas, ya que bloquea la formacion de enlaces peptidicos entre las
diferentes cadenas del péptidoglucano; son esporulantes, como Streptococcus, Cisteria,
Frankia. Poseen otros componentes: acidos teicoicos y lipoteicoicos y polisacaridos
complejos (Asca et al. 2010).

1.2.1.1.1. Staphylococcus aureus

Es un coco Gram-positivo cominmente asociado con el crecimiento de distintas colonias de
excelencia cuando se siembran en medios selectivos. Es la Unica especie del género
Staphylococcus que es coagulasa positivo, o que permite que el microorganismo pueda
convertir el fibrindgeno en fibrina en el suero humano que resulta en la formacion de un
codgulo. Esta capacidad, junto con su presencia ubicua en el medio ambiente (ademas de la
presencia o de otros factores de virulencia) ha hecho de S. aureus un patdgeno humano
peligroso. S. aureus es parte de la flora normal de la piel y las superficies mucosas de
muchos individuos, y las enfermedades resultantes de la infeccion con el microorganismo
depende de las proteinas de superficie que permiten la adherencia a los tejidos del huésped
junto con la produccion y excrecion de diversas proteinas extracelulares, lo que lleva a la

destruccidn del tejido y la proliferacion del organismo (Dunkle et al. 2009).

1.2.1.1.2. Enterococcus faecalis

Los enterococos son cocos Gram-positivos que se agrupan en pares o cadenas cortas. Son
anaerobios facultativos, capaces de desarrollarse en condiciones extremas, tales como,
NaCl 6.5%, pH 9.6 y a temperaturas que oscilan entre 10-45°C. Pueden sobrevivir 30 min a
60°C y se desarrollan en presencia de 40% de sales biliares. La especie mas
frecuentemente aislada es E. faecalis en 80-90% de los aislamientos, seguido por E.
faecium, el cual esta aumentando su incidencia en hospitales, especialmente cepas
multirresistentes. Se encuentran en el medio ambiente y su habitat mas importante es el

tracto gastrointestinal del hombre y los animales (Rodriguez 2008).
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1.2.1.2. Bacterias Gram-Negativas

Las bacterias Gram-negativas poseen una pared celular compleja (pared celular interna,
pared de peptiglucano y bicapa lipidica externa), la membrana externa forma un saco rigido
alrededor de la bacteria, mantiene su estructura y es barrera impermeable a

macromoléculas, ofrece proteccion en condiciones adversas.

La penicilina no mata a las Gram-negativas, a causa de la capa de liposacéridos situada en
la parte externa de la pared celular. Pueden ser anaerobios o aerobios y poseen proteinas

con concentraciones elevadas (Asca et al. 2010).

1.2.1.2.1. Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo de importancia médica, registra
antecedentes epidemiol6gicos. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay
cepas que pueden ser patégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos,

entre ellos diarrea (Rodriguez Angeles 2002).

1.2.2. Hongos

Son organismos eucariotes, lo cual significa que tienen nudcleos bien definidos por
membranas y que contienen un determinado nimero de cromosomas, lo cual los diferencia
de las bacterias. Los hongos son heterétrofos, por lo tanto dependen de la obtencion de
compuestos organicos a través de sus actividades saprofiticas o parasiticas. La mayoria de
los hongos estan constituidos por estructuras tubulares llamadas hifas, las cuales en
algunas especies se mantienen simples, formando lo que se conoce como micelio, y en
otras se agregan para formar estructuras con cierto grado de complejidad, como lo son las
llamadas setas u hongos superiores. Las levaduras son una excepcion a esta caracteristica,

siendo unicelulares (Martinez y Ocampo 1988).

Los hongos tienen una influencia directa sobre el bienestar del hombre; algunos altamente
benéficos, como en la produccion de antibiéticos. Otros hongos juegan un papel importante
en la naturaleza como degradadores de materia organica; pero por otra parte, son la
principal causa de enfermedades en los cultivos agricolas, afectando severamente la

economia del hombre (Martinez y Ocampo 1988).

13



1.2.2.1. Trichophytum rubrum

Es un hongo filamentoso con microconidios piriformes (de 3-5,5 x 2-3,5 ym), sésiles sobre
las hifas formando racimos. Crece bien en la mayoria de los medios de cultivo comunes
como el Agar Sabourad Dextrosa, y, suele formar dos tipos de colonias: unas rojizas en
anverso y reverso y las otras blancas con el reverso de color rojizo (pigmento rojo frecuente)
(Ponton et al. 2002).

Las dermatofitosis son las micosis mas comunes, siendo el Trichophytum rubrum el agente
causal hasta en el 80% de los casos (Hernandez-Salazar et al. 2007).

Es el dermatofito mas frecuente aislado a nivel mundial y afecta principalmente: piel glabra,
ufias de las manos y de los pies, pues tiene la capacidad de invadir el tejido queratinizado.
El fluconazol es utilizado con frecuencia para el tratamiento de las onicomicosis (Gross-
Martinez et al. 2014).

1.2.2.2. Trichophytum mentagrophytes

Es un hongo que produce colonias planas en Sabouraud dextrosa agar, de color blanco o
crema con una superficie pulverulenta o aterciopelada y pigmento en el reverso amarillento
o café-rosado, que con frecuencia se hace rojo-café con el tiempo; se encuentran
numerosos microconidios semiesféricos o piriformes, con algunas hifas en espiral y
clamidoconidios esféricos que se hacen mas abundantes en cultivos viejos. Hidroliza urea
en 5 dias y la perforacion de pelos es positiva. Su significancia clinica se refiere a que es
antropofilico, causando con frecuencia tifia de los pies crénica, particularmente de tipo
vesicular, tina del cuerpo (mas frecuentemente de las ingles), y algunas veces invasion

superficial de la ufia (Fernandez et al. 2002).

1.3. Actividad Antioxidante

Las plantas contienen una gran variedad de componentes quimicos o moléculas bioactivas,
que pueden neutralizar los radicales libres como es el caso de los aceites esenciales
(Almeida Velasco y Suéarez Cedillo 2014). Obtener antioxidantes de fuentes naturales, ha
posicionado a los productos naturales como una fuente de compuestos con potencial

antioxidante comparable con la de antioxidantes sintéticos (Mesa et al. 2011).

El efecto antioxidante de las plantas aromaticas se debe a la presencia de grupos hidroxilo

en los compuestos fendlicos (Arcila Lozano et al. 2004).
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Una especie aromatica puede contener mas de 150 componentes como parte de su aceite
esencial, varios estudios demostraron la actividad antioxidante de aproximadamente, 100
compuestos puros de aceites esenciales, con una diferencia significativa de timol, carvacol y
eugenol, asi mismo en otro estudio se evidencid la actividad antioxidante de mas de 20
compuestos puros, entre los que destaca el geraniol, terpinoleno y y-terpineno (Carhuapoma
Y. et al. 2014).

1.4. Plantas medicinales

Los mas antiguos documentos escritos, con aproximadamente 6.000 afios de antigliedad,
incluyen descripciones de plantas utilizadas como medicinales en esa época; se creia que
existian personas superdotadas para reconocer las plantas medicinales, las venenosas o

ambas (Fonnegra G. y Jiménez R. 2007).

El uso de las plantas con fines terapéuticos en la medicina tradicional es un importante
legado que han dejado generaciones anteriores. Poco a poco se fueron trasmitiendo los
conocimientos y consecuentemente surgieron las drogas medicinales y el desarrollo de la
farmacognosia que se encarga del estudio de las plantas medicinales; ya sea por ensayo y
error el hombre utilizé los elementos que la naturaleza le brindaba para curar sus
enfermedades y las de sus animales, y asi mismo para mejorar su estado de animo
(Fonnegra G. y Jiménez R. 2007). Por esta razon en las Ultimas décadas ha ido tomando
cada dia mayor importancia su estudio y el desarrollo de técnicas analiticas que permitan la
determinacion e identificacién de las sustancias o principios activos contenidos en especies

vegetales (Lizcano y Vergara 2008).

Aunque los avances tecnolégicos han ido desplazando cada vez mas el uso de los
productos naturales, por sustancias artificiales, hoy por hoy, los consumidores prefieren los
compuestos naturales, debido a sus caracteristicas; de esta manera, se observa cémo crece
su consumo Yy utilizacion, lo que ha dado paso a un desarrollo importante de la agroindustria

de plantas aromaticas y medicinales a nivel mundial (Castafieda et al. 2007).

1.5. Flora Ecuatoriana

El Ecuador es considerado por muchos botanicos y ec6logos como uno de los paises mas
ricos en biodiversidad a nivel mundial. A pesar de estar situado en plena zona ecuatorial,
nuestro pais no es completamente tropical o térrido sino que presenta la mas amplia

variedad de climas segun la localizacion ortogréfica o topogréfica (Patzelt 1996).
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Es dificil establecer una correlacién entre la altitud y la temperatura, pero se puede hacer
una division ecoldgica altitudinal tomando en cuenta otros factores, especialmente la
distribucion de la flora ya que esta responde a las condiciones de temperatura y suelo.

Existen alrededor de veintidds mil especies vegetales diferentes (Patzelt 1996).

Se registran alrededor de 16087 especies de las cuales 4173 son especies endémicas del
Ecuador (Jorgensen y Ledn-Yanez 1999).

1.5.1. Flora aromaética del Ecuador

En el Ecuador existen alrededor de 500 especies pertenecientes a 288 familias que son
comunmente usadas con fines medicinales, de estas 125 son las mas comercializadas; pero
para la mayoria no existe informacién cientifica basica, que permita conocer las mejores
condiciones de obtencién o produccion de materia prima suficiente para suplir la demanda
existente (Gallardo Montenegro 2011).

El Ecuador esta considerado dentro de los paises mas megadiversos pues del total el 75%
de las especies son plantas nativas y el 5% de ellas son endémicas, mientras que el 11%
han sido introducidas (Valarezo Valdez y Meneses Chamba 2014); muchas especies fueron
introducidas por los espafioles, como la manzanilla (Matricaria chamomilla), otras como la
sabila (Aloe Vera), han sido introducidas, naturalizadas y cultivadas, y otras como la Sangre
de drago (Croton lechlerii) y la Ufia de gato (Uncaria tomentosa) son nativas y se extraen de

manera silvestre (Gallardo Montenegro 2011).

El Ecuador cuenta con tres regiones diferentes tanto geografica como climaticamente, la
cantidad de plantas medicinales también es diferente, siendo la regién Oriente la que tiene
un mayor numero de especies (26%), seguida de la region Sierra (18%) y por la region
Costa (14%). Dentro de la region Sur se encuentra ubicada la provincia de Zamora
Chinchipe que posee una gran variedad de plantas aromaticas, y muchas de ellas
pertenecen a la familia Asteraceae, que es una de las familias que presenta un mayor
namero de especies usadas en el pais con fines medicinales (Valarezo Valdez y Meneses
Chamba 2014). El estudio realizado por Aguirre M. (2012) sobre la Dendrologia del Sur del

Ecuador, registra los datos que se indican en la tabla 1
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Tabla 1. Datos registrados de la region Sur del Ecuador

o ) % de las especies en .
Provincia Especie Endémicas
Ecuador
El Oro 1294 8,1 228
Loja 3039 19,1 639
Zamora-Chinchipe 2715 17,7 568
Total regién 7048 44,32 1207

Fuente: (Aguirre Mendoza 2012)

1.6. Familia Piperaceae

Esta familia esta conformada por 10 a 12 géneros y aproximadamente 3000 especies a nivel
mundial. Entre ellos estan el género Piper, Peperomia, Pothomorphe, Ottonia, Sarcorhachis

y Trianaeopiper (Lopez et al. 2010).

Estudios realizados en especies de la familia Piperaceae han revelado una gran variedad de
efectos bioldgicos, lo que la convierte en una de las mas promisorias para la busqueda de
compuestos bioactivos. ElI género mas representativo es el género Piper, del cual se puede

obtener aceites esenciales que presentan gran diversidad de compuestos (Celis et al. 2008).

Las especies de la familia Piperaceae comprenden hierbas, arbustos, arboles pequefios,
lianas, muchas especies son epifitas La familia apenas se extiende més alla de los trépicos
y generalmente viven en areas humedas. Son utilizadas como especias: pimienta negra y
blanca (frutos de Piper nigra) como ornamental (Peperomia). También las utilizan para la
fabricacion de la bebida Kava (Piper methysticum) y en medicina popular (Piper) (Tovar del
Rio 2013).

Las Piperaceas se han utilizado tradicionalmente como fuente de insecticidas, condimentos
y fitomedicamentos. El uso de estas especies en la proteccién de cultivos data del antiguo
Egipto en donde se usaba el fruto seco de Piper nigrum como repelente en cultivos de
cereales; muchos afios después, estudios fitoquimicos y de actividad biologica realizados
sobre esta y otras especies del género Piper demostraron la existencia de diferentes tipos
de metabolitos secundarios con actividades insecticidas comprobadas principalmente sobre

insectos de los 6rdenes Coleodptera, Himendptera y Lepiddptera (Murillo et al. 2014).

La familia Piperaceae en su recoleccion de campo, se puede reconocer por tres rasgos
principales: tallos articulados (nédulos), hojas asimétricas o cordadas, y los picos axilares
(Wiart 2006).
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1.6.1. El género Piper

El género Piper, perteneciente a la familia Piperaceae, ha sido objeto de estudios
fitoquimicos y bioldgicos, motivados por sus numerosas aplicaciones etnobotanicas. Los
aceites esenciales, obtenidos de diferentes plantas pertenecientes a este género, inhiben el
crecimiento de un amplio grupo de microorganismos que causan infecciones importantes al

hombre, las plantas y los animales (Sanchez et al. 2009).

Se considera que actualmente este género tiene cerca de 1500 especies y su mayor
diversidad se encuentra en los bosques humedos de las regiones tropicales de todo el
planeta. En este género Piper, quimicamente se han encontrado lignanos y neolignanos;
taninos, saponinas, compuestos fendlicos, terpenos, flavonoides, flavononas, isoquinolinas,
xantonas, limonoides y alcaloides entre otros. Muchos de estos compuestos, en especial

fenoles y flavonoides son responsables de la actividad antioxidante (Mesa et al. 2011).

1.6.1.1. Sarcorhachis sydowii

Sarcorhachis es un género ampliamente reconocido de tal vez cinco especies que van
desde el sur de Nicaragua hasta el norte de Peru y Brasil, con algunas especies descritas de

las Antillas Menores (Arias et al. 2006).

Sarcorhachis sydowii es una liana con entrenudos superiores 8cm y con axilar
inflorescencias (frente a hojas opuestas), flores bisexuales y frutas incrustadas y
coalescente en el raquis algo carnosas en la madurez, muchas de las cuales son especies

clave en su habitat natural (Wanke et al. 2007).

Los estudios previos que se han encontrado sobre Sarcorhachis se refieren a la similitud se
sus caracteristicas taxonémicas con el género Manekia Trelease, segun lo reportado por
Bornstein (1996), quien reconocié que la Unica especie de Manekia, M. urbani Trelease,
comparte varias caracteristicas claves con Sarcorhachis, que en conjunto ayudan a
distinguir Manekia de los taxones que quedan de Piperaceae. Estas caracteristicas incluyen
un habito trepador, hojas alternas con base axilar, y frutas lateralmente incrustadas o en

coalescente con raquis carnosas. (Arias et al. 2006).

Sarcorhachis sydowii Trel. es una liana con axilar inflorescencias pertenecienre a la familia
Piperaceae; en la Figura 3 y 4 se puede observar en estado natural y en estado seco

respectivamente, el cual sirvi6 como boucher para su posterior identificacion.
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Figura 3. Fotagrafia de campo

Fuente: Rosales, Verénica

A continuacion en la tabla 2 se indica la clasificacion taxonémica de Sarcorhachis sydowii

Trel.

Tabla 2. Caracteristicas Taxonémicas Sarcorhachis sydowii Trel.

Figura 4.

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Piperales

Familia Piperaceae

Género Sarcorhachis

Especie S. Sydowii

Estatus Nativa

Habitat Arbusto, liana trepadora

Fuente: Cerdn et. al 1994
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Metodologia

La metodologia que se llevo a cabo en esta investigacion esta expuesta en la figura 5.

Recoleccidn y seleccidn de la materia prima (Sarcorhachis sydowii)

Destilacion de la materia prima (método de destilacion por arrastre con

vapor de agua)

Determinacion de la Humedad (materia prima) y Rendimiento (aceite

esencial de Sarcorhachis sydowii )

Determinacion de las propiedades fisicas (Indice
de Refraccion, Densidad) del aceite esencial de
Sarcorhachis sydowii

Determinacion de la Composicion quimica del aceite
esencial de Sarcorhachis sydowii

Determinaciéon de la Actividad Biolégica del aceite
esencial de Sarcorhachis sydowii

Determinacion de la Actividad Antioxidante

Figura 5. Disefio Experimental

Elaboracién: Rosales, Verénica
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2.1.1. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal se recolectd en la provincia de Zamora en el sector Numbami. Las
coordenadas del area de recoleccion son: 728041E, 9540124N a una altura de 1161 m

s.n.m. En la figura 6 se muestra el sitio de recoleccion.
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Figura 6. Area de recoleccion de la especie Sarcorhachis sydowii
Elaboracion: PhD. Vladimir Morocho UTPL

El material vegetal fue recolectado en estado de floracion dentro de su habitat natural
(Figura 7). Se realizaron tres recolecciones cada 15 dias y para la obtencién del aceite
esencial se utilizaron las partes aéreas de la planta.

Figura 7. Sarcorhachis sydowii

Fuente: Rosales, Verdnica
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2.1.2. Determinacion de la humedad

Se emplearon las hojas de Sarcorhachis sydowii en estado fresco, y se tomé 1g de muestra
aproximadamente; una vez finalizado todo el procedimiento se realizé los calculos
respectivos para determinar la Humedad de la planta, por el método gravimétrico (ver

Anexo ).

2.1.3. Extraccioén del aceite esencial

Para empezar el proceso de la extraccion del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii se
realizé un tratamiento post-cosecha, dicho tratamiento consistio en el corte de la materia
vegetal para conseguir una mayor superficie de contacto al momento de la destilacion, es
decir para permitir que el vapor de agua pueda ingresar por todos los espacios existentes
entre la materia. Una vez realizado dicho tratamiento la extraccion del aceite esencial se
efectud por destilacién con arrastre de vapor de agua (Figura 8), dicho proceso consiste en
separar sustancias organicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no
volatiles que se encuentren en la mezcla, como resinas o sales inorganicas u otros

compuestos no arrastrables.

Salidadeaguafria

Ingreso de aguafria

FlorentinoC

Figura 8. Proceso de Destilacion
Fuente: Laboratorio de Ingenieria de Procesos
Elaboracion: Rosales, Veronica

2.1.3.1. Determinacién del rendimiento

Una vez terminada la destilacion, con la ayuda de una probeta se midi6 el volumen (mL) del

aceite esencial obtenido, y se trasvaso en frascos de 10mL color ambar, para evitar efectos

23



de la luz en los compuestos del aceite, y, luego de cerrarlos herméticamente se
almacenaron en refrigeracion a 4°C para su conservacion y posteriores analisis. Para

determinar su rendimiento se utilizd la formula detallada en el Anexo II.

2.1.4. Determinacion de las propiedades fisicas

Las propiedades fisicas que se determinaron para cada muestra obtenida de aceite esencial

de Sarcorhachis sydowii fueron la densidad relativa y el indice de refraccion.

2.1.4.1. Densidad relativa

La densidad del aceite es la relacion entre su peso y su volumen, y se ve afectada por la
temperatura, por lo cual es preferible trabajar a una temperatura entre 20°C y 25°C (Paez
Perilla 2013)

La densidad relativa se determiné segun la norma ANFOR NFT75-111 (ISO 279:1998) (ver
Anexo llIl), en la cual se realizaron tres repeticiones, obteniendo una densidad promedio de
cada una de las muestras. Los materiales a utilizar son un picnémetro de 1mL, una balanza

analitica y un termémetro.

2.1.4.2. indice de refraccion

El indice de refracciobn es un parametro propio de cada aceite esencial, por lo que si un
aceite es mezclado con otras sustancias, su indice de refraccion cambia, por lo cual este es
un parametro que sirve para determinar su pureza. Su calculo estd basado en la ley de
Snell. Esta es una expresion matematica que relaciona el angulo de incidencia de un rayo

de luz sobre una superficie liquida, con un angulo de refraccion (Paez Perilla 2013).

El indice de refraccién se determiné mediante la norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998)
(ver Anexo 4). Se utilizé un refractometro ABBE, en el cual se puso dos gotas de aceite
esencial sobre el diafragma del refractdmetro, luego se calibré y se verificé el indice de

refraccion dado para cada muestra.

24



2.1.5. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial
2.1.5.1. Cromatografia de gases

Para identificar los componentes quimicos del aceite esencial de la especie Sarcorhachis
sydowii se utilizé la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas CG-EM vy al Detector de lonizacion de Llama CG-FID, obteniendo resultados
cualitativos y cuantitativos, se realiz6 en dos columnas capilares DB-5MS (5%-Fenil)-
metilpolisiloxano) y HP-INNOWAX (Polietilen Glicol).

2.1.5.1.1. Preparacion de la muestra

Las muestras de analisis se prepararon en un vial de cromatografia debidamente codificado,
en el cual se colocé 990 uL de diclorometano, y 10 uL del aceite esencial de Sarcorhachis

sydowii, obteniéndose una concentracion del 1% de aceite esencial.

2.1.5.1.2. Corrida cromatogréfica en la columna DB-5MS acoplada a

espectrometria de masas

La corrida cromatografica se realizé con una mezcla de hidrocarburos de Cy, (decano) a Cys
(pentacosano), conocidos en el mercado como TPH-6RPM de CHEM SERVICE. Las

condiciones de trabajo se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros operacionales para la columna DB-5 MS acoplada a espectrometria

de masas
Parametro Valor
Modo Split
Radio de Particion 50:1
Inyector Temperatura inicial 250°C
Tipo de gas Helio
Volumen 1 uL
Temperatura inicial 50°C
Tiempo inicial 3 min
Horno Rampa 3 °C/min
Temperatura final 230°C
Tiempo final 3 min
Capilar DB-5MS
Temperatura maxima 2709°C
Col Modo Flujo constante
ofumna Flujo inicial 0.9 mL/min
Presion inicial nominal 6.50 psi
Velocidad promedio 35 cm/seg
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Presion de salida Vacio
Espectrémetro de masas

Temperatura 2509C
Tipo de gas Helio

Fuente: Agilent Technologies
Elaboraciéon: Rosales, Verénica

Detector

2.1.5.1.3. Corrida cromatografia en la columna HP-INNOWAX acoplada

a espectrometria de masas

La corrida cromatografica se realizé bajo los parametros operacionales que se indican en la
Tabla 4., las muestras de aceite esencial de Sarcorhachis sydowii se inyectaron usando la
columna polar HP-INNOWAX.

Tabla 4. Pardmetros operacionales para la columna HP-INNOWAX acoplada a

espectrometria de masas

Parametro Valor
Modo Split
Radio de Particion 50:1

Inyector Temperatura inicial 250°C
Tipo de gas Helio
Volumen 1 uL
Temperatura inicial 50°C
Tiempo inicial 3 min

Horno Rampa 3 °C/min

Temperatura final 230°C
Tiempo final 3 min
Capilar HP-INNOWAX
Temperatura maxima 270°C
Modo Flujo constante

Columna Flujo inicial 0.9 mL/min
Presion inicial nominal 6.50 psi
Velocidad promedio 35 cm/seg
Presion de salida Vacio
Espectrometro de masas

Detector Temperatura 250°C
Tipo de gas Helio

Fuente: Agilent Technologies
Elaboracion: Rosales, Verénica

2.1.5.1.4. Corrida cromatogréfica en la columna DB-5MS acoplada al

detector de ionizacién en llama FID

El detector de ionizacion de llama (CG-FID) es uno de los detectores mas usados en la
cromatografia de gases, es un detector especialmente apropiado para medidas
cuantitativas.
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Se inyectaron las muestras de aceite esencial de Sarcorhchis sydowii y los hidrocarburos;

las condiciones de operacion se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros operacionales para CG-FID en la columna DB-5MS

Inyector

Horno

Columna

Detector

Parametro

Modo

Radio de Particion
Temperatura inicial
Tipo de gas

Volumen
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Rampa

Temperatura final
Tiempo final

Capilar DB-5MS
Temperatura maxima
Modo

Flujo inicial

Presién inicial nominal
Velocidad promedio
Presion de salida

Ionizacion de llama
Temperatura
Tipo de gas

Fuente: Agilent Technologies

Valor
Split
50:1

250°C
Helio
1 pL
50°C
3 min
3 °C/min
210 °C
3 min

3502C
Flujo constante
0.9 mL/min
11.10 psi
24 cm/seg
Ambiente

260°C
Nitrogeno

Elaboracién: Rosales, Verénica

2.1.5.1.5. Corrida cromatogréfica en la columna HP-INNOWAX

acoplada al detector de ionizacién en llama FID

Para la corrida cromatografica por Cromatografia de Gases acoplada al detector de llama
CG-FID, en columna HP-INNOWAX, se inyectaron los hidrocarburos y las muestras de
aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, en la Tabla 6 se inidican las condiciones de

operacion.

Tabla 6. Parametros operacionales para CG-FID en la columna HP-INNOWAX

Parametro Valor
Modo Split
Radio de Particion 50:1
Inyector Temperatura inicial 220°C
Tipo de gas Hidrégeno
Volumen 1 uL
Temperatura inicial 50°C
Horno Tiempo inicial 2,5 min
Rampa 3 °C/min
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Temperatura final 210°C

Tiempo final 3 min
Capilar HP-INNOWAX
Temperatura maxima 270°C
Modo Flujo constante
Columna Flujo inicial 0.9 mL/min
Presion inicial nominal 11.10 psi
Velocidad promedio 24 cm/seg
Presion de salida Ambiente
lIonizacidn de llama
Detector Temperatura 260°C
Tipo de gas Nitrégeno

Fuente: Agilent Technologies
Elaboracion: Rosales, Verénica

2.1.5.1.6. Identificacion de los compuestos quimicos

La informacion cromatografica cualitativa depende del conocimiento previo de la
composicion de las muestras; a pesar de los incovenientes del método, la cromatografia de
gases en combinacioén con otras técnicas es el instrumento mas eficaz conocido hasta la
fecha para determinar la composicion cualitativa de mezclas complejas de compuestos

organicos (Olguin Pérez y Rodriguez Magadan 2004).

El empleo de varias columnas reduce la probabilidad de identificacion errbnea, mas
marcadamente cuando las columnas tienen comportamiento muy diferente.
La utilizacion de los datos basados en el tiempo de retencién puede resultar un método
adecuado para la identificacion de ciertos compuestos o0 mezclas relativamente simples,
pero para analizar productos naturales de extrema complejidad, los resultados obtenidos
carecen de precision cualitativa (Olguin Pérez y Rodriguez Magadan 2004).

Cada componente de una muestra suministra tres unidades de informacién: posicion, altura
y anchura de los picos en el cromatograma. La posiciéon que indican los componentes de la
muestra, se expresa como tiempo de retencidon y suministra la informacion cualitativa,

mientas que las otras dos unidades proporcionan la informacién cuantitativa.

Para una informacién cuantitativa mas confiable se integraron los compuestos a través del
sistema de integracion (Chemstation Integratorautointl.e), y asi trabajar con los picos

integrados.

La cuantificacion de los compuestos identificados por cromatografia FID expresada como
porcentaje corresponde al area de cada pico detectado, asi, se ajusté el tiempo de
retencion, con el tiempo de retencién de los compuestos detectados en masas a través de
la ecuacion que resulta de la grafica que relaciona los tiempos de retencidon de los

hidrocarburos en FID y en masas.

28



2.1.5.1.7. indices de Kovats

La identificacion de los compuestos presentes se realiza en base a la comparacion de los
tiempos de retencion con patrones especificos, utilizando el indice de Kovats, y los analisis
de los espectros de masa obtenidos para cada pico y registrados en el cromatograma se
comparan con los espectros de masa de los compuestos presentes en la biblioteca del CG-
EM. (Soto et al. 2011)

El indice de Kovats es un indice de retencion que describe el comportamiento de retencion
de un compuesto de interés comparativamente al de una mezcla de hidrocarburos
saturados, alcanos, de diferente numero de carbono. El IK expresa el nUmero de atomo de
carbono multiplicado por 100, de un alcano hipotético de cadena normal que tendria un
tiempo de retencién ajustado idéntico al pico de interés cuando es analizado sobre

condiciones idénticas (Soto et al. 2011).

Los indices de Kovats experimentales se calcularon por comparacion de tiempos de
retencion de los hidrocarburos (Ci;o — Cys) con relacién al tiempo de retencion de los

compuestos, conforme la siguiente formula:

tp, —t
Ik = 100n+100*M
(tRN_tRTL)

Donde:

lk = indice de kévats

n = Numero de atomos de carbono en el n-alcano

trx = Tiempo de retencién 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.

trn = Tiempo de retencién del n-alcano, que eluye después del compuesto estudiado

Los compuestos identificados en base a los IK determinados experimentalmente, tanto para
la corrida cromatografica en columna polar y en columna apolar, se compararon con los
valores reportados en Adams (2009) Eseential Oil Components by CG/MS y también en
bases de datos electrénicas como Pherobase, (NIST) National Institute of Standards and
Technology, de tal manera que la diferencia entre el IK calculado y el leido sea menor o

igual a 25 unidades. El limite permitido de diferencia es que sea menor a 50 unidades.
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Los compuestos generan un espectro de masas caracteristico, esto proporciona la
informacidén estructural sobre la molécula analizada. Estos espectros de masa son
analizados para cada componente por la base de datos del equipo, para de esta manera
comparar con la coleccion de espectros de la libreria Wiley 7n.1.; se seleccionaron los que
tuvieron un grado de correspondencia mayor al 90%. El CAS de cada componente también

ayudoé a facilitar la bausqueda e identificacidn en las bases de datos disponibles.

2.1.6. Determinacion de la actividad biolégica

El surgimiento de cepas resistentes a antibidticos ha resultado en un serio problema de
salud, exigiendo la busqueda de nuevas fuentes, encontrandose en los aceites esenciales

un alto potencial para ello (Ochoa Pumaylle et al. 2012).

Para comprobar la actividad biologica del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii se
determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), en 7 cepas bacterianas ATCC
(American Type Culture Collection), por el método de microdilucion en caldo usando una
concentracién final de 5x10°ufc/mL y una concentracion final de 5x10*esporas/mL para
hongos dermatofitos [Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton mentagrophytes
(ATCC 28185)].

La CMI se define como la concentracion mas baja de sustancia que previene el crecimiento,
la cual se determina por la presencia de turbidez después de 24 horas de incubacion para

bacterias o de crecimiento micelial después de 96 horas de incubacion para hongos.

2.1.6.1. Actividad antibacteriana

Para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite obtenido de Sarcorhachis sydowii se
emplearon 2 Dbacterias Gram Positivas [Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)] y 5 bacterias Gram Negativas [Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus vulgaris (ATCC
8427), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2)]
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2.1.6.1.1. Método de Microdilucién en caldo

Este método se basa en la determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia
de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de

cultivo (Garcia Rodriguez et al. 2000).

2.1.6.1.2. Preparacion de la muestra

Se preparé una solucién de aceite en DMSO (Dimetil sulféxido), tomando 980uL de DMSO y

20uL del aceite esencial, equivalente a una concentracion de 20mg/mL.

2.1.6.1.3. Preparacion del cultivo Overnight (Bacterias)

Se colocan 30uL de cada cepa bacteriana en los medios de cultivo adecuados para cada
una de las cepas, que se encontraban almacenadas en reservas criogénicas a -80°C, se las
inoculd y se las encub6 por 14 -16 horas a 37°C. En la tabla 7 se indican las condiciones de

crecimiento para las bacterias usadas.

Tabla 7. Condiciones de crecimiento de las bacterias

Bacterias Medio de Crecimiento Condiciones de Incubacién

Enterococcus faecalis (BHI) Caldo Cerebro .Corazén 37 °Cpor 14-16 h
Staphylococcus aureus (TSC) Caldo Tripticasa Soya 37 2Cpor 14-16 h
Klesiella pneumoniae (TSC) Caldo Tripticasa Soya 37 °Cpor 14-16 h
Pseudomonas aeruginosa (TSC) Caldo Tripticasa Soya 372Cpor 14-16 h
Escherichia coli (TSC) Caldo Tripticasa Soya 37 °Cpor 14-16 h
Proteus vulgaris (CMH) Caldo Mueller Hilton 372Cpor 14-16 h
Salmonella tiphymurium (OXO0ID) Caldo Nutritivo Oxoid 37 °Cpor 14-16 h

Fuente: American Type Culture Collection

2.1.6.1.3.1. Inoculacién

Al dia siguiente de la incubacién del cultivo Overnight, se transfiri6 150 — 300uL a un tubo
que contenia 7mL de suero fisioloégico estéril ajustando el indéculo a una concentracion

equivalente a 0,5 en la escala de MacFarland.

Luego, se la suspension en solucién salina se tomé 140uL y se inocul6 en 6,86mL de Caldo

Mueller Hilton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10°ufc/mL. De la suspension
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resultante se transfirieron 100uL a la placa de cultivo para completar un volumen final de

200pL, de tal forma que en cada pocillo la concentracion final fue de 5x10°ufc/mL.

2.1.6.1.4 Procedimiento

El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pocillos y se emple6 el procedimiento de dilucion
doble seriada para obtener concentraciones desde 1000ug/ml a 7,81ug/ml. Se transfirié
180uL de CMH a cada pocillo de la primera fila, seguido se coloc6 100uL a los pocillos
restantes, posteriormente se transfirié 20uL de la solucién de aceite diluido a cada pocillo de
la primera fila, excepto a los dltimos pocillos, los cuales se utilizaron como control positivo
(gentamicina para cinco bacterias con un valor de CMI de 0,39ug/mL, mientras que se usé
ampicilina como control positivo para E. faecalis, con un valor de CMI de 3,12ug/mL.

Se mezcl6 el medio con el aceite y se procedi6 a realizar diluciones seriadas, se pipete6 de
15 a 20 veces la solucién del primer pocillo del cual se tomdé 100uL y se diluyd con 100uL
del pocillo siguiente, este proceso se realizd hasta obtener 8 diluciones consecutivas, asi la
concentracién final de la solucién de aceite fue de 1000 a 7,81uL. El mismo proceso fue

aplicado para los controles positivo, negativo y el de esterilidad.

Finalmente ya preparada la placa de microdilucién se inocul6 con 100uL de la suspension
del inéculo bacteriano en todos los pocillos excepto en el control de esterilidad, completando
asi un volumen final de 200uL, para cada pocillo; ajustando la poblacién bacteriana a 5x10°
ufc/mL. Las placas se sellaron y se incubaron a 37 °C por 18 a 24 h, para su posterior

lectura.

2.1.6.2. Actividad antifungica

La actividad antifingica del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, frente a hongos
dermatofitos Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophyte; al igual que en la actividad
antibacteriana se determin6 la Concentracion Minima Inhibitoria aplicando el método de

microdiluciéon en caldo.

2.1.6.2.1 Método de Microdilucién en caldo

Este método esta descrito en la actividad antibacteriana en el numeral 2.1.6.1.1.
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2.1.6.2.2. Preparacion de la muestra

Al igual que en lo descrito en las pruebas bacterianas en el numeral 2.1.6.1.2. se preparo
una solucién de aceite diluido, tomando 980uL de DMSO y 20uL del aceite esencial de

Sarcorhachis sydowii.

2.1.6.2.3. Preparacion de la Suspension de los Inéculos Fungicos

Se preparé la suspension de los hongos dermatofitos Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185), a partir de una reserva criogénica a -80°C. Se
transfirid una cantidad adecuada del criotubo a un volumen de medio Sabouraud para
obtener una concentracién de 1x10° esporas/mL. A partir de este indculo se siembran

100mL/posillo, la concentracion final fue de 5x10* esporas/mL.

2.1.6.2.4. Procedimiento

Se empled el mismo procedimiento de dilucién doble seriada que se utilizé para bacterias,
cambiando en la concentracién final del in6culo, que en hongos esporulados es de 5x10*
esporas/mL. La concentracion final del aceite fue de 1000 a 7,81ug/mL, las diluciones se
realizaron hasta obtener 12 diluciones consecutivas, y de la suspension del indculo fangico

se tomaron 100uL, para completar a 200uL el volumen final de la placa de cultivo.

Para dermatofitos se emple6 como control positivo el Itraconazol con un valor de CMI de

0,48ug/mL y como control negativo se us6 DMSO.

Finalmente se incuban las placas a 28°C y se monitorea el crecimiento hasta las 96 horas.

2.1.7. Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante puede ser usada para caracterizar matrices complejas de
materiales vegetales, la cual se relaciona con compuestos que pueden proteger un sistema

biolégico de la excesiva oxidacion (Mesa et al. 2011).

Para determinar la actividad antioxidante del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, se
utilizaron dos métodos espectrofotométricos y los resultados se expresaron como valores
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) mediante la construccién de una curva

patrén usando como antioxidante TROLOX.

33



El primer método es el del acido 2,2-azinobis-(3- etilbenzotioazolin-6-sulfénico) (ABTS™), el
cual esta basado en la captacion de los antioxidantes por el radical cation ABTS™, generado
en el medio de reaccion, usando como patrén el acido 6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametil-croman-2-
carboxilico (Trélox), un analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E. Este radical catién
ABTS™ posee una coloracion verde-azulada con un promedio de absorcién entre 415nmy
820nm. (Granados Conde et al. 2012)

El segundo método se basa en la reduccion del radical DPPH- (2,2-difenil-1- picrilhidracilo)
por los compuestos antioxidantes de la muestra del AE. El radical es estable y tiene una
coloracion purpura que se pierde progresivamente cuando se afiade la muestra conteniendo
sustancias antioxidantes. La decoloracion del radical se determina a 515nm vy la
cuantificacion se realiza por lo general, empleando soluciones patron de Trolox. (Granados
Conde et al. 2012).

Previamente se prepararon 5 mL de solucion a diferentes concentraciones, desde 5 a

200ppm del aceite esencial en metanol.

2.1.7.1. Método ABTS

2.1.7.1.1. Solucion ABTS

Se peso6 0,1015g de ABTS y 0,017579g de persulfato de potasio (K,S,0s), cada sustancia se
coloco en balones de aforo de 25 mL y se aforaron con agua destilada respectivamente,
luego se mezclo los reactivos y se dejé reaccionar por 12 horas (proteger de la luz), a esta

solucion se le llama solucion patron.

Para preparar la solucién de trabajo se toma 2,5mL de la solucién patron y 150 mL de
Metanol a esta mezcla se le mide la absorbancia a 734nm ajustando hasta obtener una
lectura de 1,1 £ 0,02

2.1.7.1.2. Lecturade muestras ABTS

A partir de la solucién concentrada de 200ppm se prepar6 soluciones diluidas a diferentes
concentraciones entre 100, 50, 25, 12,5; 5 y 0 ppm. De cada una de las soluciones
preparadas se tomo6 150uL del aceite diluido y se coloc6 en tubos de ensayo donde se le
adicioné 2850uL de la solucién de trabajo ABTS, se dej6 reposar por 2 horas en oscuridad y

se midi6 la absorbancia a 734nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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2.1.7.1.3. Curva estandar Trélox para ABTS

Se pesa 0,025g de Troélox, se coloca en un balén de aforo de 100mL y se afora con
metanol, de esta solucion se toma alicuotas de 0,25; 1,5; 3, 4,5; 6 y 8mL y se adiciona

metanol hasta completar 10mL.

Luego para la reaccion se tomo6 150uL de cada alicuota y 2850uL de la solucién de trabajo,
se dejo 2 horas en oscuridad y luego se procedi6 a leer la absorbancia a 734nm. Se realiz6
por triplicado.

Con los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de inhibicién usando la siguiente ecuacién.

A muestra—Ablanco

%Inh = [1 - ]x100 (1)

Areferencia

2.1.7.2. Método DPPH

2.1.7.2.1. Solucién de DPPH

Se pes6 0,024g de DPPH y colocé en un balén de aforo de 100mL y se aforé con metanol, a
esta solucién se le llama solucién patrén, de la cual se tom6 25mL y se adicioné 107mL de
metanol para formar la solucién de trabajo, a la cual se le midié la absorbancia a 515nm

ajustando hasta obtener una lectura de 1,1 £ 0,02.

2.1.7.2.2. Lectura de muestras DPPH

A partir de la solucién concentrada de 200 ppm se prepara soluciones diluidas a diferentes
concentraciones entre 100, 50, 25, 12,5; 5 y O ppm. De cada una de las soluciones
preparadas se tomo6 150uL del aceite diluido y se llevé a tubos de ensayo donde se le
adicion6 2850uL de la solucidon de trabajo DPPH, se dejé reposar por 24 horas en

obscuridad y se midi6 la absorbancia a 515nm. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de inhibiciéon (%Inh), con la ecuacion (1).

2.1.7.2.3. Curva estandar Tr6lox para DPPH

Se pesa 0,025g de Trélox, se coloca en un balén de aforo de 100mL y se afora con
metanol, de esta solucion se toma alicuotas de 0,25; 1,5; 3, 4,5; 6 y 8mL y se adiciona
metanol hasta completar 10mL.
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Luego para la reaccion se tomo6 150uL de cada alicuota y 2850uL de la solucién de trabajo,
se dejo 24 horas en oscuridad y luego se procedio a leer la absorbancia a 515nm. Se realiz6

por triplicado.

Con los valores obtenidos de % Inh, se calcula el valor de la concentracién media inhibitoria
(Clsp) de la muestra. El Cls, de cada aceite se determinara realizando una gréfica de
concentracion (ppm) versus el porcentaje de inhibicion (% Inh), obteniendo asi, una
ecuacién para la recta y calculando luego la concentracion para la cual el porcentaje de
inhibicion es del 50%. Para ambos métodos (ABTS™ y DPPH) se usa como solucion
estandar Trolox, cuya capacidad antioxidante se evallda en las mismas condiciones de
trabajo de las muestras. Luego, los resultados de Cls, de los aceites son expresados como

capacidad antioxidante equivalente al Trélox (TEAC: pymol de Trolox/g de AE).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Humedad

El porcentaje de humedad de la materia vegetal se presenta en la Tabla 8. En esta tabla se
revela el valor promedio (X), desviacion estandar y coeficiente de variacion obtenidos de las

tres destilaciones.

Tabla 8. Porcentaje de Humedad en Sarcorhachis sydowii

Humedad

(%)

76,41
76,02

SS: Sarcorhachis sydowii ; 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccion; 3 Tercera Recoleccion.
X: Media aritmética correspondiente a las recolecciones

o: Desviacion estandar

CV: Coeficiente de Variacion

Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verdnica

El valor més alto de humedad corresponde al de la primera recoleccion (76,83%) y el mas
bajo al de la tercera recoleccion (76,02%), estas variaciones de humedad se dan por las
condiciones ambientales, ya que la humedad depende de muchos factores como la

humedad atmosférica, el estado fenoldgico de las muestras recolectadas, etc.

Las plantas arométicas tienen humedades que oscilan entre 75-80% en estado fresco
(Caicedo y Otavolo, 2007).

3.2. Rendimiento

El rendimiento del aceite esencial extraido de Sarcorhachis sydowii, se indica en la Tabla 9,
el promedio del rendimiento para cada recoleccién resulta de la media de las tres

repeticiones.

Tabla 9. Rendimiento del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

Volumen .
(ml) Rendimiento

(%)
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6987 4,9 0,07
6066 3,6 0,06

SS: Sarcorhachis sydowii ; 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccién; 3 Tercera Recoleccion.
X: Media aritmética correspondiente a las destilaciones

o: Desviacion estandar

CV: Coeficiente de Variacion

Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verénica

La tabla indica la relacion peso/volumen que determina el rendimiento del aceite esencial,
revelando que el porcentaje de rendimiento mas alto (0,07%) se obtuvo de 6,987kg de
materia vegetal con un volumen de 4,9mL de aceite esencial obtenido. El rendimiento se
puede ver afectado por el estado fenoldgico de la planta, y también a las condiciones de

destilacion.

Segun el organismo de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo (CYTED Argentina), los
valores de rendimiento menores a 5mL/kg se consideran bajos, valores entre 5mL/kg y 10
mL/kg intermedios y valores superiores a 10mL/kg altos (Molares et al. 2009); es decir de
acuerdo a esta categorizacién el porcentaje de rendimiento (0,06%) obtenido de 6,3kg de

Sarcorhachis sydowii con un volumen de 3,5mL de aceite es bajo.

Aungue el rendimiento del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii no sea alto, su sola
presencia confirma el caracter aromatico de esta especie de Piper y genera posibilidades de

su utilidad para diferentes aplicaciones, segun la literatura consultada.

3.3. Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas son parametros utilizados como control de calidad y pureza del
aceite esencial obtenido. El analisis de los aceites obtenidos de cada destilacién mostré un
liquido de color amarillo tenue, tanto para la primera y tercera destilacion, mientras que el

aceite esencial obtenido de la segunda destilacién presenté un color amarillo intenso.

3.3.1. Densidad relativa

La densidad relativa del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii se indica en la Tabla 10

con un promedio de las tres destilaciones.
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Tabla 10. Densidad relativa del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

0,903
0,912 0,906
0,905

SS: Sarcorhachis sydowii ; 1 Primera destilacion; 2 Segunda destilacion; 3 Tercera
destilacion.
X: Media aritmética correspondiente a las destilaciones
p: Densidad promedio de cada destilacion
Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verénica

La densidad determinada del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, es similar a la
encontrada en plantas aromaticas como la hierba luisa (0,8733), cedrdn (0,9476) y sunfo
(0,9532), datos reportados por (Salazar Mora y Mayanquer Chuga 2009) quienes concluyen
que los estados de humedad de las plantas aromaticas si influyen en la densidad de sus

aceites esenciales.

3.3.2. indice de refraccion

En la Tabla 11 se revelan los indices de refraccion, los mismos que corresponden a los

valores promedio de los aceites esenciales obtenidos de cada destilacion realizada.

Tabla 11. indice de refraccion del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

indice de

refraccion n20

0,9045
0,9119 0,9066
0,9034

SS: Sarcorhachis sydowii ; 1 Primera destilacion; 2 Segunda destilacion; 3 Tercera
destilacion.
X: Media aritmética correspondiente a las destilaciones

Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verénica

El indice de refraccion promedio del aceite esencial obtenido de las tres destilaciones de

Sarcorhachy sydowii es de 0.9066

Este parametro es caracteristico de cada aceite y s6lo cambia si este se diluye o se mezcla

con otras sustancias (Murillo et al. 2014).
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En su gran mayoria las esencias vegetales muestran indices de refraccion entre 1,40y 1,61
a 20°C (Murillo et.al 2014) y como se observa en la Tabla 11, el valor encontrado del aceite
esencial de Sarcorhachis sydowii difiere ya que es una propiedad caracteristica de cada

aceite.

3.4. Composicion Quimica del Aceite Esencial de Sarcorhachis sydowii Trel.

La composicion quimica del AE de Sarcrorhachis sydowii fue analizada por CG-EM y CG-
FID en columnas DB-5MS y HP-INNOWAX, proporcionando el cromatrograma, para su
respectiva identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos.

En la figura 9 y 10 respectivamente se exponen los perfiles del cromatograma del aceite
esencial de Sarcorhachis sydowii obtenidos en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX,
mediante la técnica CG-EM conforme a los pardmetros operacionales descritos en la

metodologia.
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Figura 9. Cromatograma del aceite esencial de Sarcorhahis sydowii en columna DB-5MS

Fuente: Investigacion Directa
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Figura 10. Cromatograma del aceite esencial de Sarcorhahis sydowii en columna HP-INNOWAX

Fuente: Investigacion Directa

El tamafio de los picos y el tiempo de retencion establecen la determinacion cuantitativa y
cualitativa de un compuesto respectivamente; en los cromatogramas se presentan
demasiados picos y muy proximos, por lo que es dificil su identificacion total, de tal manera

gque los compuestos resultantes se integraron para una identificacion mas efectiva.

Es importante tener en cuenta que el tiempo de retencion no es el Unico que puede

determinar la identidad de un compuesto (Agilent Technologies 2010).

En la Figura 9 el cromatograma resultante presenta ciertos picos muy separados, mientras
que en el cromatograma de la Figura 10 los picos se observan menos separados. De
acuerdo a la guia de selecciéon de columnas (Agilent Technologies 2010) el cromatograma
ideal tiene picos con muy poca separacibn que no se solapan (coelucién); esto es
importante porque la coelucion no permite medir los picos con exactitud, y si dos picos

tienen el mismo tiempo de retencién, ninguno de ellos se puede identificar exactamente.

3.4.1. Andlisis Cualitativo

La identificacion cualitativa de los compuestos se realizd6 comparando los IK (indices de
Kovats) determinados experimentalmente y los IK reportados en la literatura, tanto para la

columna DB-5MS como para la columna HP-INNOWAX (columnas apolar y polar
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respectivamente). Los espectros de masa de cada compuesto se basaron en la informacion
que nos proporciona la base de datos del equipo (Wiley 7n.1). Y los tiempos de retencion

experimentales se determinaron en base a la serie homologa de alcanos (Cio a Cys).

En la Tabla 12 se detalla la composicion quimica de los compuestos que se identificaron en
el aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, los mismos que estan dispuestos de acuerdo al
orden de elucion en la columna DB-5MS. Se indican los IK calculados y referidos, el
porcentaje promedio relativo para cada compuesto en las dos columnas (DB-5MS y HP-
INNOWAX) correspondiente a cada una de las destilaciones, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion.
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Tabla 12. Composicién quimica del aceite esencial de Sarcorhachis sydowiii.

PICO
1

© 00 N o 0O b~ WO0DN

NTNN R R R R R R R R R R
N B O © o N o o~ W N Rk O

COMPUESTOS
a-Pinene
Camphene
B-Pinene
6-Methyl-5-hepten-2-one
Myrcene
a-Phellandrene
6-3-Carene
p-Cymene
Limonene
1,8-Cineole
Terpinolene
Linalool
Safrole
a-Cubebene
a-Copaene

B-Bourbonene
B-Elemene

a-Gurjunene
(E)-Caryophyllene
B-Gurjunene

Aromadendrene

a-Humulene

1K

933

947

973

985

988

1002
1004
1021
1024
1027
1081
1100
1287
1341
1368
1374
1383
1397
1410
1420
1428
1446

IKef
932
946
974
981
988

1002

1008

1020

1024

1026

1086

1095

1285

1345

1374

1387

1389

1409

1417

1431

1455

1452

DB-5 MS

% de Cantidad Relativa

PSS1 PSS2 PSS3
4,11 4,05 3,02
0,12 = ... 0,13
3,54 1,48 2,95
..... 0,24 e
0,35 0,34 0,55
4,70 4,82 6,59
045 ... L
3,78 2,45 3,99
2,22 1,26 2,21
0,15 = ...... 0,17
0,20 @ ... 0,46
2,81 0,35 2,85
...... 0,74 s
0,10 0,17 0,22
2,64 2,27 4,85
............. 0,20
1,03 2,23 0,80
...... 0,61 0,20

0,13 0,25 0,36
..... 0,43 0,25
13,97 6,05 11,41

X
3,73
0,13

2,66

o
0,61
0,00

1,06

C.V.
0,16
0,03

0,40

ke
1036
1066
1101
1341
1161
1159
1141
1269
1195
1202
1280
1560

1K™
1032
1076
1110
1348
1174
1176
1148
1278
1203
1211
1291
1553

HP-INNOWAX MS

% de Cantidad Relativa

PSS1 PSS2 PSS3
4,16 4,18 3,10
0,19 ... 0,12
3,67 1,64 3,04
...... 0,69 e
0,49 0,34 0,52
4,77 4,78 6,35
0,50 ... 0,46
3,93 2,64 4,13
1,87 0,87 1,70
0,16 = .......
0,33 0,23 0,47
3,34 0,60 3,17
0,21 0,24 0,21
2,89 2,62 5,03
..... 0,19
..... 0,69 0,17
25,22 23,33 24,17
...... 0,36 s
12,67 591 11,73

X
3,81
0,15

2,78

z
0,62
0,05

1,04

C.V.
0,16
0,32

0,37
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Tabla 12. Continuacién

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

PICO

COMPUESTOS
y-Muurolene
Germacrene-D
B-Selinene
alpha elemene
a-Selinene
a-Muurolene
Germacrene A
y-Cadinene
8-Amorphene

0-Cadinene

(2)-Calamenene

Eudesma-4(14),7(11)-diene
Selina-3,7(11)-diene

a-Calacorene

Germacrene-B
(E)-Nerolidol

Germacrene D-4-ol
Caryophyllene oxide
Globulol

Viridiflorol

Ledol

Humulene epoxide Il

1Kea
1467
1471
1479
1481
1486
1491
1497
1504
1508
1511
1514
1526
1531
1533
1547
1559
1569
1571
1577
1584
1594
1598

IKref
1478
1484
1489
1477
1494
1500
1508
1513
1511
1522
1528
1522
1545
1544
1559
1561
1574
1582
1590
1581
1602
1608

DB-5MS

% de Cantidad Relativa

PSS1 PSS2 PSS3
0,28 0,77 0,40
0,86 2,35 1,55
5,80 9,66 2,79
..... 0,73 0,31
6,49 12,23 4,01
0,28 @ ....... 0,46
0,34 0,92 0,44
0,44 0,32 0,50
0,41 059 ...
2,23 3,67 3,46
...... 0,58 0,28
..... 0,21
...... 0,42 s
014 ... 0,22
...... 1,59 e
0,32 5,60 2,03
............. 1,32
5,36 1,38 5,19
............. 0,28
............. 0,23
........... 0,19
1,70 0,29 1,86

X
0,48
1,58
6,08
0,52
7,58
0,14
0,57
0,42
0,50
3,12

0,43

o
0,25
0,74
3,44
0,30
4,21
0,13
0,31
0,09
0,13
0,78

0,21

C.V.
0,52
0,47
0,57
0,57
0,56
0,89
0,55
0,22
0,25
0,25

0,49

IKcaI
1682
1700
1710

IKref
1675
1713
1704

HP-INNOWAX

% de Cantidad Relativa

PSS1
0,43
0,97

5,04

5,14

0,52

5,26

1,88

PSS2 PSS3
0,86 0,45
2,39 1,59
8,38 2,61
9,37 2,69
0,66 0,46
5,00 3,62
0,55 0,31
0,58 ...
........ 0,24
165 ...
6,20 2,72
1,47 5,14
0,36 1,67

X
0,58
1,65

5,34

o
0,25
0,71

2,90

C.V.
0,43
0,43

0,54

0,59
0,19

0,54

0,63
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Tabla 12. Continuacién

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

61

PICO COMPUESTOS

Dill apiole

Caryophylla-4(12),8(13)-dien-
5.beta-ol

epi-a-Cadinol (1-Cadinol)
a-Murolol (torreyol)
B-Eudesmol

a-Cadinol
Caryophylla-3,8(13)-dien-5.beta-ol
B-Phellandrene
6-Methyl-5-hepten-2-ol
B-Cubebene

y-Elemene

y-Selinene

Ledene
Bicyclogermacrene
Spathulenol

B-Maaliene
Caryophylla-2(12),6(13)-dien-53-ol
(caryophylladienol-I)

DB-5MS

% de Cantidad Relativa

K@ K® PSSl PSS2 PSS3
1614 | 1620 | ... 0,66 0,98
1628 1639 @ 0,18 | ...... 0,59
1634 | 1638 | 0,56 @ ...... 0,46
1639 | 1644 1,00 @ 031 | ...
1645 = 1649 056 ...
1649 | 1652 @ 2,54 @ 2,52 1,88
1664 | 1655 | ... | ... 0,75

*Total identificado:

95,60

C.V.
0,27
0,74
0,14
0,75

IKcaI

2189

2230
2235

1204
1466
1583
1635
1669
1687
1725
2126
2138

2300

IKref

2246
2243

1218
1467
1565
1650
1690
1708
1748
2133
2161

2316

HP-INNOWAX

% de Cantidad Relativa

PSS1 PSS2 PSS3
027 | ... .
..... 0,55 0,27
0,44 | ... 0,36
0,41 0,48 @ ...
025 ...
........... 0,35
..... 0,33 e
0,44 1,01 0,23
...... 0,73
..... 0,97 1,12
041 | ...... 1,24
0,64 0,70 0,35
058 | ... 0,61

*Total identificado:

0,02

0.04
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Tabla 12. Continuacién

Sesquiterpenos Hidrocarbonados: 59,87% Sesquiterpenos Hidrocarbonados: 58,13%
Monoterpenos Hidrocarbonados: 17,92% Monoterpenos Hidrocarbonados: 18,82%
Sesquiterpenos Oxigenados: 11,78% Sesquiterpenos Oxigenados: 10,18%
Monoterpenos Oxigenados: 2,16% Monoterpenos Oxigenados: 2,37%

Otros Compuestos: 3,87% Otros Compuestos: 1,59%

Compuestos segun el orden de elucion en la columna DB-5MS.
IKcal: indice de Kovats calculado.

IKref: indice de Kovats reportado en la literatura. Referencias para IK en columna DB-5MS (Adams 2009). Referencias para IK en columa HP-INNOWAX((De Castro et al. 2007), (Demirci et al. 2003), (Can Baser et al.
2001), (Frizzo et al. 2008))

*: Sumatoria del % de cantidad relativa de los compuestos identificados en DB-5MS y HP-INNOWAX

PSS1: Aceites de la primera recoleccion.
PSS2: Aceites de la segunda recoleccion.
PSS3: Aceites de la tercera recoleccion.

Fuente: Investigacion Directa
Elaboracién: Rosales, Verénica
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Como se indica en la Tabla 12, fue posible identificar 61 compuestos; de los cuales 35
compuestos estan presentes en ambas columnas; en la columna DB-5MS se
identificaron 51 que representan 95,60% y en la columna HP-INNOWAX se
identificaron 45 que representan el 91,09%. Este analisis demostro que el aceite
esencial de Sarcorhachis sydowii fue constituido predominantemente por
sesquiterpenos hidrocarbonados (59%), seguido de monoterpenos hidrocarbonados
(18,37%), sesquiterpenos oxigenados (10,98%), monoterpenos oxigenados (2,27%),
entre otros compuestos que conforman (2,73%) del total de compuestos identificados.
El componente mayoritario es el Sesquiterpeno (E)-caryophyllene (25,07%), seguido
de a-humulene (10,48%), a-selinene (7,58%) y [-selinene (6,08%), y algunos
monoterpenos tales como el a-phellandrene (5,37%), a-pinene (3,73%). Estudios
realizados por Nigam y Purohit (1962) al género Piper acerca de su composicion
confirman como constituyentes principales fenilpropanoides, monoterpenoides y

sesquiterpenoides.

3.4.2. Andlisis Cuantitativo

Para el andlisis cuantitativo se realiz6 la comparacion del porcentaje de cantidad
relativa de los picos detectados en FID con el porcentaje de cantidad relativa de los
picos de los compuestos identificados en masas, el resultado se presenta en la Tabla

13, comprobando la presencia de los compuestos encontrados.
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Tabla 13. Cantidad relativa de la composicion quimica del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii.en DB-5 & HP-INNOWAX (MS) y DB-5 & HPINNOWAX (FID)

% de Cantidad Relativa % de Cantidad Relativa
PICO | COMPUESTOS MS FID MS FID MS FID X o x o MS FID MS FID MS FID X o X o
1 a-Pinene 4,11 | 451 | 4,05 @ 4,78 | 3,02 | 3,36 3,73 0,61 4,22 | 0,75 4,16 4,61 4,18 4,82 3,10 3,45 3,81 0,62 | 4,29 | 0,74
2 Camphene 0,12 | 0,23 | ...... | il 0,13 | 0,15 0,13 0,00 | 0,19 | 0,06 0,19 0,21 | ... | ... 0,12 0,14 0,15 0,05 | 0,18 | 0,05
3 B-Pinene 354 | 429 | 1,48 199 | 2,95 | 3,59 2,66 1,06 | 3,29 | 1,18 3,67 4,38 1,64 2,01 3,04 3,66 2,78 1,04 | 3,35 | 1,22
4 | g-Methyl-5-hepten-2-one | - | - 024 | 025 | ... o | e e | | e | 0,69 | 096 | oo | | | | e |
5 Myrcene 035 | 042 | 034 038 | 055 0,552 0,42 0,12 | 0,44 | 0,07 0,49 0,26 0,34 0,23 0,52 0,48 0,45 0,09 | 0,32 | 0,14
6 a-Phellandrene 4,70 | 422 | 482 | 496 | 6,59 | 6,63 5,37 1,06 | 527 | 1,24 4,77 5,46 4,78 5,47 6,35 7,30 5,30 0,91 | 6,07 | 1,06
7 5-3-Carene 045 | 0,66 | ...... | oo | e e e e 0,50 056 | ... | ... 0,46 0,53 0,48 0,03 | 0,54 | 0,02
8 p-Cymene 3,78 | 2,73 | 2,45 | 2,01 | 3,99 | 3,08 3,40 0,83 | 2,61 | 0,55 3,93 3,50 2,64 2,44 4,13 3,73 3,57 0,81 | 3,22 | 0,69
9 Limonene 222 281 | 1,26 | 1,62 @ 221 @ 2,74 1,90 0,55 2,39 | 0,67 1,87 2,16 0,87 1,05 1,70 1,99 1,48 0,53 | 1,73 | 0,60
10 | 1,8-Cineole 0,15 | 0,16 | ...... | ... 0,17 | 0,12 0,16 0,01 | 0,24 | 0,03 0,16 0,19 | ..o ceee e
11 | Terpinolene 0,20 | 0,24 | ...... | ... 0,46 | 0,38 0,33 0,19 | 0,31 | 0,10 0,33 0,35 0,23 0,27 0,47 0,52 0,34 0,12 | 0,38 | 0,12
12 | Linalool 281 | 260 | 035 0,29 | 285 | 2,79 2,00 1,43 | 1,89 | 1,40 3,34 3,99 0,60 0,76 3,17 3,81 2,37 154 | 2,85 181
13 | safrole e 074 | 032 | ..... e | e | | | e ] e ] e e | e ] e
14 | a-Cubebene 0,10 | 0,20 | 0,17 | 0,19 | 0,22 | 0,22 | 0,16 0,06 | 0,20 | 0,01 0,21 0,20 0,24 0,24 0,21 0,22 0,22 | 0,02 | 0,22 | 0,02
15 | a-Copaene 264 | 2,38 | 2,27 | 2,263 | 4,85 | 4,16 3,25 1,40 | 2,93 | 1,06 2,89 2,29 2,62 2,17 5,03 4,07 3,51 1,32 | 2,84 | 1,07
16 | g-Bourbonene | e | | | 020 | 02 | .o | . VR IR I 019 | 022 | .o | ... o | e
17 | B-Elemene 1,03 | 1,30 | 2,23 268 0,80 | 0,91 1,35 0,77 | 163 | 0,93 TRV VR EEOTTE ITOE TUUURE I ITTRE IUTURE R
18 | qGujunene | e | 061 | ggg | 020 | 022 | 040 | 029 | 044 | 031 | ... | ... 069 | 061 | 017 | 016 | 043 | 037 | 039 | 0,32
19 | (E)-Caryophyllene 28,12 | 27,92 | 23,63 | 24,71 | 23,47 | 26,29 | 25,07 2,64 | 26,31 1,61 | 25,22 27,22 23,33 22,67 24,17 26,25 | 24,24 | 0,94 | 25,38 | 2,40
20 | B-Gurjunene 0,13 | 0,22 | 0,25 | 0,58 | 0,36 | 0,39 0,25 0,11 | 0,40 | 0,18 v e e ] e b e e e e e e
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Tabla 13. Continuacion

% de Cantidad Relativa % de Cantidad Relativa
PICO @ COMPUESTOS MS FID MS FID MS FID X o x o MS FID MS FID MS FID X o X o
21 | aromadendrene | e | e 043 | 051 | 025 | 020 034 | 012|035 022 ... | .. 036 | 037 | .o | | | ||
22 | a-Humulene 13,97 13,27 A 6,05 | 6,07 | 11,41 11,94 | 10,48 | 4,04 | 10,43 | 3,83 12,67 12,62 5,91 5,82 11,73 11,68 | 10,10 | 3,66 | 10,04 | 3,68
23 | y-Muurolene 0,28 | 0,35 | 0,77 | 0,71 | 0,40 | 0,29 0,48 0,25 | 045 | 0,22 0,43 0,41 0,86 0,77 0,45 0,43 0,58 0,25 | 0,54 | 0,20
24 | Germacrene-D 0,86 | 091 | 235 | 223 | 1,55 | 1,50 1,58 0,74 | 155 | 0,66 0,97 0,98 2,39 2,30 1,59 1,93 1,65 0,71 | 1,73 | 0,68
25 | B-Selinene 580 | 538 | 9,66 | 9,68 | 2,79 | 2,95 6,08 3,44 | 6,00 | 3,41 5,04 4,50 8,38 7,96 2,61 2,31 5,34 290 | 492 | 2,85
26 | aphaclemene | o | oo 0,73 | 026 | 0,31 | 0,38 | 0,52 | 0,30 | 0,32 | 0,09 | o | e | | e e b e | |
27 | a-Selinene 6,49 | 558 | 12,23 | 11,06 | 4,01 | 4,05 7,58 4,21 | 6,90 | 3,69 514 4,62 9,37 9,62 2,69 2,37 5,73 3,38 | 554 | 3,71
28 | a-Muurolene 0,28 | 044 | ....... ... 0,46 | 0,24 0,37 0,13 | 0,34 | 0,14 0,52 0,45 0,66 0,58 0,46 0,41 0,55 0,10 | 0,48 | 0,09
29 | Germacrene A 0,34 | 0,33 | 0,92 0,61 0,44 | 0,42 0,57 0,31 | 045 | 0,14 PR IOV OOV PO OOV OO IERPUSTVRR I NOVURE VPN
30 | y-Cadinene 0,44 | 0,52 | 0,32 0,33 0,50 | 0,37 0,42 0,09 | 0,41 | 0,10 UUOVR OTVRR IPURI RDUOURR VOOV IPOPOTER IRPUPUE I e | e
31 | 5-Amorphene 041 | 042 | 059 030 | ....... 0,50 0,13 | 0,36 | 0,08 TR IO IOV TR IO T O [N v e
32 | d-Cadinene 223 | 231 | 3,67 344 | 3,46 | 282 3,12 0,78 | 2,86 | 0,57 3,25 2,62 5,00 4,20 3,62 2,94 3,96 0,92 | 3,25 | 0,83
33 | (z-calamenene | e | oo 058 | 031 | 028 | 022 | 043 | 021 | 026 | 006 | ..... | ... 055 | 041 | 031 | 024 | 043 | 017 | 0,33 | 0,12
3q | Sudesmad()7(- 1L 021 | 024 | ... N e L L o o o o o | o | ] e |
35 | Selina-3,7(11)-diene | ... | ... 042 | 032 | ... e | | ] e N T 058 | 055 | o | | | e | e
36 | a-Calacorene 0,14 | 0,196 | ....... 0,22 | 0,17 0,18 0,06 | 0,18 | 0,02 0,20 0,38 | ..o |l 0,24 0,21 0,22 0,02 | 0,29 | 0,12
37 | Germacrene-B | e | 1,59 | 1,64 | ....... IR R e | | 1,65 | 1,60 | oo | | e | e | e
38 | (E)-Nerolidol 0,32 | 0,153 | 5,60 | 5,80 | 2,03 | 2,06 2,65 2,69 | 2,67 | 2,87 0,93 0,73 6,20 5,92 2,72 2,27 3,29 2,68 | 2,97 | 2,67
39 | Germacrene D-d-ol | e | e | e | 132 | 127 | | | e e | e | e | e ] e ] e e ] e ] e U R
40 | Caryophyllene oxide 5,36 5,3 1,38 | 1,52 | 519 | 530 3,98 2,25 | 4,04 | 2,18 5,26 4,99 1,47 1,45 5,14 4,90 3,96 2,15 | 3,78 | 2,02
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Tabla 13. Continuacion

% de Cantidad Relativa % de Cantidad Relativa
PICO @ COMPUESTOS MS FID MS FID MS FID X o x o MS FID MS FID MS FID X o X o
41 Gobulol e o | | e 028 | 0,42 | oo | e | | e e | e | e ] e ] e o | e
2 viidifiorol | e VR [P e 10231028 | e | | e b | e | e e | e ] e ] e ] e | e
43 ledol | o e | e | 019 | 018 | oo | e | e e b | e | e e | e ] e ] e ] AU I
44 Humulene epoxide I 1,70 1 191 | 0,29 | 0,19 | 1,86 | 1,83 1,28 0,87 | 1,31 | 0,97 1,88 1,78 0,36 0,40 1,67 1,60 1,31 0,82 | 1,26 | 0,75
45 Dillapiole | ... | ... 0,66 @ 060 | 0,98 @ 0,44 0,82 0,22 | 052 | 0,12 | ... | i L s e L e e b s s
a6 | Savorhvlla2(12)813) | 018 | 0135 | ... | ... 059 | 052 | 039 | 029 | 033 | 027 | o | o | |
47 | epi-a-Cadinol (1-Cadinol) 056 | 0,449 ...... | ... 0,46 | 0,57 0,51 0,07 | 0,51 | 0,09 v | e b e ] e e e b e e e ] e
48 | a-Murolol (torreyol) 1,00 0,969 0,31 | 0,40 | ........ 0,65 0,49 | 0,68 | 0,41 | ..ooo. | i 1 e L e e s
49 | p-Eudesmol |} ... ... 0,56 | 0,67 | ...... e e e T I 0,55 0,43 0,27 0,26 0,41 0,20 | 0,34 | 0,12
50 | a-Cadinol 254 | 258 | 252 221 | 188 | 1,46 2,31 0,38 | 2,09 | 0,57 0,44 038 | ... | ... 0,36 0,32 0,40 0,06 | 0,35 | 0,04
51 |cavophyla38dpdien | || e 075 | 028 | oo | e | | | | | L | L |
52 |p-phellandrene | ceer | oo | [ | | | e | | | e 041 | 061 | 048 | 056 | ... | 045 | 0,05 | 059 | 0,04
53 | g-Methyl-5-hepten-2-0f | -wer | eeee | e | oo | [ | | | | 025 | 027 | oo | || e U R
54 |pcubebene | e | | | | | | | | U I I I 035 | 036 | .o | e S I
5 |yglemene | e | oo | | | | | | | | e | e 033 | 059 | oo | | e | e e | e
56 y-Selinene | e | o | | e e e e e s 0,44 0,43 1,01 1,53 0,23 0,26 0,56 0,40 | 0,74 | 0,69
57 |Ledene e | | | | L | | | | | | e 073 | 064 | o | || U R
58 | Bicyclogermacrene | s | oo | e [ e | e | | | L | U 097 | 09 | 1,12 | 1,09 | 1,04 | 011 | 1,02 | 0,09
59 | spathulenol | e | oo | e [ | | | | | | 041 | 036 | ... | ... 124 | 1,07 | 083 | 059 | 071 | 0,50
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Tabla 13. Continuacion

% de Cantidad Relativa % de Cantidad Relativa
PICO @ COMPUESTOS MS FID MS FID MS FID X T X o MS FID MS FID MS FID X o X o
60 B-Maaliene | e Lo e e e | | | | | 0,64 0,58 0,70 0,64 0,35 0,36 0,56 0,18 A 0,53 | 0,15
Caryophylla-2(12),6(13)-dien-
61 58-0l (caryophylladienol-y | =+t | e | e e e e e [ | 0,58 054 | ... 0 ... 0,61 0,59 0,59 0,02 A 0,556 | 0,04
*Total Identificado: 95,83 95,66 **Total Identificado: 91,09 91,74
Compuestos segun el orden de elucién en la columna DB-5 MS.
PSS1: Aceites de la primera recoleccion.
PSS2: Aceites de la segunda recoleccion.
PSS3: Aceites de la tercera recoleccion.
*: Sumatoria del % de cantidad relativa en la columna DB-5ms -MS y DB-5ms FID.
**: Sumatoria del % de cantidad relativa en la columna HP-INNOWAX-MS y HP-INNOWAX FID

Fuente: Investigacion Directa
Elaboracién: Rosales, Verénica
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3.5. Actividad Bioldgica

Los resultados de CMI tanto para bacterias como para hongos, de los aceites

obtenidos de las destilaciones de Sarcorhachis sydowii se exponen en la Tabla 14.

Tabla 14. Concentracion minima inhibitoria (ug/mL) de los aceites esenciales de

Sarcorhachis sydowii.

Muestras de aceite

Microorganismo

PSS1 PSS2 BSSE
CMI (pg/mL)
GRAM NEGATIVAS
Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) >1000 >1000 >1000
Klebsiella pneumoniae (ATCC 9997) >1000 >1000 >1000
Proteus vulgaris (ATCC 8427) >1000 >1000 >1000
BACTERIAS Escherichia coli (ATCC 25922) >1000 >1000 >1000
Salmonella typhimurium (LT2) >1000 >1000 >1000
GRAM POSITIVAS
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) >1000 >1000 >1000
Staphylococcus aureus (ATCC25923) >1000 >1000 >1000
Trichophyton rubrum (ATCC 28188) 500 500 1000
HONGOS
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185) 500 500 1000

Control positivo: Gentamicina (CMI: 0,39ug/mL) para P. aeruginosa, K. pneumonia, P. vulgaris, E. coli,, Salmonella
typhimurium ; Ampicilina (CMI: 3,12ug/mL) para E. faecalis y S. aureus y para hongos Itraconazol (CMI: 0,48ug/mL)
PSS: Cédigo de las muestras de aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: Rosales, Verénica

La literatura cientifica menciona que la actividad antimicrobiana presentada por los
aceites esenciales se debe principalmente a la presencia de terpenoides
especialmente los que contienen grupos alcoholes, luego los que poseen grupos
aldehidos y por ultimo los que contienen grupos ceténicos (Sanchez et al. 2009),
también junto a otros autores plantean que algunos aceites con un alto porcentaje de

compuestos monoterpénicos poseen significativas propiedades antimicrobianas.

Segun Jiang (2011) la complejidad de la composicién quimica es lo que dificulta
explicar la actividad biol6gica del aceite esencial (Ochoa Pumaylle et al. 2012). Por
otra parte, se ha demostrado que la actividad biolégica en la mayoria de los aceites
esenciales es debida a la presencia y contribucion principal de compuestos de origen

terpinoidal e hidrocarburos saturados (Lanza et al. 2010).
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La actividad bioloégica del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii a diferentes
concentraciones no mostré actividad antibacteriana frente a microorganismos Gram
positivos ni Gram-negativos, mientras que en la actividad antifingica los aceites de la
primera y segunda recoleccion mostraron una CMI de 500 ug/mL frente a T. rubrum
y T. Mentagrophytes y los aceites de la tercera recoleccion presentaron para las dos

cepas fungicas una CMI de 1000ug/mL.

Sin embargo algunos estudios realizados a los aceites esenciales extraidos de plantas
de la familia Piperaceae han demostrado que poseen actividad antimicrobiana para
varias aplicaciones farmacolégicas (Pino et al. 2011).

3.6. Actividad Antioxidante
3.6.1. Actividad antioxidante por el método DPPH

La actividad antioxidante es expresada como la capacidad de inhibir la peroxidacién

del acido linoleico y atrapar los radicales libres (RL). (Abad D. y Cabezas V. 2014).

En la Tabla 15 se describe las concentraciones de aceite en las soluciones, expresada
en (ug/mL) y la absorbancia media obtenida de las lecturas, los ensayos se realizaron
por triplicado para cada concentracidbn respectivamente. También se indica el

porcentaje de disminucion de DPPH calculado con la siguiente ecuacion.

Abs.DPPH — Abs. aceite
Abs.DPPH

%Dism DPPH =

Tabla 15. Concentracion, absorbancias medias y porcentaje de
disminucién del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

Concentracion Abs. % de disminucion

(ng/mL) Media DPPH

0 0,74 0,00

5 0,25 66,57

12,5 0,14 81,19

25 0,14 81,37

50 0,13 82,63

100 0,12 83,40

200 0,11 85,02

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Rosales, Verdnica
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La composicion quimica de los aceites esenciales es muy compleja, por lo tanto la
actividad antioxidante puede arrojar resultados dispersos dependiendo del método

aplicado.

En la Figura 11 se muestra la grafica correspondiente a la absorbancia y

concentracion del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

Absorbancia DPPH vs. Concentracion de AE
de Sarcorhachis sydowii
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Figura 11. Absorbancia del DPPH frente a las diferente concentraciones de AE de
Sarcorhachis sydowiii.
Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verénica

La gréafica muestra una relacion inversamente proporcional entre la absorbancia y la
concentracion del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii , por lo tanto a mayor
concentracion (ppm) de AE, menor es la absorbancia obtenida.

Para obtener el Clso se relaciona el porcentaje de disminucién de DPPH con relacién a

cada una de las concentraciones del aceite; se obtuvo la ecuacion logaritmica al tener

una relacion geométrica entre las variables que se puede observar en la Figura 12.
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% de Disminuciéon DPPH vs. Concentracion
del aceite esencial de Sarcorhachys sydowii
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Figura 12. Porcentaje de Disminucion del DPPH frente a las diferentes
concentraciones de AE de Sarcorhachis sydowii
Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verénica

Con la ecuacion obtenida en la grafica se determina la actividad antioxidante, por el
método DPPH, expresando los resultados como ICsg

Asi se obtuvo el siguiente resultado:

y = 4,0887In(x) + 65,604

50-65,604
x=e 4,0887

x = 0,02 ug/mL

La Clsp se define como la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la
concentracion inicial de DPPH en un 50%.

La Clsg determinado para el aceite esencial de Sarcorhachis sydowii es
correspondiente a 0,02 ppm, esto indica que, tiene buena actividad antioxidante, ya

que a valores mas bajos de Cls, mayor es la actividad antioxidante (Padilla et al.
2008).
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3.6.2. Actividad antioxidante por el método ABTS

En la Tabla 16 se describe las concentraciones de aceite de las soluciones, expresada
en (ug/mL) y la absorbancia media obtenida de las lecturas, los ensayos se realizaron
por triplicado para cada concentracidbn respectivamente. También se indica el
porcentaje de disminucién de ABTS calculado con la misma ecuacién que se utilizé en

el método DPPH, indicado en el numeral 3.6.1.

Tabla 16. Concentracion, absorbancias medias y porcentaje de

disminucion del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii

Concentracion Abs. disr:fi,nduecién
(ug/mL)) Media DPPH
0 0,96 0
5 0,7 27,08
12,5 0,38 60,42
25 0,02 97,92
50 0,01 98,96
100 0,01 98,96
200 0,01 98,96

Fuente: Investigacion directa

Elaboracién: Rosales, Verénica

En la Figura 13 se muestra la relacion entre absorbancia y concentracion del aceite

esencial de Sarcorhachis sydowii.

Absorbancia ABTS vs. Concentracion de AE
de Sarcorhachis sydowii
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Figura 13. Absorbancia del DPPH frente a las diferentes concentraciones de AE
de Sarcorhachis sydowii

Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Rosales, Verdnica
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La gréfica muestra una relacion inversamente proporcional entre la absorbancia y la
concentracion del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, por lo tanto a mayor

concentracion (ppm) de AE, menor es la absorbancia obtenida.

Para presentar los porcentajes de disminucién frente a la concentracion del aceite, se

obtuvo la ecuacion logaritmica al tener una relacién geométrica entre las variables, y
se puede observar en la Figura 14.

% de Disminucion ABTS vs. Concentracion
del AE de Sarcorhachys sydowii
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Figura 14. Porcentaje de Disminucion de ABTS frente a las diferentes

concentraciones de AE de Sarcorhachis sydowii
Fuente: Investigacion directa

Elaboracion: Rosales, Verénica

Con la ecuacion obtenida en la gréfica se determina la actividad antioxidante, por el
método ABTS, expresando los resultados como Clsg.

Asi se obtuvo el siguiente resultado:

y =19,178In(x) + 12,716

50-12,716
x = e 19178

X = 6,96 ug/mL

El Clso del aceite esencial de Sarcorhachis sydowii que se obtuvo por el método ABTS

es de 6,96 pg/mL; indicando una gran diferencia con el Cls, obtenido por el método
DPPH que fue de 0,02 pg/mL.
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La diferencia en los porcentajes de actividad antioxidante que se observan entre los
dos métodos se debe a la longitud de onda que se emplearon para cada ensayo
(Padilla et al. 2008).
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4. CONCLUSIONES

El aceite esencial de Sarcorhachis sydowii, recolectado en el sector de Numbami-
Zamora, muestra un rendimiento de 0,06% considerado bajo segun bibliografia

consultada.

La humedad que se obtuvo fue de 76,41% valor que se encuentra dentro de los
rangos de la humedad de las especies aromaticas.

La densidad promedio obtenida de los aceites de las tres recolecciones fue de
0.906.

El indice de refraccion promedio obtenido de los aceites de las tres destilaciones
de Sarcorhachis sydowii fue de 0,9066

Se identificaron 61 compuestos que representan el 95,60% de los cuales 35 se
identificaron en ambas columnas DB-5MS y HP-INNOWAX.

Los compuestos identificados en su mayoria fueron del grupo de los
sesquiterpenos hidrocarbonados (59%), seguidos de los monoterpenos
hidrocarbonados (18,37%), sesquiterpenos oxigenados (10.98%), monoterpenos

oxigenados (2,27%), entre otros compuestos que conformaron el 2,73%.

El aceite esencial de Sarcorhachis sydowii a diferentes concentraciones
ensayadas no presentd actividad antibacteriana frente a las cepas bacterianas
evaluadas. mientras que para las cepas fangicas los aceites de la primera y
segunda recoleccion mostraron una CMI de 500ug/mL y para los aceites de la

tercera recoleccién mostré una CMI de 1000ug/mL.

El aceite esencial de Sarcorhachis sydowii presenté un Clsg de 0,02ug/mL para
DPPH y 6,96ug/mL para ABTS.
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5. RECOMENDACIONES

Controlar los pardmetros del proceso de destilacion, con el fin de obtener menor

perdida de los compuestos volatiles del aceite esencial.

Realizar mas estudios quimicos que nos permitan evaluar la humedad en plantas

de la misma especie, para poder comparar rendimientos.

Realizar mas estudios cientificos que puedan validar las propiedades atribuidas

a este género.

Continuar con investigaciones sobre la actividad biolégica de esta especie y
otras plantas aromaticas, para determinar la CMI que presenten los aceites
frente a bacterias y hongos con el fin de controlar las infecciones que puedan

causar.

Analizar otras formas de determinar la capacidad antioxidante de Sarcorhachis

sydowii para poder tener estudios de comparacion.
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ANEXOS

ANEXO |

DETERMINACION DE HUMEDAD

PRINCIPIO:

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

una estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
e Estufa
e Pinza
e Balanza
e Crisol

e Desecador

PROCEDIMIENTO:

e Pesar en una capsula o luna de reloj de 2 a 10 gramos de la muestra,
seguidamente colocarla durante dos horas en una estufa a 105°C (z 5°C).

e Enfriar la capsula en el desecador por 10 minutos aproximadamente, hasta que
la temperatura de la capsula se iguale a la temperatura ambiente. Luego pesar
y anotar el peso.

e Colocar la capsula nuevamente en la estufa durante una hora, enfriar en el
desecador y pesar.

e Repetir el procedimiento hasta que el peso de la capsula sea constante. Dicho
peso se toma como en gramos como el peso de la capsula mas la muestra

seca.

CALCULO:
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Donde:

Hm: % de humedad
m: peso de la capsula vacia (g)
m1: peso de la capsula (g) + muestra a analizar (g)

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

DETERMINACION DEL RENDIMIENTO

Para calcular el porcentaje del rendimiento (%R) de los aceites esenciales evaluados
se correlacion6 el volumen de aceite esencial obtenido por cada destilacién, con la

cantidad de material vegetal, mediante la siguiente formula:

%R Volumen (mlL) 100
= — %
0 Peso (g)

Donde:
R: Rendimiento expresado en porcentaje

V: Volumen del aceite esencial extraido en mL

P: Peso de la materia vegetal empleada en la destilacion
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ANEXO llI
Segun la ANFOR NF T 75-111 JUNIO 1982

DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C
(Método de Referencia)
PROPUESTA:

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

Organizacion Internacional de Normalizacion.

OBJETIVO DE APLICACION:

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

relativa a 20°C de los aceites esenciales.

REFERNCIAS:

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

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

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

NOTA:

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

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

un cierto volumen del aceite esencial a 20°C.

APARATOS:

e Picnémetro de vidrio.

e Bafio termostatico, manteniendo a una temperatura de 20°C + 0,2°C.
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e TermoOmetro de precisién graduado de 10 a 30°C, con una variacion de 0,2°C a
0,1°C.

e Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:

e Preparacion del Picndmetro: Limpiar rigurosamente y luego enjuagar el
picnoémetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de
aire seco. Si es necesario secar el exterior del picnémetro con un trapo seco o
con papel filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza,

pesar el picnédmetro, con el tapdn en su sitio con 1mg de precision.

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

precision lleno igual que en el caso anterior.

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

aceite esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

. . 20 . .
La densidad relativa d 2 Se la expresa con la siguiente formula:

20_m2-mo
20 m1-moO

Donde:

d 2—8: densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.

mO: masa en gramos del picndmetro vacio.
m1: masa en gramos del picnémetro con agua.

m2: masa en gramos del picnémetro con el aceite esencial.

Se expresan los resultados con tres decimales.
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ANEXO IV

DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilice, la medida directa del angulo de refraccion o la
observaciéon del limite de refraccion total. El aceite se mantendra dentro de las
condiciones de iso-tropismo y de trasparencia.

DEFINICION:

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

temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589,3 + 0,3)nm, correspondiente a la radiacion D1y

D2 del espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20°C, salvo para los aceites esenciales que no son
liquidos a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25y

30°C segun el punto de fusién del aceite considerado.

APARATOS:

Refractometro: Utilice un refractdmetro clasico que permita la lectura de los indices
de refraccién entre 1,300 y 1,700 o con una precisioén de + 0,0002.

Ajuste el aparato de manera que a una temperatura de 20°C, se tengan los siguientes
indices de refraccion segun:

1.3330 para agua destilada

1.4906 para el p-cimeno

1.5685 para el benzoato de bencilo

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

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

fabricacién del equipo.
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MODO DE OPERACION:
Determinacion

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

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

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

formula:

ntD - ntD + 0.0004 (t,'t)

Donde:

n'p: valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, 0 aquella a la que se ha efectuado

la determinacion.

F: factor de correccion (0.0004)
t': temperatura a la que se efectud la lectura

t: temperatura a 20°C.

Nota:
Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion en de + 0.0002
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