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RESUMEN

Hedyosmum racemosum es una planta dioica que crece en las elevaciones medias-altas,
el aceite esencial de sus partes aéreas fue extraido por hidrodestilacion. La composicién
quimica del aceite esencial se determindé por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas CG/EM y al detector de ionizacion de llama CG/FID. La
actividad bioldgica fue evaluada por el método de microdilucién en caldo expresada como
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la actividad antioxidante por el método del
radical libore DPPH y ABTS". También se determinaron las propiedades fisicas del aceite.
Se identificaron 45 compuestos que representan el 98,87% del aceite. Los componentes
mayoritarios fueron: a-Pinene (7,48%), a-Phellandrene (28,24%), Limonene (3,68%), (Z)-
B-Ocimene (2,88%), Linalool (4,19%), Estragole (21,82%), Methyl Eugenol (5,38%),
Germacrene-D (7,62%). La densidad del aceite esencial de Hedyosmum racemosum fue
de 0,8978 (g/cm3) y el indice de refraccion fue de 1,4911, el aceite no mostro actividad
biolégica frente a bacterias y hongos en estudio a las maximas concentraciones
evaluadas (1000ug/mL). El aceite esencial de esta especie tampoco muestra actividad

antioxidante a diversas concentraciones.

Palabras claves: Hedyosmum racemosum, Aceite esencial, Composicion Quimica,

Actividad biol6gica, Actividad antioxidante.



ABSTRACT

Hedyosmum racemosum is a dioecious plant, which growing wild on medium-high
elevations. Essential oil was extracted from the aerial parts by hydrodistillation. The
chemical composition of the essential oil was determined by gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS) and the flame ionization detector (GC/FID). The biological activity
was evaluated by the broth microdilution method and was expressed as minimum
inhibitory concentrations (MICs). Antioxidant activity was determined by method of free
radical DPPH and ABTS". Physical properties of essential oil were also determined. Forty-
five compounds were identified, representing 98,87% of the oil. Main compounds were a-
pinene (7.48%), a-phellandrene (28.24%), limonene (3.68%), (Z) -B-ocimene (2.88%),
linalool (4,19%), estragole (21.82%), Methyl Eugenol (5.38%), Germacrene-D (7.62%).
Density of essential oil from H. racemosum was 0.8978 (g/cm®) and the refractive index
was 1.4911. Essential oil not showed biological activity against bacteria and fungi at the
highest concentration evaluated (1000ug/mL). Further, the essential oil did not show

antioxidant activity at any concentrations tested.

Key words: Hedyosmum racemosum, Essential Oil, Chemical composition, biological

activity, antioxidant activity.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en determinacion de la composicion quimica, propiedades
fisicas y evaluacién de la actividad biolégica del aceite esencial de Hedyosmum
racemosum 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 aromatica de Region Sur del Ecuador y especificamente al proyecto
“Evaluacion de la flora aromatica de la Provincia Zamora Chinchipe” que se desarrolla en
la Seccién de Ingenieria de Proyectos de la Universidad Técnica de Loja. Con este
estudio se aumenta el conocimiento de plantas nativas como hedyosmum racemosum
extrayendo su aceite esencial para determinar sus propiedades y usos para aplicaciones
en las diferentes industrias tales como: Farmacéutica, Cosmética y Alimenticia,
proporcionando informacién que servird al Catdlogo de Plantas Aromaticas. Una vez
conocida la composiciéon quimica, propiedades fisicas, actividad biol6gica y antioxidante
de los aceites esenciales de la region del sur del Ecuador, los mismos pueden ser usados
como materia prima para las diferentes industrias o para la formulacion 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 Hedyosmum racemosum Yy calculo del rendimiento real;
determinar las propiedades fisicas y composicion quimica las cuales nos permitiran
establecer condiciones de uso, asi como también determinar los compuestos mayoritarios
y su importancia a nivel industrial. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) para determinar la actividad biolégica del aceite esencial de Hedyosmum
racemosum y el de contribuir al desarrollo de nuevos estudios sobre Hedyosmum
racemosum fueron desarrollados en su totalidad, para lo cual, se inici6 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 determino la densidad
relativa segun la norma AFNOR NF T75-111 (ISO 279:1998), el indice de refraccion
mediante la norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998), la composicién quimica utilizando

cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de masas CG/EM y acoplada un



detector de lonizacion de llama CG/FID, La concentracidn minima inhibitoria (CMI) fue
determinada por el método de microdilucion en caldo usando una concentracion de 5x105
cfu/mL para bacterias Gram-negativas [Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2)] y bacterias Gram-positivas [Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)], y una concentracion de
5x104 esporas/mL para hongos dermatofitos [Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y
Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185)] y la actividad antioxidante mediante el
método DPPH y ABTS", que son dos métodos espectrofotométricos.
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1.1. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa encontradas
practicamente en todos los vegetales; son muy numerosos y estan ampliamente
distribuidos en distintas partes del mismo vegetal: en las raices, tallos, hojas, flores y
frutos (Briga, 1962). Estos aceites esenciales son componentes heterogéneos
constituidos de terpenos, sesquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles, lactonas; todos ellos
facilmente separables ya sean por métodos quimicos o fisicos, como la destilacion,
refrigeracion, centrifugacion, etc (B. Pino, et al., 2009).

Los aceites esenciales son producto del metabolismo secundario de las plantas; la
mayoria de ellos son volatiles y son responsables del olor del vegetal. Es caracteristica de
las esencias la presencia de terpenos, fundamentalmente mono y sesquiterpenos, que

pueden estar asociados o0 no a otros componentes (Moreno, et al., 2009).

Sin embargo, la composicion quimica de cada planta puede diferir considerablemente asi
sean de la misma familia, por esto es conveniente saber la composicion exclusiva de cada
especie, ya que pueden estar diferentes compuestos, pudiendo ser derivados bencénicos,
fenoles, ésteres e hidrocarburos lineales o hasta por componentes dificiimente
relacionables con las esencias, como alcaloides y una gran variedad de compuestos
heterociclicos como derivados piridinicos, sulfuros, aminas, etc. Es por eso que de cada
especie es aconsejable hacer un estudio de los diferentes compuestos presentes en la

esencia, determinando cual esta en mayor o menor cantidad (Bandoni, 2002).

La mayor parte de los aceites esenciales son de olor agradable. El olor dependera de los
componentes que contengan el aceite, o la planta de la que se lo extrae. No todas las
plantas poseen aceites esenciales, y muchas tienen una cantidad muy pequefia que hace
imposible la extraccion del mismo. De los millones de plantas existentes en el mundo se

conocen aproximadamente 4000 distintos aceites esenciales (Pozo & Naranjo, 2006).

Los aceites esenciales se forman en las partes verdes de las plantas donde hay clorofila y
de ahi son transportados a tejidos, principalmente a los brotes de la flor, estos son
producidos por la planta para combatir gérmenes o infecciones, ademas los usan como
mecanismo de defensa y para atraer animales para la polinizacién (Olaya & Méndez,
2003).



Los aceites esenciales son utilizados tanto en la industria de alimentos como en la
industria farmacéutica cada vez mas generalizado, debido en parte a la homogeneidad del
aroma y a la minimizacion de las posibilidades de contaminacion microbiana. También
son productos naturales valiosos utilizados como materias primas en muchos campos,
incluyendo perfumes, cosméticos, aromaterapia, fitoterapia, especias y nutricion
(Buchbauer, 2000).

1.1.1. Extraccion.

El aceite esencial de las hojas de Hedyosmum racemosum , en estado fresco, se obtuvo
por el método destilacion por arrastre con vapor que se emplea para extraer la mayoria
de los aceites esenciales es una destilacion de mezcla de dos liquidos inmiscibles esto
consiste en una vaporizacion a temperaturas inferiores a las de ebullicién de cada uno de
los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua, el cual
ejerce la doble funcién de calentar la mezcla hasta su punto de ebullicion y disminuir la
temperatura de ebullicion por adicionar la tensién del vapor que se inyecta, a la de los
componentes volatiles de los aceite esenciales. Los vapores que salen del cuello de cisne
se enfrian en un condensador donde regresan a la fase liquida, los dos productos
inmiscibles, agua y aceite esencial y finalmente se separan en un decantador o vaso
florentino (Bandoni, 2002).

1.1.2. Clasificacion.

La clasificacion de aceites esenciales se basa en diferentes criterios: de acuerdo a su
consistencia (esencias fluidas, balsamos y oleorresinas), de acuerdo a su origen
(naturales, artificiales y sintéticos) y desde el punto de vista quimico (esencias

monoterpénicas, sequiterpénicas y fenilpropanicos) (Carhuapoma, 2006).



Esencias fluidas
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Figura. 1 Clasificacion de los aceites esenciales
Fuente: Chamba, F.

1.1.3. Caracterizacion.

La caracterizacion fisica de los aceites esenciales es muy importante para determinar el
rendimiento del aceite esencial de cada recoleccion usando la relacion entre el volumen
de aceite esencial obtenido y la masa de la muestra vegetal. También se determina el

indice de refraccion, densidad y propiedades sensoriales como olor, color y sabor.

Los aceites esenciales son volatiles y son liquidos a temperatura ambiente. Recién
destilados son incoloros o ligeramente amarillos. Su densidad es inferior a la del agua.
Casi siempre dotados de poder rotatorio, tienen un indice de refraccion elevado. Son
solubles en alcoholes y en disolventes organicos habituales, como éter o cloroformo, y
alcohol de alta gradacién. Son liposolubles y muy poco solubles en agua, pero son
arrastrables por el vapor de agua (Cerpa, et al., 2007).

Los componentes de los aceites se clasifican en terpenoides y no terpenoides.
e No terpenoides. En este grupo tenemos sustancias alifaticas de cadena corta,

sustancias aromdticas, sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas. No son

tan importantes como los terpenoides en cuanto a sus usos y aplicaciones.



e Terpenoides. Son los mas importantes en cuanto a propiedades Yy

comercialmente.

Los terpenos son una clase de sustancia quimica que se halla en los aceites esenciales,
resinas y otras sustancias aromaticas de muchas plantas, como los pinos y muchos
citricos. Principalmente encontramos en los aceites monoterpenos (C10), aunque también
son comunes los sesquiterpenos (C15) y los diterpenos (C20). Pueden ser alifaticos,
ciclicos o aromaticos (Rios, et al., 2007).

La caracterizacion quimica de los aceites esenciales se llevd a cabo por la técnica
cromatogréfica de gases (CG). En el control de calidad, la CG se utiliza para obtener el
perfil cromatogréfico y cuantificar los principales componentes del aceite esencial, es decir
los mayoritarios o aquéllos que, sin ser mayoritarios, tengan una especial trascendencia
para la calidad (Bandoni, 2002).

1.1.3.1. Cromatografia de gases.

En la cromatografia de gases los componentes de una muestra vaporizada se separan
como consecuencia del reparto entre una fase gaseosa y una fase estacionaria contenida
en una columna. Al efectuar una separacion cromatografica de gases, la muestra se
vaporiza y se inyecta en la cabeza de la columna. La elucién se lleva a cabo mediante el
flujo de una fase movil de gas inerte. A diferencia de la mayoria de las otras técnicas
cromatogréficas la fase moévil no interactia con las moléculas de los compuestos a
separar, su Unica funcion es transportar los compuestos a través de la columna (Montoya
& Paez, 2012).

En la actualidad la cromatografia de gases es una técnica analitica usada en muchos
laboratorios universitarios, de investigacion e industriales, debido a su alta resolucion,
sensibilidad y selectividad. Ademas de las aplicaciones tipicamente analiticas, la
cromatografia de gases puede utilizarse a escala preparativa para la obtencion de
compuestos de elevada pureza, asi como también es posible la obtencién de datos fisico-
quimicos relativos a propiedades superficiales y termodinamica de procesos de

adsorcion, separacion, y desarrollo de catalizadores (Montoya & Paez, 2012).



Un cromatégrafo de gases consiste en varios mdédulos basicos ensamblados para: 1)
proporcionar un gasto o flujo constante del gas transportador (fase mévil), 2) permitir la
introduccion de vapores de la muestra en la corriente de gas que fluye, 3) contener la
longitud apropiada de fase estacionaria, 4) para mantener la columna a la temperatura
apropiada (o la secuencia del programa de temperatura), 5) detectar los componentes de
la muestra conforme eluyen de la columna, y 6) proveer una sefal legible proporcional en
magnitud a la cantidad de cada componente. Los modulos del instrumento se muestran

esquematicamente en la (Figura 2) (Gomis Yagues, 2008).

El cromatégrafo de gases esta constituido principalmente (Olguin & Rodriguez, 2004):

e Fase movil (gas portador)
e Puerto de inyeccion

e Horno

e Columna

e Fase estacionaria

e Detector

e Sistema de registro de datos

Entre los detectores mas utilizados caben mencionar el detector FID (ionizacion en llama)
gue por su alta versatilidad hace posible la deteccién de un elevado tipo de compuestos
(Gutiérrez & Droguet, 2002).

Entre los gases portadores, que deben ser quimicamente inertes, se encuentran el helio,
el nitrégeno y el hidrégeno. La eleccién de los gases esta con frecuencia determinada por
el tipo de detector que se utiliza. Con el suministro de gas se encuentran asociados los
reguladores de presion, mandémetros y medidores de caudal. Ademas, el sistema de gas
portador contiene a menudo un tamiz molecular para eliminar el agua u otras impurezas
(Rodriguez Chavez, 2014).

El gas portador se almacena en un cilindro apropiado conectado al equipo mediante un
regulador de presion, la muestra (aceite) se introduce en el sistema mediante jeringas,
utilizando los inyectores. El inyector esta a una temperatura superior a la del punto de
ebullicion del disolvente de la muestra y normalmente, también superior al de los analitos;

y es ahi donde se produce la necesaria volatilizacion. La muestra se diluye en el gas
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portador y solo una fraccion entra en la columna capilar en donde se realiza la separacion;
luego de pasar la columna, los analitos llegan a los detectores, donde se produce una
sefial eléctrica que es amplificada y enviada a un sistema de almacenado de datos para
ser analizada (Montoya & Péez, 2012).

— § | |
MaucTOopT e o z

o registrador ' ' '
|

Mandmotro el

Regulador Flaxos neiros

de prewsd

[ % |

Sumansstro de

gas portador

Figura 2. Diagrama de las partes bésicas de un cromatdgrafo de gases
Fuente: (Gomis Yagles, 2008)

En cromatografia de gases acoplada al detector de ionizacién de llama (FID) es uno de
los detectores mas extensamente utilizado y, por lo general, uno de los mas aplicables.
En un guemador, el efluente de la columna se mezcla con hidrégeno y con aire para luego
encenderse eléctricamente.

La mayoria de los compuestos organicos, cuando se pirolizan a la temperatura de una
llama de hidrégeno/aire, producen iones y electrones que pueden conducir la electricidad
a través de la llama. El detector de ionizacién de llama debido a que es un detector que
responde al nimero de atomos de carbono que entra en el detector por unidad de tiempo,
es un detector sensible a la masa, mas que un sistema sensible a la concentracién
(Gomis Yagues, 2008).
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El reconocimiento de los compuestos individuales se realiz6 mediante la comparacion de
los patrones de fraccionamiento de masas disponibles en el Libro de Adams 2009 y
la libreria de compuestos NIST 2000. La composicion relativa de

los compuestos se estim6 mediante el andlisis de relacién de area.

En el andlisis cualitativo, la identificacibn de los componentes volatiles se la realizo
comparando los indices de Kovats (IK) determinados experimentalmente en las dos
columnas (apolar y polar) para los compuestos analizados frente a los IK reportados en la
literatura. Los indices de retencion experimentales se determinaron en relacion a la serie
homdloga de alcanos (C10 a C25). A su vez cada compuesto detectado posee su
respectivo espectro de masas el cual fue comparado con los espectros que proporciona la
base de datos del equipo biblioteca Wiley (TIP, 2002).

1.1.4. Propiedades.

Las propiedades que presentan los aceites esenciales son beneficiosas para el ser
humano y por lo tanto son cotizados en el mundo cuando son de origen natural.
Dependiendo de la procedencia del aceite, de la forma de extraccibn y de sus
componentes seran las propiedades del mismo, sin embargo todos los aceites esenciales
presentan ciertas propiedades a diferentes niveles, los cuales daran el uso que tendra el

mismo (Berger, 2007).

La gran mayoria de aceites esenciales tienen accidn antiséptica, que se manifiesta frente
a un gran numero de bacterias patégenas e incluye ciertas cepas antibiorresistentes.
Algunos aceites son también activos frente a hongos inferiores responsables de micosis e
incluso frente a levaduras (Candida). Compuestos como el citral, geraniol, linalol o timol

muestranun poder antiséptico muy superior al del fenol (Arteche, et al., 1998).

1.1.5. Usos y aplicaciones.

De los méas de tres mil aceites esenciales analizados, se ha encontrado que mas de
doscientos tienen un alto valor comercial Pavas and Vega (2012) y se utilizan
ampliamente en diferentes ramas de la industria: alimentos, jabones, ambientadores,

perfumes, cosméticos, licores, insecticidas, farmacos, etc.
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Son empleados como aromatizantes y/o saborizantes, como ingredientes de algunos
preparados farmacéuticos o son base de perfumes y productos cosméticos finos,
desodorantes, lociones, jabones liquidos, pastas dentifricas. Algunos de los aceites
esenciales poseen propiedades insecticidas y funguicidas y se utilizan en los preparados
especiales. Gonzalez (2004) describe algunas aplicaciones industriales tales como:

Industria Alimentaria Se emplean para condimentar carnes preparadas, embutidos,
sopas, helados, queso, etc. Los aceites mas empleados por esta industria son el cilantro,
naranja y menta, entre otros. También son utilizados en la preparacion de bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas, especialmente refrescos. Con respecto a esta utilidad
podemos citar las esencias extraidas del naranjo, limén, mentas e hinojo, entre otros.
Estas esencias también se emplean en la produccion de caramelos, chocolates y otras

golosinas.

Industria Farmacéutica Se usan en cremas dentales (aceite de menta e hinojo),
analgésicos e inhalantes para descongestionar las vias respiratorias (eucalipto). El
ecucaliptol es muy empleado en odontologia. Son utilizados en la fabricaciéon de
neutralizantes de sabor desagradable de muchos medicamentos (nharanjas y menta, entre

otros).

Industria de Cosmeéticos Esta industria emplea los aceites esenciales en la produccién
de cosmeéticos, jabones, colonias, perfumes y maquillaje. En este campo se pueden citar

lo aceites de geranio, lavanda, rosas y pachouli.

Industria de productos de uso veterinario Esta industria emplea el aceite esencial de
Chenopodium ambrosoides muy apreciado por su contenido de ascaridol, vermifugo.

También requiere limoneno y mentol como insecticidas.

Desodorantes Industriales Actualmente se ha desarrollado el uso de esencias para
disimular el olor desagradable de algunos productos industriales como el caucho, los
plasticos y las pinturas. La industria de las pinturas emplea limoneno como disolvente
biodegradable. También se imparte olor a juguetes. En textiles, como enmascaradores de
olores en tratamientos con mordientes antes y después del tefiido. En papeleria, para

impregnar de fragancias cuadernos, tarjetas, papel higiénico, toallas faciales.
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Industria tabacalera Demanda mentol para los cigarrillos mentolados.

Biocidas e insecticidas Existen esencias con propiedades bactericidas, como el tomillo,
clavo, salvia, mentas, orégano, pino, etc (Avalos Garcia & Carril, 2011).

1.2. Actividad Bioldgica.

La capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales ha sido descripta por varios
grupos de investigadores. Algunos aceites son activos contra bacterias pero no contra
hongos y viceversa, mientras que otros estimulan el crecimiento de estos

microorganismos (Hernandez & Rodriguez, 2001).

Los aceites esenciales han demostrado capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram
positiva y Gram negativa, resultando estas Ultimas mas resistentes. Los terpenos que
forman parte de los aceites esenciales son los que les confieren sus propiedades
biol6gicas (Herndndez & Rodriguez, 2001)

Estos poseen actividad antimicrobiana por si mismos, pero no siempre esta actividad
concuerda con la del aceite esencial completo; lo que estaria sugiriendo que las mezclas
complejas de estos terpenos podrian determinar relaciones sinérgicas o antagoénicas entre
estos. Se ha observado que los compuestos terpénicos aromaticos son los que poseen
mayor actividad inhibitoria. La actividad antifungica de los aceites ha sido descripta tanto
para hongos unicelulares como para hongos filamentosos. En las plantas las mezclas de
monoterpenos y sesquiterpenos presentes en los aceites constituye una de las principales

barreras de defensa contra los hongos patégenos (Hernandez & Rodriguez, 2001).

Entre los organismos patégenos causantes de multiples enfermedades infecciosas y que
se evaluaran en la presente investigacion se encuentran los dermatofitos Trichophytum
rubrum y Trichophyton mentagrophytes, asi como bacterias Gram positivas:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y bacterias Gram negativas: Pseudomona
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgares, Escherichia coli, Salmonella

Tiphymurium.
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1.2.1. Bacterias.

Las bacterias son microorganismos que poseen una amplia distribucién en la naturaleza,
segun las caracteristicas de su pared celular las bacterias pueden dividirse en dos grupos:
Gram-positivas y Gram-negativas; sus diferencias estructurales tienen implicaciones

importantes en la taxonomia, en la clinica y en la terapéutica (Ruiz & Moreno, 2005)
1.2.1.1. Bacterias Gram positivas.

Se conoce como bacterias Gram Positivas al grupo de bacterias que no posee una
membrana externa capaz de proteger el citoplasma bacteriano, que tienen una gruesa
capa de peptidoglicano y que presentan 4cidos teicoicos en su superficie (Pahissa, 2009).
Se distinguen especialmente por tefiirse de azul oscuro o violeta por la tincién de Gram.
Produce diversas enfermedades entre ellas tenemos: erisipelotricosis, la listeriosis y el
antrax (Diaz, et al., 2010).

1.2.1.2. Bacterias Gram negativas.

Se denominan bacterias Gram negativas a aquellas bacterias que no se tifien de azul
oscuro o violeta por la tincibn de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue: de ahi el
nombre caracteristico (Romero, 2007). Presenta doble membrana celular una externa y la
otra citoplasmaética, lo que refleja un tipo natural de organizacién bacteriana. Son uno de

los principales supergrupos de bacterias (Largo, et al., 1973).

Muchas especies de bacterias Gram negativas causan enfermedades. Los cocos Gram-
negativos causan la gonorrea, meningitis y sintomas respiratorios, entre otros (Casellas,
2011). Los bacilos Gram-negativos incluyen un gran nimero de especies. Algunos de
ellos causan principalmente enfermedades respiratorias, enfermedades urinarias y

enfermedades gastrointestinales (Del Pozo, et al., 2006).

1.2.2. Hongos.

Los hongos son microorganismos generalmente saprofitos para el hombre; es decir,
beneficiosos. En algunas ocasiones estos microorganismos se vuelven oportunistas,
cuando las defensas del huésped se encuentran disminuidas, ocasionando patologias

denominadas micosis (Jover & Garcia, 2006)
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Las micosis superficiales son un grupo de enfermedades localizadas en la piel y anexos,
causadas por dermatofitos, levaduras y mohos diferentes a dermatofitos; por su alta
frecuencia, estas micosis son un serio problema de salud publica mundial (Manzano-
Gayosso, 2008).

1.3 Actividad Antioxidante.

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras moléculas,
inhibiendo la iniciacibn o propagacion de las reacciones oxidativas en cadena. Los
antioxidantes naturales constituyen un amplio grupo de compuestos que incluye

principalmente compuestos polifendlicos y vitaminas (Barrero., et al., 2004).

Las plantas aromaticas y sus aceites esenciales han mostrado accion antioxidante y
anticancerigena, incluyendo terpenos fendlicos, como el caso del acido carnosoico,
carnosol, rosmarindifenol y rosmarinquinona del Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis

entre otras hierbas aromaticas (Garcia, et al., 2001).

Existen monoterpenos antioxidantes de accion anticancerigena como el limoneno y los
pinenos, éstas inhiben la produccion de colesterol y ayudan en la proteccion de la
actividad de ciertas enzimas. (Vasconcellos A, 2000).

Para realizar la actividad antioxidante se utilizan varios métodos espectrofotométricos

entre ellos los mas usados son ABTS" y DPPH.

El radical ABTS" presenta una absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. Esta
propiedad da la posibilidad de evitar interferencias generadas por cromogenos del aceite
esencial. La absorbancia caracteristica de este radical que posee un color verde azulado,
disminuye en presencia de un antioxidante u otro radical. Es posible, por tanto, cuantificar
la capacidad captadora de radicales libres que presenten los aceites esenciales mediante
la determinacion del grado de decoloracion que provocan a una solucion de ABTS+
(Barrero. et al., 2004)

DPPH este método se basa en la reduccion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
por los compuestos antioxidantes de la muestra del aceite esencial. El radical es estable y

tiene una coloracion purpura que se pierde progresivamente cuando la muestra que se
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aflade posee capacidad antioxidante. La decoloracién del radical se determina a 515 nmy
la cuantificacion se realizd, empleando soluciones patron de Trolox y BHT.
Aparentemente los compuestos que posean moléculas mas pequefias con mejor
accesibilidad al centro activo del radical poseen mayor afinidad por este método (Conde.,
etal., 2012).

1.4. Plantas medicinales.

Las plantas medicinales son aquellos vegetales que elaboran sustancias que ejercen
accion farmacoldgica, estas sustancias activas son producto del metabolismo secundario
de las plantas que resultan mas asimilables por el cuerpo y carecen de efectos nocivos
(Estrella, et al., 2005).

El uso de las plantas con fines terapéuticos en la medicina tradicional es un importante
legado que han dejado generaciones anteriores y una parte de la cultura de los pueblos.
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 determinacién e
identificacion de las sustancias o principios activos contenidos en especies vegetales
(Lizcano & Vergara, 2008).

Aunque los avances tecnolégicos han ido desplazando cada vez mas su uso por
sustancias artificiales, hoy por hoy, los consumidores han percibido que los compuestos
naturales son mas inocuos y por ello los prefieren; de esta manera, se observa como
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.

Ecuador posee gran cantidad de especies vegetales por kildmetro cuadrado, su flora es
muy rica y variada debido a la diversidad de los medios ecoldgicos. Se han identificado 46
ecosistemas que entre los mas importantes estan: los bosques occidentales, manglares,
bosques andinos, la Amazonia y Galapagos; es por esto que es considerado entre los 12
paises megadiversos que contienen el 70% de la biodiversidad total del planeta (Patzelt,
2002).
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La presencia de los Andes como factor altitudinal, ha dado al territorio ecuatoriano una
fisonomia Unica existiendo diferentes climas y formas de vida; asi como también en las
profundidades de las cordilleras y que se extienden hacia el oriente y occidente existen
condiciones vegetativas Unicas, es por esto que el pais no es completamente tropical o
térrido a pesar de estar situado en la zona ecuatorial (Patzelt, 2002).

Con el devenir del tiempo el conocimiento del uso de plantas ha evolucionado y ha sido
transmitido durante generaciones en las poblaciones indigenas, mestizas vy
afroecuatorianas (Rios, et al., 2008). En la Enciclopedia de plantas utiles del Ecuador (De
la Torre, et al., 2008) se reportan 3118 especies pertenecientes a 206 familias de plantas
usadas con fines medicinales, el 75 % de especies medicinales son plantas nativas y el
5% son endémicas. Los usos medicinales de las plantas reportados en el pais son
numerosos, principalmente son utilizadas para aliviar diferentes sintomatologias como
dolores de cabeza, estbmago o musculos, fiebre, tos, hemorragias, ademas de otras
afecciones como heridas, contravenenos, infecciones, entre otros (De la Torre et al.,
2008).

1.6. La familia Chloranthaceae.

La familia Chloranthaceae estd constituida por hierbas, arbustos o arboles aromaticos
pequefios y cuenta con alrededor de 75 especies comprendidas en 4 géneros:
Chloranthus, Sarcandra, Ascarina y Hedyosmum, presentes en areas tropicales y
subtropical (Caoa, et al., 2008; Kirchner, et al., 2010).

Las especies de esta familia son ampliamente utilizadas en medicina popular como
antiespasmodica, antiséptica, medicamentos contra el cancer, alivio del dolor y para el

tratamiento de infecciones de la piel (Caoa et al., 2008)

1.6.1. El género Hedyosmum.

Las especies del género Hedyosmum son arboles o arbustos, rara vez plantas herbaceas,
fuertemente aromaticas, tienen hojas opuestas, venas pinnadas, son dentadas,
pecioladas y poseen numerosos caracteres taxonomicos. Son arboles dioicos, unos
arboles con flores masculinas y con flores femeninos. Los frutos son pequefios, carnosos
y de color blanco al madurar. Crecen en altitudes aproximadamente de 500 hasta 2800 m
s.n.m., su habitat es en las montafias encontrandose en regiones que estan bajo la
influencia frecuente de las nieblas o, en zonas mas secas. La infusion de las hojas de

varias especies de este género se consume en forma de té, o bien, como substituto de
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café. A algunas especies se les atribuyen propiedades medicinales contra variadas
afecciones (Todzia, 1988). Existes 16 especies de Hedyosmum que se reportan en el
Ecuador (Gulavisi, 2008).

El género Hedyosmum presentan un agradable aroma a acre que emanan las zonas
expuestas de la planta. El nombre Hedyosmum deriva del griego hedy (placentero) y
osmum (olor), refiriéndose a este olor el cual es asociado con la pimienta, el limoén y el
anis (Kubitzki, et al., 1993).

1.6.1.1. Hedyosmum racemosum.

Su nombre cientifico Hedyosmum racemosum su autor Ruiz & Pavon Don figura 3,
pertenece a la familia Choranthaceae, sus nombres comuines son Sacha guayusa,
Untuntup (shuar chicham), guayusa, guayusa de monte, jicamilla grande (castellano), es
una planta medicinal que trata los dolores estomacales, realizando infusiones de las
hojas, también es utilizada como material en la construccion, se distribuye en Cafiar,
Carchi, Loja, Morona-Santiago, Napo, Pastaza, Pichincha, Sucumbios, Zamora-Chinchipe
(Biocomercio andino, 2014)

Taxonomia de Hedyosmum racemosum

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales

Familia Chloranthaceae
Género Hedyosmum

Epiteto Especifico racemosum

Autor Epiteto Especifico (Ruiz & Pav.) G. Don
Determinador Todzia, Carol A.
Fecha determinacion 1986
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Figura 3: Hedyosmum racemosum con flores masculinas: a) ficha de herbario PPN-UTPL, b)
muestra recolectada

Fuente Chamba, F.
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2.1. Metodologia.
En la figura 4 se esquematiza el procedimiento de obtencion del aceite esencial de
Hedyosmum racemosum, los mismos que se especifica los pasos para determinar la

composicién quimica, actividad biolégica, actividad antioxidante y propiedades fisicas.

Hedyosmum racemosum

1. Recoleccién de la Se identifico la zona de
materia vegetal - recoleccion de la
muestra.
2. Extraccion del Mediante destilacion
aceite esencial por arrastre con vapor
de agua.
3. Composicion CG-EM y CG-FID.
> guimica
—> 4. Actividad biologica Microdilucion en caldo.
9 =2 CMI frente a bacterias y
a hongos.
5. Actividad icons
tioxidante -> espectrofo+tometr|cos.
an ABTS' DPPH

7

6. Propiedades fisicas 3 Densidad (Norma
—— AFNOR NF T 75-111)

indice refraccion
(Norma AFNOR NF T
75-112)

Figura 4. Esquema metodolégico.
Fuente: Chamba, F.
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2.1.1. Recoleccion del material vegetal.

Se recolecto el material vegetal en el sector “El Tiro” entre el limite de la provincia de Loja
y Zamora a 2762 m s.n.m. con coordenadas 955889N, 170706220E (Figura 5).

Area de estudio
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Figura 5. Area de recoleccion de la especie Hedyosmum racemosum en la provincia de Loja
Fuente: Chamba, F.

Las partes aéreas de H. racemosum se recolectaron en estado de floracién Figura 6, la
especie fue identificada por el Ing. Bolivar Merino® y una muestra botanica fue depositada
en el Herbario del Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja,
con voucher PPN-804.

! Investigador del Herbario de Loja perteneciente ala UTPL
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Figura 6. Hedyosmum racemosum con flores masculinas en el sitio de
recoleccion

Fuente: Chamba, F.

La recoleccién de la muestra vegetal se realizé en tres salidas de campo la primera se
realizd el 30 de octubre, la segunda el 14 noviembre, la tercera 30 noviembre,
posteriormente la muestra fue transportada a los laboratorios del Departamento de
Quimica de la UTPL para su tratamiento post cosecha el mismo que consistio en
seleccionar el material vegetal, eliminando cualquier impureza o partes deterioradas de la

planta con el fin de evitar contaminaciones.

2.1.2. Determinacion de la humedad relativa de la planta.

Se partié de las hojas de H. racemosum, las cuales se cortaron en pequefios pedazos con
el fin de obtener una muestra mas compacta y homogénea; posterior a ello se coloco
aproximadamente 1 g de la materia vegetal en cdpsulas de porcelana. Luego las capsulas
con el material vegetal fueron colocadas en la lampara ULTRA X por 45 minutos y
posteriormente fueron colocadas en el desecador por 5 minutos, se registré el peso y se
expuso nuevamente el materia vegetal a la lampara por 15 minutos con la finalidad de
eliminar el agua presente en la especie estudiada, este proceso se realiz6 de 3 a 4 veces

hasta que el peso se mantenga estable.

La determinacién de la humedad se realiz6 por triplicado en cada recoleccion con el
objetivo de obtener resultados confiables.

Una vez finalizado todo el procedimiento se realizd los célculos respectivos para

determinar la Humedad (Anexo I).
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2.1.3. Extraccion del aceite esencial.

Luego de haber realizado el tratamiento post cosecha se procedié a la obtencién del
aceite esencial por medio de la destilacion con arrastre de vapor, dicho proceso consistio
en separar los componentes insolubles en agua y ligeramente volatiles de otros no
volatiles que se encuentran en la mezcla, en este caso del aceite esencial mediante

vapor de agua seguida de la condensacion.

La extraccion del aceite se efectué en un destilador modelo clevenger figura 7 que consta
de un tanque de acero inoxidable en el que se colocé agua con el material vegetal
troceado sobre una placa perforada. Al tapar el tanque de extraccidon se colocaron las
mangueras de entrada y salida de agua del refrigerante asi como el sello de agua en los
bordes del destilador; el recipiente se expuso a una fuente de calor ubicada en la parte
inferior de tal forma que el vapor de agua generado circule a través de la material vegetal
y, al salir del cuello del cisne se enfrie en el condensador en donde pasa al estado liquido.
Este liquido es recibido en un florentino en el cual se produce la separacion de agua y
aceite por diferencia de densidades. Este proceso se realizé por triplicado es decir por

cada recoleccion, obteniéndose nueve muestras de aceite esencial.

salida de agua
fria

| e BN Ingreso de agua
o fria
ol

DESTILADOR .

B Salida de
Agus
gua N

caliente

X . El vapor pasa ’ s Y y

atraves del
materialy
arrastra el At

m——  Aceite Esencial

seve
cse?

ERS),

Figura 7. Proceso para extraer el aceite esencial de la materia vegetal
Fuente: (Arias, 2012).
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El aceite esencial fue recogido en una probeta para medir su volumen (Figura 8 a), para
luego ser envasado en recipientes de color dmbar con su respectivo codigo asignado.
Para cada aceite se hizo constar las iniciales de la especie vegetal, el nimero de
recoleccion, la fecha de recoleccion y el nimero de destilacion (Figura 8 b) Finalmente
las muestras fueron almacenadas en refrigeracion a -4°C, con el fin de mantener el aceite

en buenas condiciones.

(@) (b)

Figura 8. a) Recoleccién del aceite esencial. b) Frascos ambar con aceite esencial
previos a ser almacenados en refrigeracion.

Fuente: Chamba, F.

2.1.3.1. Determinacién del rendimiento.

El rendimiento del aceite esencial depende mucho del estado fenolégico y las
condiciones en la que la materia vegetal fue sometida a destilacion. Para determinar el
rendimiento se relaciond el volumen de aceite esencial obtenido en cada destilacion a

partir de la cantidad de materia vegetal utilizada (Anexo II).
2.1.4. Determinacion de las propiedades fisicas.

Las propiedades fisicas que se determinaron son densidad relativa segln la norma
AFNOR NFT75-111 y el indice de refraccién que se determind segun la norma AFNOR
NF 75-112 25.
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2.1.4.1. Densidad relativa.

La densidad se determind segun la norma AFNOR NFT75-111 (Anexo Ill), para este
andlisis se trabaj6 con las muestras obtenidas de la mezcla de los tres aceites por cada
recoleccién. Para los valores obtenidos se calculé la media, desviacion estandar vy

coeficiente de variacion.

Se utilizé un picnémetro de 2mL, una balanza y un termdémetro; el primer paso a seguir es
obtener el peso inicial del picnédmetro vacio, seguido se registra el peso del picnémetro
con agua Yy finalmente con el aceite esencial (Figura 9: a, b y c); en el Anexo Ill se
muestran la formula para determinar la densidad del aceite esencial.

Figura 9. Determinacién de la densidad: a) Picndmetro vacio b) Picnémetro con agua c)
Picndmetro con aceite

Fuente: Chamba, F.

2.1.4.2. indice de refraccion.

El indice de refraccion se determiné segun la norma AFNOR NF 75-112 25 (ISO
280:1998), en el cual se utilizd el refractometro ABBE, marca BOECO GERMANY,
disponible en el laboratorio de Ingeniera de Procesos. Para ello se coloco una gota de
aceite esencial y se procedio a la respectiva lectura

En el anexo IV se muestra la férmula para determinar el indice de refraccion. Se obtuvo
un valor promedio a partir de las muestras obtenidas de la mezcla de los tres aceites por

cada recoleccion Figura 10.
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Figura 10. Lectura del indice de refraccion.

Fuente: Chamba, F.

2.1.5. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial.

La identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de Hedyosmum
racemosum se realizé mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masa CG-EM y acoplada a un detector de ionizacién de llama CG-FID, dichas corridas
cromatograficas se hicieron en dos columnas, una no polar DB-5ms y una polar HP-
INNOWAX, con el fin de llevar a cabo el analisis cualitativo y cuantitativo
respectivamente. En la figura 11, se detalla en un esquema la secuencia de las corridas
cromatograficas para la obtencion de los diferentes cromatogramas e identificacion

guimica del aceite esencial de la materia vegetal.
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CROMATOGRAFIA

\ 4

10 uL Aceite esencial + 990uL

Diclorometano

Y

Corrida cromatogréfica
de las 9 muestras de

aceites esenciales de H.

racemosum Yy de
hidrocarburos en CG-
EM en columna DB-
5ms

Corrida cromatogréfica
de las 9 muestras de
aceites esenciales de H.
racemosum y de
hidrocarburos en CG-
EM en columna HP-
INNOWAX

Obtencién
cromatogramas

de los

Determinacion de los
indices de Kovats

Identificacion cualitativa
y cuantitativa de los
compuestos

especie vegetal

de la

2.1.5.1. Cromatografia de gases.

2.1.5.1.1. Preparacion de la muestra.
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Figura 11. Esquema de las corridas cromatograficas para la obtencion del aceite esencial
Fuente: Chamba, F.
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deshidratar las muestras que puedan contener remanentes de agua que posiblemente se
quedaron al momento de recolectar los aceite en los recipientes de color ambar, todo esto
con la finalidad de evitar cualquier tipo de obstruccion en la columna. Para ello se utilizé
sulfato de sodio anhidro (Na,SO,4) en cantidades equivalentes al agua introducida, este
fue colocado en los frascos que contenian el aceite esencial, se dejé reposar por 30
minutos y se transvaso a nuevos recipientes para llevar seguidamente al cromatografo de

gases.

Luego de ser extraida el agua se coloco 10 pL del aceite esencial de H. racemosum y 990
uL de diclorometano grado HPLC, obteniendo 9 disoluciones a una concentracion del 1%,
al mismo tiempo se procedié a rotular cada uno de los viales que contenian los aceites
con la finalidad de evitar errores en las corridas cromatograficas. Ademas se realizé la
inyeccion de hidrocarburos (C;odecano a Cys-pentacosano) comercialmente conocidos
como TPH-6RPM de CHEM SERVICE, los Hidrocarburos fueron inyectados tanto en la
columna DB-5ms como en HP-INOWAX. El tiempo de retencion de los hidrocarburos nos
sirven como base en la determinacion de los indices de Kovats los mismos que son
indispensables para la identificacion de los compuestos quimicos, los hidrocarburos

fueron inyectados bajo los mismos pardmetros que los aceites.

2.1.5.1.2. Corrida cromatografica en la columna DB-bms acoplada a

espectrometria de masas.

Las condiciones utilizadas para realizar correctamente la cromatografia son las que se

exponen en la figura 12.

Los hidrocarburos y todas las muestras de aceite esencial de Hedyosmum racemosum

fueron tratadas siguiendo los mismaos parametros anteriormente mencionados.
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Condiciones de trabajo ]
A
4 Sistema de inyeccion

* Modo: split
* Radio de particién: 50:1
* Temperatura inicial: 250°C

\_ * Gas utilizado: Helio

Horno

Programacion de temperatura
* Temperatura Inicial: 50°C
* Tiempo inicial: 3 minutos
* Rampa: 2,50°C/min
* Temperatura final: 220°C
e Columna N\
* DB-5MS
* Temperatura maxima: 360°C
* Modo: Flujo constante
* Flujo inicial: 0,9mL/min.
* Presion inicial nominal: 5,50 psi
* Velocidad promedio: 35 cm/seg.

\ * Presion de salida: vacio /

Detector

* Temperatura: 250°C
* Gas utilizado: Nitrégeno

Inyector
*Volumen de inyeccién: 1 pL

Figura 12. Condiciones operacionales de la corrida
cromatografica en la columna no polar DB-5ms
Fuente: Chamba, F.

2.1.5.1.3. Corrida cromatogréafica en la columna HP-INNOWAX acoplada a
espectrometria de masas.

En la figura 13, se muestran los parametros operacionales bajo los cuales se inyectaron

las muestras y los hidrocarburos en la columna polar HP-INNOWAX.
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Condiciones de trabajo

\r

Sistema de inyeccién
* Modo: split
* Radio de particién: 50:1
* Temperatura inicial: 250°C
* Gas utilizado: Helio

Horno

Programacién de temperatura
* Temperatura Inicial: 50°C
* Tiempo inicial: 3 minutos

* Rampa: 2,50°C/min
* Temperatura final: 220°C

Columna

* HP-INNOWAX
* Temperatura maxima: 270°C
* Modo: Flujo constante
* Flujo inicial: 0,9 mL/min.
* Presion inicial nominal: 6,49 psi
* Velocidad promedio: 35 cm/seg.
* Presion de salida: vacio

/

Detector

* Temperatura: 250°C
* Gas utilizado: Nitrégeno

Inyector
* Volumen de inyeccion: 1 pL

Figura 13. Condiciones operacionales de la corrida cromatogréafica

en la columna polar HP-INNOWAX.
Fuente: Chamba, F.

complementd utilizando el detector de ionizacién de llama (FID).
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2.1.5.1.4. Corrida cromatogréfica en la columna DB-5ms acoplada al detector
de ionizacion en llama (FID).

El andlisis de la composicion quimica del aceite esencial de H. racemosum se



En la corrida cromatogréfica se inyecto los hidrocarburos y las nueve muestras del aceite
esencial de H. racemosum. Las condiciones en las que se inyectaron las muestras y los

hidrocarburos se exponen en la figura 14.

Condiciones de trabajo ]

\
4 Sistema de inyeccion
* Modo: split
* Radio de particion: 50:1
* Temperatura inicial: 250°C
* Gas utilizado: Helio
o

Horno

Programacién de temperatura
* Temperatura Inicial: 50°C
* Tiempo inicial: 3 minutos

* Rampa: 2,50°C/min
* Temperatura final: 210°C

/ Columna \

* DB-5MS
* Temperatura maxima: 350°C
* Modo: Flujo constante
* Flujo inicial: 0,9 mL/min.
* Presion inicial nominal: 10,82 psi
* Velocidad promedio: 23 cm/seg.

k * Presion de salida; Ambiente /

Detector

* Temperatura: 250°C
* Gas utilizado: Nitrégeno

Inyector
*Volumen de inyeccién: 1 pL

Figura 14. Parametros operacionales de la corrida cromatogréfica
en la columna no polar DB-5ms acoplada a un detector de
ionizacién de llama (FID)

Fuente: Chamba, F.

33



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

En la figura 15, se expone los pardmetros bajo los cuales fueron inyectados los

hidrocarburos y las 9 muestras de aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

s

Condiciones de trabajo

]

>

Sistema de inyeccion
* Modo: split
* Radio de particiéon: 50:1
* Temperatura inicial: 250°C
* Gas utilizado: Helio

Horno

Programacién de temperatura
* Temperatura Inicial: 50°C
* Tiempo inicial: 3 minutos

* Rampa: 2,50°C/min
* Temperatura final: 210°C

Columna

HP-INNOWAX
* Temperatura maxima: 270°C
* Modo: Flujo constante
* Flujo inicial: 0,9 mL/min.
* Presion inicial nominal: 11,37 psi
* Velocidad promedio: 24 cm/seg.
* Presion de salida: Ambiente

Detector

* Temperatura: 250°C
* Gas utilizado: Nitrégeno

Inyector
* Volumen de inyeccién: 1 pL

Figura 15. Parametros operacionales de la corrida cromatogréfica
en la columna polar HP- INNOWAX acoplada a un detector de
ionizacién de llama (FID)
Fuente: Chamba, F.
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2.1.5.1.6. Identificacién de los compuestos quimicos

Para que la identificacibn sea mas precisa y confiable se procedi6 a integrar, lo cual nos
permite tener una determinada cantidad de compuestos en cada una de las muestras a
analizar, esto se realiz6 a través del sistema de integracion propio del software del

equipo para luego trabajar con los picos integrados.

Obtenido los cromatogramas se procedié a calcular los indices de Kovats (IK) de los picos
integrados, para ello se compar6 el tiempo retencién de los hidrocarburos con el tiempo

de retencién de los componentes del aceite esencial aplicando la siguiente formula:

tpgy — t
IK = 100n + 100 + > __Rn

trN — tRn

Dénde:

IK: indice de retencién de Kovats:

n: Numero de a&tomos de carbono en el n-alcano;

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

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

La identificacion de los compuestos se llevo a cabo en base a los indices de Kovats (IK)
determinados experimentalmente en las corridas cromatograficas tanto en la columna
polar como en la apolar, valores que se compararon con los reportados por Adams

(Adams, 2009), bases de datos electrénicas como Nist (National Institute of Standards

and Technology) y en articulos de revistas como Flavour and Fragrance; de modo que la

diferencia entre el IK calculado y el leido debe ser menor a 20 unidades. Ademas se tomo
en cuenta parametros como el nimero de CAS que presenta cada compuesto de tal
modo que facilite la busqueda y la identificacion de los IK de los constituyentes quimicos

del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.
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2.1.6. Determinacion de la actividad biolégica del aceite esencial de
Hedyosmum racemosum.
La actividad biol6gica de los aceites fue evaluada frente a cepas bacterianas y flungicas
mediante el método de microdilucién en caldo. Este analisis se baso6 en la inhibicién del
crecimiento de microorganismos, mediante diluciones a diferentes concentraciones,
reportandose finalmente la Concentracion minima inhibitoria (CMI), del aceite esencial de

H. racemosum.

2.1.6.1. Cepas bacterianas y fungicas.

Para evaluar la actividad biol6gica se utilizaron 9 microorganismos patdgenos; siete son
cepas bacterianas y dos son cepas flngicas. Las cepas utilizadas en esta prueba fueron
de American Type Culture Collection (ATCC), son de referencia internacional y forman
parte de una bateria minima de cepas que se emplean para este tipo de estudio
(Martinez, et al., 1997).

En la tabla 1 se detallan los microorganismos de prueba. Se emplearon estos
microorganismos debido a que tienen un gran impacto en la salud en el ser humano es

decir son causantes de una gran mayoria de enfermedades.
Tabla 1. Microorganismo de prueba.

MICROORGANISMOS PATOGENOS
CEPAS BACTERIANAS CEPAS FUNGICAS
Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram-positivas Hongos esporulados

e Pseudomonas

aeruginosa ATCC e Staphylococcus e Trichophyton
27853 aureus ATCC 25923 mentagrophytes
e Klebsiella e Enterococcus faecalis ATCC 28185
pneumoniae ATCC ATCC 29212 e Trichophyton
9997 rubrum ATCC
e Escherichia coli 28188
ATCC 25922

e Proteus vulgaris
ATCC 8427

e Salmonella
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typhimurium LT2

Fuente: American Type Culture Collection

2.1.6.2. Actividad Antibacteriana.

La actividad antibacteriana del aceite esencial de Hedyosmum racemosum, se determiné
utilizando el método de microdilucion en caldo reportando los resultados como la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI); que se define como la concentracion mas baja
que puede tener un antimicrobiano para inhibir el crecimiento de un microorganismo

después de su incubacion (Andrews, 2001).

2.1.6.2.1. Método de microdilucién en caldo.

El procedimiento de microdilucion en caldo, es un método que posee la ventaja de que se
utilizan volimenes minimos de la muestra a analizar. Se utiliza una placa que contiene 96
pocillos, en los cuales se realizan diluciones seriadas. Previamente se debe preparar las

muestras a utilizar.

2.1.6.2.2. Preparacioén de la muestra.

La muestra de aceite esencial que se va a emplear en este ensayo, debe estar diluida.
Con fines de bioprospeccién se emplea una solucion 20 pL del aceite esencial de
Hedyosmum racemosum en 980 uL de Dimetil sulféxido Figura 16.

Figura 16. Dilucion de aceite esencial y solvente.
Fuente: Chamba, F.
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2.1.6.2.3. Preparacion del cultivo microbiano “Cultivo overnight”

Previo a la preparacion del indculo bacteriano, se prepararon los caldos de cultivo
especificos para cada cepa bacteriana Figura 17. Para la siembra en el caldo de cultivo
especifico, se utilizaron 30 pL de cada cepa bacteriana, almacenadas en una reserva
criogénica a -80°C. Luego de realizar la siembra de cada cepa se procedié a incubar los

medios por 14 horas a 16°C, por esta razon el cultivo se denomina overnight.

Figura 17. Caldos de cultivos para las diferentes cepas bacterianas.

Fuente: Chamba, F.

Las condiciones necesarias y los medios de cultivo para el crecimiento de cada bacteria

se detallan en la tabla 2

Tabla 2. Medios de cultivo y condiciones de incubacion necesarias para las bacterias.

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

Cepa bacteriana Condiciones de incubacién Medio de cultivo
Pseudomonas aeruginosa Temperatura: 37°C Caldo triptisoya
ATCC 27853 Tiempo: 14- 16 horas
Klebsiella pneumoniae Temperatura: 37°C Caldo triptisoya
ATCC 9997 Tiempo: 14- 16 horas
Proteus vulgaris ATCC Temperatura: 37°C Caldo Muller Hinton
8427 Tiempo: 14- 16 horas
Escherichia coli ATCC Temperatura: 37°C Caldo triptisoya
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25922 Tiempo: 14- 16 horas

Salmonella typhimurium Temperatura: 37°C Caldo Nutritivo Oxoid

LT2 Tiempo: 14- 16 horas

Enterococcus faecalis Temperatura: 37°C Caldo infusibn  cerebro-
ATCC 29212 Tiempo: 14- 16 horas corazon

Staphylococcus aureus Temperatura: 37°C Caldo triptisoya

ATCC 25923 Tiempo: 14- 16 horas

Fuente: American Type Culture Collection.
2.1.6.2.4. Preparacioén de la suspensién del in6culo bacteriano.

Del cultivo overnight incubado la noche anterior se tomaron 150 a 300 pL a un tubo que
contenia 7 mL de suero fisiol6gico estéril ajustando el inéculo a una concentracion

equivalente a 0,5 en la escala de MacFarland.

De la suspensién anterior se tomaron 140 pL y se inocul6é en un vial 6,86 mL de Caldo
Mueller Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10°® UFC/mL. De esta solucién
final se transfirieron 100 yL a la placa de cultivo para completar un volumen final de 200

uL, de forma que en cada pocillo la concentracion final fue de 5x10° UFC/mL.

2.1.6.2.5. Concentracién minima inhibitoria antibacteriana (CMI).

La prueba se realiz6 en placas esterilizadas de 96 pocillos, mediante diluciones dobles
seriadas; del caldo Mueller Hinton se transfirieron 180 uL a cada pocillo de la primera fila
de la placa, en los pocillos restantes se colocaron 100 pyL del mismo caldo. A continuacién
se colocaron 20 pyL de la dilucién de aceite esencial mas Dimetil sulféxido solo a los
pocillos de la primera fila de la placa; excepto a los tres Gltimos pocillos los cuales van a
contener: el primero, 200 pL de caldo Mueller Hinton como control de esterilidad, el
segundo, un control negativo con 180 pL de caldo Muller Hinton + 20 pL de DMSO vy
finalmente en el tercero un control positivo, que es una mezcla de 180 pL de caldo Muller
Hinton + 20 pL de Gentamicina de 1 mg/mL para todas las bacterias, excepto para E.
faecalis y S. tiphymurium que se utilizé Gentamicina de 3 mg/mL (Ramirez & Castafio,
2009).
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Para que el medio y la solucién de aceite se homogenicen correctamente, se pipeted de
15 a 20 veces la solucion de todos los pocillos de la primera fila y se tomaron 100 pL de la
solucion homogenizada, luego se diluyd con 100 uL del pocillo siguiente y se continu6
este procedimiento hasta obtener 8 diluciones consecutivas; en la Gltima fila de la placa se
desechan los 100 pL sobrantes, asi la concentracion final de cada solucién de medio y
aceite contenida en cada uno de los pocillos de la placa fue de 1000 a 7,81 pg/mL Figura
18. El mismo procedimiento fue aplicado con el control positivo, negativo y el control de

esterilidad.
ACEITE

b | 2 3 -3 S5 ] r B £= ] 140 11 12
1000ugiml A DODOOOOOOOO OO
500ug/mL BEOQOOOOOOOOOO © O
250ug/mL c OOOOOOOOOO OO
125ug/mlL D OQOOOOOOOOOOC © O
62.5ug/ml. EQOOOOOOOOCO OO
31.25ug/mlL F OOOOOOOOOO © O
15.62ug/mL c OO0 OOOOOOOO © O
7.81ugml. YEH OO O OO OO0 O© O

O Control de esterilidad

@ Control negativo (DMMSO)

@ Control Positivo (Gentamicina)

Figura 18. Modelo de Microplaca TC96 para bacterias con las concentraciones del aceite (ug/mL).

Fuente: Chamba, F.

Finalmente, ya preparada la placa de microdilucion se procede a inocular todos los
pocillos (excepto el pocillo que contiene el control de esterilidad) con 100 pL de la
suspension con el inéculo bacteriano. Completando asi un volumen final de 200 uL con
una poblacion bacteriana de 5 x 10° UFC/mL, para el control de esterilidad se completo el
volumen final con 100 pL de caldo Muller Hinton. Al concluir con la inoculacién las placas

de microdilucion se sellan con parafilm y se incuban a 37°C de 24 horas Figura 19.
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Figura 19. Placas de microdilucion selladas con parafiim previas a la incubacion.
Fuente: Chamba, F.
2.1.6.3. Actividad antifungica.

Basicamente el procedimiento es el mismo que se utilizé6 en la Concentracion minima
inhibitoria antibacteriana, con unas leves variaciones que se describen en los siguientes

ftems.

2.1.6.3.1. Preparacion de la muestra.

Se prepard una solucion de aceite diluido, tomando 980 uL de Dimetil sulféxido y 20 pL

del aceite esencial de Hedyosmum racemosum Figura 20.

Figura 20. Muestras de aceite diluido con Dimetil sulféxido.

Fuente: Chamba, F.
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2.1.6.3.2. Preparacion de la suspension de los in6culos fungicos.

La suspensién de los microorganismos fungicos se realizé a partir de cepas almacenadas
en reservas criogénicas que se mantienen a una temperatura de -80°C. Se transfirieron
de las reservas fungicas 14 pL a un tubo estéril con 7 mL de Caldo Sabouraud, de esta
suspension se tomaron 100 L para completar un volumen final de 200 uL en la placa de

cultivo con una concentracion de 5 x 10* esporas/mL.

Las condiciones minimas necesarias para el crecimiento fingico se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Medio de cultivo y condiciones de incubacion necesarias para cada hongo.
Medio de cultivo y condiciones de incubacién necesarias para cada hongo.
Hongo Condiciones Medio de cultivo

Trichophyton  mentagrophytes | Temperatura: 28°C
ATCC 28185 Tiempo de incubaciéon: 72— 96 | Caldo Sabouraud
Trichophytn rubrum ATCC 28188 | horas.

Fuente: American Type Culture Collection. (ATCC)

2.1.6.3.3. Procedimiento.

Se emple6 el mismo procedimiento de dilucidon seriada utilizado para las bacterias,
diferenciandose en la concentracion final del inéculo; en hongos esporulados es de 5x10*
esporas/mL y los controles; el positivo que es una solucién de 180 pL de caldo Sabouraud
mas 20 pL de Itraconazol de 1 mg/mL el control negativo que consta de 180 pL de caldo
Sabouraud + 20 pL de DMSO vy finalmente Control de esterilidad, que contiene 180 pL de
caldo Sabouraud + 20 pL de aceite diluido. Cuando las placas de microdiluciéon estan

inoculadas totalmente, se sellan las cajas con parafilm y se incuban a 28°C por 96 horas.

2.1.6.3.4. Lectura de las placas de concentracion minima inhibitoria (CMI)

antibacteriana y antifingica e interpretacion de los resultados.

Una vez retiradas las placas de microdilucion de la incubadora, se observa

minuciosamente cada caja utilizando luz reflejada; se comienza examinando el control de
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esterilidad para descartar cualquier tipo de contaminacion, ya que al existir contaminacion

la prueba no puede ser interpretada y debe ser repetida.

Por otro lado el control negativo nos indica que si habido un crecimiento adecuado, ya sea
de las bacterias o los hongos en la placa de microdilucién. El crecimiento en este pocillo

se nota como turbidez o un pellet de didmetro mayor a 2 mm.

Finalmente en el control positivo no se debe evidenciar ningun rastro de crecimiento, por
el contrario debe estar claro y sin turbidez. Para determinar en qué punto se encuentra la
concentracion minima inhibitoria de una muestra, es decir la concentracidbn mas baja a la
que puede actuar el aceite como antimicrobiano, se debe leer el pocillo en el cual se

distinga turbidez del medio. Es un proceso manual sin ayuda de ningln aparato optico.

2.1.7 Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de

Hedyosmum racemosum.

La actividad antioxidante del aceite esencial de Hedyosmum racemosum, se evalud
mediante dos métodos espectrofotométricos; los métodos empleados son ABTS® Arnao,
et al. (2001) y DPPH Brand-Williams, et al. (1995) para cada uno de ellos se realizaron
modificaciones en el procedimiento relacionadas a las concentraciones de las muestras y
el empleo de dos estandares de referencia “Trolox y Butilhidroxitolueno (BHT)” con la
finalidad de comparar la actividad antioxidante de las muestras frente a ellos. La actividad
antioxidante se determiné segun la variacion de la absorbancia de los reactivos ABTS y
DPPH en la presencia del aceite a diferentes concentraciones, entre 1 y 0,005 mg/mL
para ello se utilizé6 un espectrofotémetro Genesys 10 UV-VIS Scaning 333907 figura 21
Las longitudes de onda empleadas en cada método fueron 734 nm y 515 nm

respectivamente.
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Figura 21. Espectrofotometro Genesys 10 UV-VIS Scaning 333907

Fuente: Chamba, F.

2.1.7.1. Preparacién de las muestra del aceite esencial Hedyosmum
racemosum

A partir del aceite esencial obtenido anteriormente por arrastre de vapor se prepard una
soluciéon de 1mg/mL en metanol, seguidamente se procedié a realizar diluciones del

aceite esencial, hasta llegar a una concentracién minima final de 0,005 mg/mL.

Los volimenes respectivos de cada diluciéon fueron los necesarios para analizar cada
muestra por triplicado. En la tabla 4, se explica como se realiz6 cada dilucion, cabe

destacar que el volumen final de cada dilucién es de 5000 pL.
Tabla 4. Volumen necesario para cada dilucién en aceite.

Volumen necesario para cada dilucion.

Concentracion Volumen de cada dilucion
Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 pL MeOH + 5 mg de aceite esencial
Concentracion 2 (500 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 1
Concentracion 3 (100 ppm) 4000 pL MeOH + 1000 pL de concentracion 2
Concentracion 4 (50 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (25 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (12,5 ppm) 2500 puL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
Concentracion 7 (5 ppm) 3000 pL MeOH + 2000 pL de concentracion 6
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Concentracion 8 (0 ppm) 5000 pL MeOH

Fuente: Chamba, F.

2.1.7.2. Método ABTS".

Se empled la técnica desarrollada por Arnao et al. (2001) con modificaciones descritas por
Thaipong, et al. (2006) .El método se basa en la capacidad de diferentes compuestos
para atrapar el radical cation ABTS". Con este método se puede medir la actividad de
compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica (Kuskoski, et al., 2005) El método ABTS+
[&cido 2,2-anizobis-(3-etilbenzotiozalin-6 sulfénico], consiste en formar un radical catiénico
ABTS+ (verde- azulada) basandose en la accién oxidativa de peroxidasas u oxidasas
sobre ABTS+ (Barrero. et al., 2004). El radical ABTS+ presenta una absorbancia a una
longitud de onda de 734 nm.

2.1.7.2.1. Solucién patrén y de trabajo de ABTS".

Para realizar la solucion patron se pesaron 40,6 mg de ABTS" y 7,028mg de persulfato
de potasio (K,S,0g), luego se aford cada uno de los reactivos a 10 mL con agua destilada.

Estos dos reactivos se mezclaron y se dejé reposar por 12 horas protegidos de la luz.

Transcurridas las 12 horas de reposo, posteriormente se tomo6 de esta solucién una
alicuota de 1mL afadida a 60mL de metanol hasta obtener una absorbancia de 1,1 + 0,02
a 734nm. Si la lectura de la absorbancia es menor al resultado que se desea obtener se
debe ir afladiendo mas solucion de trabajo, si por el contrario la lectura de la absorbancia
es mayor a la esperada se debe afiadir metanol. Previo a lectura de la absorbancia de la

solucién de trabajo se procedié a encerar el equipo con metanol.

2.1.7.2.2. Estandar Trolox y BHT para ABTS".

Para realizar la solucién estandar se utiliz6 Trolox o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromén-2-carboxilico y el hidrotolueno butilado (BHT), los cuales son los patrones de
referencia utilizados para expresar la actividad antioxidante del aceite esencial como

TEAC que es la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (Conde. et al., 2012)

Se pesé 25 mg de Trolox y 22 mg de BHT se aforé a 100 mL de metanol. En la tabla 5,
se explica como se realizd cada dilucion, cabe destacar que el volumen final de cada una

fue de 5000 pL. Se tomd 150 uL de cada alicuota y 2850 uL de la solucion de trabajo

45



dejandolo reaccionar durante 2 horas en la oscuridad, transcurrido ese tiempo se
procedio a leer la absorbancia a 734 nm. Este procedimiento se realizo por triplicado para
cada concentracion de Trolox y BHT.

Tabla 5. Volumen necesario para cada dilucién en Trolox y BHT.

Volumen necesario para cada dilucion Trolox y BHT
Concentracion Volumen de cada dilucion

Concentracion 1 (1000 uM) 5000 pL Trolox/BHT
Concentracion 2 (800 uM) 1000 pL MeOH + 4000 pL de concentracion 1
Concentracion 3 (600 uM) 1250 pL MeOH + 3750 uL de concentracion 2
Concentracion 4 (450 uM) 1250 pL MeOH + 3750 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (300 uM) 1670 pL MeOH + 3330 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (150 uM) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
Concentracion 7 (25 uM) 4170 pyL MeOH + 830 pL de concentracion 6
Concentracion 8 (0 uM) 5000 pL MeOH

Fuente: Chamba, F.

2.1.7.2.3. Lectura de las muestras diluidas del aceite esencial.

Para determinar si el aceite esencial de Hedyosmum racemosum posee capacidad
antioxidante, se debe evaluar cada muestra con suma precision, tanto para cada dilucién

gue se realiz6 anteriormente del aceite esencial como para cada alicuota de Trolox y BHT

De cada una de las soluciones preparadas anteriormente se tomé 150 uL y se llevo a
tubos de ensayo rotulados previamente, donde se le adicioné 2850 uL de la solucién
ABTS" dando un volumen de 3 mL, se dej6 reposar por dos horas en obscuridad y se
midi6 la absorbancia a 734 nm. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada

concentracion de aceite esencial Figura 22.
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Figura 22. Muestras del aceite Hedyosmum racemosum, analizadas mediante
método ABTS".

Fuente: Chamba, F.

2.1.7.3. Método DPPH.

Se realiz6 en base a la técnica desarrollada y descrita por Brand-Williams et al. (1995),
con modificaciones de Thaipong et al.(2006). El método de DPPH es considerado como
un método répido, simple, preciso, economico, util para medir la capacidad antioxidante
de diferentes compuestos por la habilidad para atrapar el radical libre (Marinova &
Batchvarov, 2011). La decoloracion del radical se determina a 515 nm vy la cuantificacion
se realizé, empleando soluciones patron de Trolox y BHT.

2.1.7.3.1. Solucién patrén y de trabajo para DPPH.

La solucién patrén se realiz6 pesando 24 mg de reactivo de DPPH y se afor6 a 100 mL
de metanol la misma fue almacenada a -4°C hasta su uso, de esta solucion se tomé 10
mL y se adicion6 45 mL de metanol obteniéndose la solucion de trabajo; se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 515 nm ajustando hasta obtener una lectura de
1,1 £ 0,02. Si la lectura de la absorbancia es mayor se ajusta afiadiendo metanol y si por

el contrario es menor se ajusta afiadiendo mas solucién de trabajo.
2.1.7.3.2. Estandar Trolox y BHT para DPPH.

Como ya se mencioné previamente Trolox y BHT fueron utilizados como el estandar de
referencia para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial para ambos

métodos.
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2.1.7.3.3. Lectura de muestras diluidas del aceite esencial.

Al igual que al realizar la parte experimental del método de ABTS", en este método
también se utilizé las mismas soluciones del aceite esencial de Hedyosmum racemosum
diluidas a diferentes concentraciones tabla 4 y las diferentes concentraciones de los
estandares Trolox y BHT tabla 5.

Cabe destacar que la parte experimental se realizd por triplicado de cada muestra diluida.
De cada muestra se transfirio 150 pL a un vial color &mbar ya que debe estar protegido de
la luz. Este vial contiene también 2850 pL de la solucion de trabajo de DPPH. El volumen
final de cada vial debe ser de 3 mL, estos viales se dejan reposar por 24 horas en la

oscuridad y posteriormente se lee la absorbancia de cada muestra a 515 nm Figura 23.
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Figura 23. Muestras del aceite Hedyosmum racemosum,
analizadas mediante el método DPPH
Fuente: Chamba, F.

2.1.7.4. Andlisis de los datos obtenidos mediante ABTS+y DPPH",

Las absorbancias determinadas mediante el método ABTS* y DPPH, de cada muestra de
aceite esencial evaluada a diferentes concentraciones, permiten calcular el porcentaje de

inhibicion (% Inh) empleando la formula de la figura 24.
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% Dis. = {(Abs-blanco_ Abs-muestra) " 100}
. Abs-blanco

Figura 24. Férmula utilizada para calcular porcentaje de inhibicién.
Fuente: (Conde. et al., 2012).

Abs. blanco= absorcién de solucién de trabajo

Abs. muestra= absorcién de la muestra de la respectiva solucion

Con los valores obtenidos de % Inh, se calcula el valor de la concentracion media
inhibitoria (CIs,) de la muestra. El Cl5, de cada aceite se determiné realizando una gréfica
de concentracién (ppm) vs. Porcentaje de inhibicién (% Inh), obteniendo asi, una ecuacién
para la curva y calculando luego la concentracién para la cual el porcentaje de inhibicion
es del 50%. Para obtener la ecuacion necesaria para calcular Clg,, se utilizé el programa

OriginPro version 8E.

En ambos métodos (ABTS' y DPPH) se utiliz6 como estandar el Trolox y BHT, cuya

capacidad antioxidante se evalué en las mismas condiciones de trabajo de las muestras.
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3.1. Humedad relativa de Hedyosmum racemosum.

El porcentaje de humedad de la materia vegetal se expone en la tabla 6. En dicha tabla se
presenta el valor de la media de cada uno de los porcentajes de humedad del material
vegetal por recoleccién con su respectiva desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Tabla 6. Porcentaje de Humedad de la materia vegetal.

HUMEDAD
Recoleccién H(%) X c CcvVv
HRM1 60,55
HRM2 61,56 61,02 0,51 0,01
HRM3 60,94

HRM: Hedyosmun racemosun macho: HRM1 Primera recoleccion;
HRM2:Segunda recoleccién; HRM 3 Tercera Recoleccion.

H(%): Humedad promedio por cada recolecién; X: promedio de
todas las recolecciones; ©: Desviacion estandar; CV: Coeficiente

de variacion.

Fuente: Chamba, F.

La materia vegetal recolectada tuvo una humedad promedio de 61,02%, sin embargo se
puede apreciar que en la segunda recoleccién hay una pequefia variacion en la humedad
de la materia vegetal. La variabilidad de este resultado se puede atribuir a las condiciones
climaticas y el desarrollo de la planta al momento de la recoleccion (Margulis & Sagan,
2012).

Es importante destacar que factores ambientales como la humedad atmosférica alteran la

capacidad de las plantas para controlar la pérdida de agua (Sciences & eLibraryPRO.).

3.2. Rendimiento de Hedyosmum racemosum.

El rendimiento se determind estableciendo una relacién entre el peso de la materia

vegetal recolectada y el volumen de aceite esencial obtenido.

En la tabla 7 se detalla el rendimiento obtenido por cada destilacion, asi como su valor

medio, desviacién estandar y coeficiente de variacion.
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Tabla 7. Rendimiento en %(v/p) del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

RENDIMIENTO
Recoleccién R(%) X c cv
HRM1 0,29
HRM2 0,36 0,30 0,05 0,17
HRM3 0,26

HRM: Hedyosmun racemosun Macho: HRM1 Primera recoleccion;
HRM2:Segunda recoleccion; HRM 3 Tercera Recoleccion.

R(%): Porcentaje de rendimiento de cada recolecion; X: promedio de todas las
recolecciones; ©: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.

Fuente: Chamba, F.

De los porcentajes de rendimiento expuestos en la tabla anterior, el rendimiento mas alto
0,36% se obtuvo a partir de 2,33 kg de materia vegetal con un volumen de 8,43 mL de
aceite esencial, el rendimiento mas bajo obtenido fue de 0,26% a partir de 1,66 Kg con
4,33 mL de aceite. Cabe mencionar que existen factores que influyen en el rendimiento
del aceite esencial tales como el estado fenolégico de la planta, las condiciones en las se
realizd la destilacion como por ejemplo la cantidad de materia vegetal, cantidad de agua,

temperatura y presiéon (Sandoval, 1999).

Correa (2014) determiné que el rendimiento de Hedyosmum racemosum con flores
femeninas obtuvo un promedio de 0,24% de los cuales el redimiento mas alto fue 0,26%
se obtuvo a partir de 2 kg de materia vegetal con un volumen de 6 mL de aceite esencial,

el rendimiento mas bajo obtenido fue de 0,20% a partir de 1,9 Kg con 4 mL de aceite.

Asi mismo, segun la categorizacion propuesta por el organismo de Ciencia y Tecnologia
para el Desarrollo CYTED (2011), el valor de rendimiento de hedyosmum racemosum es
de 8,43 ml en 2,33 kg que se considera bajo, dado que valores menores a 5mL/kg los
considera bajos, valores entre 5 mL/kg y 10 mL/kg intermedios, y valores superiores a 10
mL/kg altos. Esta informacion es particularmente utilizada como un criterio mas para la
seleccién de especies aromaticas potencialmente comercializables. Sin embargo, la
misma debe analizarse en conjunto con otras caracteristicas del aceite esencial, como la

originalidad del aroma, composicion quimica y efectos farmacolégicos (Bandoni, 2002).
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3.3. Propiedades fisicas.

Existen diversas propiedades fisicas que van a caracterizar al aceite esencial, entre ellas
tenemos densidad relativa e indice de refraccion.
Cabe destacar que el aceite esencial de H. racemosum es un liquido viscoso translicido

que presenta un olor citrico-dulce.

3.3.1 Densidad relativa.

La densidad relativa determinada por medio del método del picnometro por diferencias de
pesos.

La tabla 8 muestra la densidad promedio de las tres destilaciones que se realizaron por
cada recoleccion. El aceite esencial de mayor densidad fue 0,9012 g/cm?, y el de menor
de 0,8913 g/cm®. La densidad promedio del aceite esencial obtenida de las tres

recolecciones es de 0,8978 g/cm3.

Tabla 8. Densidad media del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

DENSIDAD
Recoleccién Densidad (g/cm?) X (glem?®)
HRH1 0,8913
HRH2 0,9012 0,8978
HRH3 0,9008

HRH: Hedyosmun racemosun Macho: HRH1 Primera recoleccion;
HRH2:Segunda Recoleccion; HRH 3 Tercera Recoleccion;
X: promedio de todas las recolecciones.

Fuente: Chamba, F.

Como se puede observar en la tabla 8, la densidad del aceite esencial de Hedyosmum
raremosum a 20°C es menor a la del agua, como es de esperarse para la mayoria de
aceites esenciales de plantas y especies, ya que estan compuestos fundamentalmente
por terpenos y derivados, compuestos organicos con atomos ligeros (C, H, O) formando

cadenas y anillos (A. Pino, et al., 1996).

Hedyosmum racemosum con flores femeninas mostré un promedio de densidad de
0,9038 g/cm®. El aceite esencial de mayor densidad fue 0,9074 g/cm?®, y el de menor de
0,8984 g/cm® (Correa, 2014).
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3.3.2. indice de refraccion.

Los indices de refraccion se detallan en la tabla 9, estos valores corresponden a la media
de las tres destilaciones obtenidas por cada recoleccion realizada. El valor mas alto del

indice de refraccion fue la primera recoleccién 1,4925 el mas bajo fue la tercera 1,4894.

Tabla 9. indice de refraccion del aceite esencial de Hedyosmum racemosum

INDICE DE REFRACCION

Recoleccione|indice de refraccion X c CcVv
HRM1 1,4925
HRM2 1,4915 1,4911 0,002 0,001
HRM3 1,4894

HRM: Hedyosmun racemosun Macho: HRM1 Primera recoleg:ién;
HRM2:Segunda Recoleccion; HRM 3 Tercera Recoleccion; X: promedio de
todas las recolecciones ; 6: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion.

Fuente: Chamba, F.

El promedio general de los indices de refraccién de las muestras de aceite esencial fue
1,4911. El indice de refraccion es una propiedad utilizada para controlar la pureza y

calidad de los aceites tanto a nivel laboratorio como industria (Cano, et al., 2008).

El promedio del indice de refracciébn de hedyosmum racemosum con flores femeninas
1,4883 (Correa, 2014).

3.4. Composicién Quimica del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

3.4.1. Analisis cualitativo y cuantitativo.

Se determind la composiciobn quimica del aceite de H. racemosum mediante
cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de masas (CG-EM) y al detector de
ionizacion en llama (CG-FID), utilizando las columnas DB-5ms y HP-INNOWAX.

En la figura 25, se observan los perfiles cromatogréficos del aceite esencial de
Hedyosmum racemosum obtenidos en la columna DB-5ms y HP-INNOWAX mediante la

técnica de CG-EM acorde a los parametros operacionales descritos en la metodologia.
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Figura 25. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial extraido H. racemosum obtenido en la
columna: (a) DB-5ms y (b) HP-INNOWAX.
Fuente: Chamba, F.

Cada pico representa un compuesto de area proporcional a su concentracion. Los
cromatogramas obtenidos presentan picos muy proximos resultando en cierta forma
compleja la identificacion en su totalidad, de modo que para una identificacion mucho més
fiable de los compuestos presentes en las muestras se integraron los picos
cromatograficos. En los cromatogramas figura 24, se observan los picos integrados y

numerados considerados para su identificacion.

En la tabla 10, se detallan los compuestos quimicos identificados del aceite esencial de H.
racemosum en las columnas DB5-MS y HP-INNOWAX; los mismos que estan

organizados de acuerdo al orden de elucién en la columna DB-5ms, resaltando los

55




compuestos que presentan mayores areas. Cada compuesto presenta su respectivo
indice de Kovats calculado y el indice reportado en la literatura; junto a la cantidad relativa
que corresponde al porcentaje de participacion de cada compuesto para la primera
(HRH1), segunda (HRH2) y tercera recoleccion (HRH3) se reporta el area promedio por
compuesto, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion. El porcentaje de cantidad
relativa de los compuestos, reportada por cada recoleccion es el resultado del promedio
de las areas de cada compuesto identificado en los aceites obtenidos de las tres

destilaciones realizadas por recoleccion.
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Tabla 10. Composicién Quimica de Hedyosmum racemosum

NO

COMPUESTOS

DB5ms-EM

HPINOWAX - MS

a-Thujene

|28 | o924 | o015 | oas | oas [ o0a6 | o001 | o009 |

Camphene 0,80 0,65 0,86 0,77 0,11 0,14 0,77 0,64 0,80 0,74 0,08 0,11
Sabinene 969 969" 0,96 0,84 1,14 0,98 0,15 0,15 1114 1129° 0,99 0,89 1,14 1,00 0,13 0,13
B-Pinene 973 974° 1,80 2,03 2,58 2,14 0,40 0,19 1101 1118° 1,73 1,99 2,40 2,04 0,34 0,16

Nl|lo|(u|s|w N R

Myrcene

8 |35Carene | 1013 | 1008 | ... 0,11 0,10 0,11 0,01 008 | 1141 | 1148" | ... | ... 082 | ... | ... | ..
9 |p-Cymene 1021 1020° 156 1,24 1,25 1,35 0,18 0,14 1268 1280° 1,63 1,31 1,30 1,41 0,19 0,13
10
11
12
13 [(E)-B-ocimene 1044 1044° 0,68 0,93 0,37 0,66 0,28 0,43 1251 1254" 0,81 1,05 0,51 0,79 0,27 0,34
14 y-Terpinene 1054 1054° | ... | .. | o o 1242 1244" | . OI06 | TR | T | N TR | R
15  |Terpinolene 1081 1086° | ... | ... 228 | ... | | . 1280 12900 | ... | .. 223 | ... | .| ...
| o Junalool [ a101 | 005" | 277 | sas [ a6z [ 410 [ 126 | oso | 1ss9 | ass3’ | aas [ ss2 [ so0 | 4ss | 125 | o2s |
17 [Crysanthenone 1118 1124° 0,18 0,34 0,26 0,12 045 | ... | ... . o o
18 [camphor 1141 1141° 0,53 0,70 0,41 0,54 0,15 0,27 1510 1532' 0,51 0,66 0,40 0,52 0,13 0,25
19  [Terpinen-4-ol 1177 174 | | | o 1606 1605° | ... 0,11 0,12 0,12 0,01 0,11
20 |o-Terpineol 1193 1186° | ... 0,37 0,30 0,33 0,05 0,16 1704 1706° 0,32 0,57 0,57 0,48 0,14 0,30
| 1 [esvagole [ 1196 | 1105 | 2a0a | 1ese [ 2205 [ 2182 | 265 | oas | 675 | 1675 | 2585 | 1004 [ 2472 | 2s50 | saa | oas |
22 |Citronellol 1230 1223° | ... 0,20 0,07 0,13 0,09 0,67 1778 1772 0,48 0,56 0,67 0,57 0,09 0,16
23 |Lynalool acetate 1250 1254° 0,17 0,22 0,24 0,21 0,03 0,16 1562 1565' 0,22 0,24 0,28 0,25 0,03 0,12
24 |Bornyl acetate 1280 1284° 127 0,46 1,27 1,00 0,47 0,46 1578 1579" 1,16 0,43 1,18 0,92 0,42 0,46
25  |a -terpinyl acetate 1343 1346° 1,35 1,54 2,10 1,66 0,39 0,24 1695 1706' 1,37 155 2,13 1,68 0,39 0,23
26 |Citonellyl Acetate 1350 1350° | ... 0,10 0,13 0,11 0,02 0,20 1666 1654 0,18 0,16 0,25 0,20 0,05 0,23
27 |a-Copaene 1367 1374° 1,13 0,92 0,61 0,89 0,26 0,29 1483 1497' 1,02 0,87 0,62 0,84 0,20 0,24
28 | B-Cubebene 1381 1387° 0,22 0,10 0,10 0,14 0,07 0,47 1532 1544° 0,17 0,08 0,10 0,12 0,05 0,39
29 | B-Elemene 1383 1389° 0,66 0,37 0,38 0,47 0,16 0,35 1585 1586' 0,64 0,38 0,41 0,48 0,14 0,30

| [wotnieugeno [ 1402 | 1403’ | oas | ioss [ 285 [ 53 [ a6 | oso | ooss | cos® | a7e | wros [ 412 [ 630 [ a0 [ oes |

31 (E)-B-Caryophyilene 1409 1418° 064 | ... 0,71 0,68 0,05 0,08 1587 1592 0,31 0,19 0,28 0,26 0,06 0,24
32 a.-Humulene 1445 1452° 0,22 0,15 0,14 0,17 0,04 0,26 1659 1660’ 0,19 0,13 0,14 0,15 0,03 0,21
33 y-Muurolene 1467 1478° 0,17 0,08 0,15 0,13 0,04 0,34 1682 1684% 0,19 0,08 0,20 0,16 0,06 0,42

- loemaoenes T e | sses [ san | s2s | sas T 7o T eao [ oas | o0 [ 0@ T 7an | ass | a0 T ses | ars [ oas ]
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DB5ms-EM HPINOWAX - MS

N2 | COMPUESTOS

35  [Bicyclogermacrene

36 [a-Amorphene

37  |o-Muurolene

38 |Germacrene-A

39  [y-Cadinene

40 [5-Cadinene

41 [B-Eudesmol

42 |t-Muurolol

43 |B-Phellandrene
44 |cis-0-Copaen-8-ol
45  |o-Cadinol

*TOTAL IDENTIHCADO - *TOTAL IDENTIHCADO

a= % promedio calculados en base al % del area de los picos reportados en la columna DB5MS y HP-INOWAX  respectivamente

*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas HRML: Aceites de la primera recoleccion HRM2:Aceites de la segunda recoleccion
HRM3: Aceites de la tercera recoleccionn

X =Promedio

o=desviacion estardar

CV= Coeficiente de variacion

1K = Indice de kovats calculado

IK™¢f = Indice de kévats reportado en la literatura: bref, 1; cref. 2; dref. 3; ¢ ef. 4; fref. 5; 8ref. 6; Mref. 7; iref. 8;Iref9; Kref. 10; 'ref. 11; ™ref. 12; 'ref. 13; °ref. 14. ver anexo(V)

Fuente: Chamba, F.
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En la figura 26 se puede observar los porcentajes de los ocho compuestos mayoritarios

del aceite esencial en la columna DB-5ms.

DB5-ms
30,00 28,24
2
g 2500 21,82
S 20,00
E 15,00
E ?
O 10,00 7,48 7,62
& 368 83 419 >3
9 500
0,00 _J . . || — . || . . - . .:
\
e o
\QQ’Q b&o o&o \6&(\ . Q,z}o @Qoo °§’° éé\
; & v WV & <& G
& e N { < Q <&
& N J v
COMPUESTOS

Figura 26. Compuestos mayoritarios en columna no polar.
Fuente: Chamba, F.

En la figura 27 se puede observar los porcentajes de los ocho compuestos mayoritarios
del aceite esencial en la columna HP-INOWAX. Observando como tal que no existe
diferencia relevante en cuanto a porcentajes de compuestos entre la columna DB5-ms y
HP-INOWAX.
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Figura 27. Compuestos mayoritarios en columna polar.
Fuente: Chamba, F.

El andlisis cuantitativo se bas6 en la comparacion del porcentaje de cantidad relativa de
los picos de los analitos detectados en FID con el porcentaje de cantidad relativa de los
picos de los compuestos identificados en EM, tanto el analisis cualitativo y cuantitativo
confirmaron la presencia en el aceite esencial analizado de los compuestos expuestos en
la tabla 11, en la cual se presentan los porcentajes de cantidad relativa por recoleccion, el

promedio y la desviacion estandar.
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Tabla 11. Comparacion de la cantidad relativa (%) de los compuestos quimicos del aceite esencial por CG-EM y CG-FID.

DB5MS HP-INNOWAX
% de Cantidad Relativa

% de Cantidad Relativa

N2 |COMPUESTOS

L [aThujene
2
3 Camphene 0,80 0,96 0,65 0,78 0,86 1,02 0,77 0,92 0,11 0,12 077 0,88 0,64 073 0,80 0,90 0,74 0,84 0,08 0,09
4 Sabinene 0,96 1,20 0,84 1,06 1,14 1,38 0,98 1,21 0,15 0,16 1,73 2,05 0,89 1,01 1,14 1,27 1,25 1,44 0,43 0,54
5 B-Pinene 1,80 2,29 2,03 2,53 2,58 3,19 2,14 2,67 0,40 0,47 0,99 1,13 1,99 2,35 2,40 2,80 1,79 2,09 0,73 0,87
6 Myrcene
7
8 3-0 Carene 0,11 0,12 0,10 0,15 0,11 0,13 0,01 0,03 an [ e 0,82 0,94 |
9 P- Cymene 1,56 1,29 1,24 0,78 1,25 0,99 1,35 1,02 0,18 0,26 1,63 1,51 1,31 1,21 1,30 1,20 1,41 1,31 0,19 0,18
10
11
12
13 |(E)-B-ocimene 0,68 0,81 0,93 1,11 0,37 0,51 0,66 0,81 0,28 0,30 0,81 1,08 1,05 1,35 051 0,70 0,79 1,04 027 032
14 y-Terpinene [ .. e 0,06 0,10 [ I [P O
15 Terpinolene | .. 2,28 233 | .. | 2,23 2,34 RN I I
| o el | am | am [ sw [ oo [ ae [ s [ a9 [ a0 [ aes [ ae | o [ aw | e [ ew | so | ses [ ass [ 5w [ as | am |
17 Crysanthenone 0,18 0,23 0,34 03 | .. 0,26 0,29 0,12 0,09 m | e m = =
18 Camphor 0,53 0,65 0,70 0,65 0,41 0,51 0,54 0,60 0,15 0,08 0,51 0,61 0,66 0,74 0,40 0,48 0,52 0,61 0,13 0,13
19  |Terpinen-4-ol - I 0,11 0,18 0,12 0,20 0,12 0,19 0,01 0,02
20 a-Terpineol | .. 0,37 0,42 0,30 0,20 0,33 0,31 0,05 0,16 0,32 0,01 0,57 0,01 0,57 0,21 0,48 0,07 0,14 0,12
| o Jeswagoe | mw | ww [ s [ wow [ mos [sae [ um [ e [ oss [ ome | oses | wor | s [ wwe [ wme | aa0 [ w0 [ o [ oms | am |
22 |Citonellol | .. 0,20 0,27 0,07 0,28 0,13 0,27 0,09 0,00 0,48 0,66 0,56 071 0,67 0,84 0,57 0,74 0,09 0,09
23 Lynalool acetate 0,17 0,23 0,22 0,35 0,24 0,22 0,21 0,27 0,03 0,07 0,22 0,27 0,24 0,29 0,28 0,30 0,25 0,29 0,03 0,02
24 Bornyl acetate 1,27 1,14 0,46 0,75 1,27 0,79 1,00 0,89 0,47 0,21 1,16 0,31 0,43 0,42 1,18 1,06 0,92 0,60 0,42 0,41
25  |a-terpinyl acetate 1,35 1,19 1,54 1,01 2,10 1,72 1,66 1,31 0,39 0,37 1,37 1,21 1,55 1,31 2,13 1,78 1,68 1,43 0,39 031
26 Citonellyl Acetate | ... [ ... 0,10 0,10 0,13 0,39 0,11 0,24 0,02 0,20 0,18 0,23 0,16 0,20 0,25 0,28 0,20 0,24 0,05 0,04
27 a-Copaene 1,13 1,05 0,92 0,87 0,61 0,49 0,89 0,80 0,26 0,29 1,02 0,99 0,87 0,81 0,62 0,58 0,84 0,80 0,20 0,20
28 B -Cubebene 0,22 0,28 0,10 0,16 0,10 0,30 0,14 0,25 0,07 0,07 0,17 0,26 0,08 0,14 0,10 0,16 0,12 0,18 0,05 0,06
29 B- Elemene 0,66 0,86 0,37 0,55 0,38 0,74 0,47 0,72 0,16 0,15 0,64 0,83 0,38 0,48 0,41 0,49 0,48 0,60 0,14 0,20
| o0 Jwenyegen | e | ww [ wom [ om [ am [ s [ sw [ s [ aw [ s [ o [ oo | mos [ em [ e [ v [ o [ s [ a0 | am |
31 [(E)--Caryophyilene 0,64 1,06 | 0,71 0,59 0,68 0,83 0,05 0,34 031 0,56 0,19 0,28 0,28 0,36 0,26 0,40 0,06 0,15
32 a.-Humulene 0,22 0,32 0,15 0,71 0,14 0,23 0,17 0,42 0,04 0,25 0,19 0,28 0,13 0,21 0,14 0,22 0,15 0,24 0,03 0,04
33 y-Muurolene 0,17 0,28 0,08 0,19 0,15 0,28 0,13 0,25 0,04 0,05 0,19 0,31 0,08 0,20 0,20 0,30 0,16 0,27 0,06 0,06

34
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DB5MS HP-INNOWAX

% de Cantidad Relativa

% de Cantidad Relativa
N¢ | COMPUESTOS

35  |Bicyclogermacrene 0,85 0,62 0,43 0,59 0,66 0,79 0,65 0,67 021 0,11 0,69 0,74 0,36 0,41 0,55 0,59 0,54 0,58 0,17 0,16
36 |a-Amorphene 012 0,78 O v (VR (R S L v vt (VO (RN (VR [N IR IR (R I
37 |a-Muurolene 0,19 027 0,08 0,16 0,14 0,23 014 0,22 0,05 0,05 0,16 0,23 P (N 0,14 0,14 0,15 0,18 0,02 0,06
38  |Germacrene-A 0,28 0,24 0,14 0,15 0,14 0,16 0,19 0,18 0,08 005 | o | e e e e e e e e
39  [-Cadinene 0,24 0,13 0,10 0,63 0,11 0,67 0,15 0,48 0,08 030 | e | e e e e e e e e
40  [d-Cadinene 113 1,01 0,73 0,38 0,72 0,41 0,86 0,60 0,24 0,35 141 1,25 0,86 0,78 0,98 0,88 1,08 0,97 0,29 0,25
4 B-Eudesmol 0,48 0,71 0,25 0,08 0,16 0,35 0,30 0,38 0,16 0,32 0,50 0,58 0,24 032 0,27 0,34 0,34 0,41 0,14 0,14
4 |-Muurolol 0,26 0,31 0,14 052 | .. | 0,20 0,41 0,09 0,14 0,17 023 | e | e e e 0,17 023 | .. | ..
43 B-Phellandrene | .. T o e v (e P 141 1,58 131 1,46 1,19 132 131 145 0,11 013
44 |cis-a-Copaen8-o | .. N e e e I [ P 0,35 0,42 0,25 0,30 0,14 0,20 0,25 0,30 0,10 0,11
45 o-Cadinol | .. T e o e v [ T 0,20 0,30 0,11 0,19 0,13 0,21 0,15 0,23 0,04 0,06
*Total identificado _ *Total identificado _—

Compuestos segun el orden de elucion en la columna DB-5MS.

HRM=Hedyosmun racemosun con flores masculinas. HRM1=Aceites de la primera recoleccién. HRM2: Aceites de la segunda recoleccion. HRM3: Aceites de la tercera recoleccion.
*=Sumatoria del % de cantidad relativa en la columna DB-5MS-MASAS y DB-5MS-FID.

**=Sumatoria del % de cantidad relativa en la columna HP-INNOWAX-MASAS y HP-INNOWAX-FID

X=Promedio

o= desviacion estardar

Fuente: Chamba, F.
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En el aceite esencial extraido de las partes aéreas de especimenes de H. racemosum con
flores masculinas fue analizado por CG-EM y CG-FID, se identificaron 45 compuestos, de
los cuales 37 compuestos estan presentes en ambas columnas; 41 en la columna DB-5ms
con un porcentaje de identificacion de 98,897% y en la columna HP-INNOWAX se
identificaron 41 compuestos que representan el 97,98%.

No se han encontrado estudios referentes a la composicion quimica del aceite esencial
extraido a partir de las partes aéreas de la especie H. racemosum con flores masculinas.
Sin embargo un sinnimero de investigaciones tienen como objeto el estudio de la

composicion quimica del aceite esencial de varias especies del género.

Segun Correa (2014) la especie H. racemosum a partir de flores femeninas identifico 8
compuestos mayoritarios entre los cuales tenemos: a-Pinene (5,43%), a-Phellandrene
(26,47%), Limonene (3,36%), (Z)-B-Ocimene (4,25%), Linalool (3,51%), Estragole (16,97%),
Methyl Eugenol (5,99%), D-Germacrene (10,34%). De lo que podemos determinar que entre
especie masculina y femeninas sus compuesto mayoritarios son los mismos, con una

pequefia diferencia entre su porcentaje.

La composicion del aceite esencial de H. racemosum con flores masculinas fue
significativamente diferente de otras especies del género Hedyosmum. Mundina, et al.
(2000) describié la composicion quimica de tres especies de Costa Rica entre ellas: H.
mexicanum que contiene dos componentes abundantes: la sabineno (28%) y el furanodiene
(20%). La especie H. costaricencis contiene germacreno-D (32%), (E, E) -a-farneseno (8%),
B-cariofileno (6%) y B-bourbonene (6%) y (E) -B-o-cimene (2%). En la tercera especie, H.
bonplandianum Kunth, los componentes predominantes son: sabineno (15%) y (E) -B-
ocimeno (11%), el linalol (3,0%) y terpoin-4-ol (7%) y germacreno D (32%), a-bisaboleno
(10%) y B-cariofileno (6,1%).

Esta diferencia entre especies, pueden darse debido a las condiciones en que se desarrollé
la planta; asi como en las condiciones de extraccion (método de extraccion, tiempo,
condiciones de la materia prima), produciendo cambios cualitativos y cuantitativos en el
aceite (Sanchez, et al., 2009).

Uno de los compuestos mayoritarios fue Estragole (16,97%) figura 28, es un fenilpropeno, un

compuesto organico natural. Su estructura quimica se compone de un benceno sustituido en
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el anillo con un grupo metoxi y un grupo propenilo. Es un isémero de anetol, que difiere con
respecto a la ubicacion del doble enlace. Es un liquido incoloro, se usa en la industria de la
perfumeria y como aditivo alimentario. Es un potente carcinébgeno (para hepatomas) y

genotoxico natural, en ratones y ratas.

H5;C

\

@)

CH, Estragole

Figura 28. Compuesto mayoritario estragole
Fuente: Chamba, F.

3.5. Actividad biol6gica del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

Los métodos empleados para evaluar la actividad antimicrobiana permitieron medir la
susceptibilidad in vitro de los microorganismos frente a agentes antimicrobianos
determinando la potencia de la sustancia, la susceptibilidad de un microrganismo a
concentraciones conocidas de una droga de origen vegetal y la concentracion de la droga en

el organismo humano.

3.5.1. Concentracién minima inhibitoria (CMI) antibacteriana.

En la tabla 12 se observa la CMI antibacteriana de los aceites obtenidos en cada recoleccion

frente a 5 cepas bacterianas Gram-negativas y 2 cepas Gram-positivas.
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Tabla 12. CMI antibacteriana de los aceites esenciales de Hedyosmum racemosum

Gram-negativas Gram-positivas
. Escherichia Klebsiella Proteus Pseudomonas Enterococcus | Staphylococcus
Aceite coli pneumoniae wulgaris aeruginosa Saimonella faecalis aureus
esencial typhimurium
ATCC 25922 ATCC 9997 ATCC 8427 | ATCC 27853 ATCC 29212 ATCC 25923

HRM1 >10000 pg/mL]>10000 pg/mL |> 10000 pg/mL |>10000 pg/mL |>10000 pg/mL |>10000 pg/mL| >10000 pg/mL
HRM2 >10000 pg/mL | >10000 pg/mL [> 10000 pg/mL|>210000 pg/mL [> 10000 pg/mL |>10000 pg/mL| >10000 pg/mL
HRM3 >10000 pg/mL |>10000 pg/mL |> 10000 pg/mL |>10000 pg/mL |>10000 pg/mL |>10000 pg/mL |>10000 pg/mL
HRM1: aceite esencial de la primerarecoleccién
HRM?2: aceite esencial de la segunda recoleccién
HRM3: aceite esencial de la tercera recoleccion

Fuente: Chamba, F.

En el control positivo la Gentamicina tuvo una concentracion minima inhibitoria de 0,39ug/ml,
excepto para Salmonella typhimurium y Enterococcus feacalis con una concentracion minima
inhibitoria de 1,95ug/ml

Como se puede observar el aceite de Hedyosmum racemosum, no tiene potencial como
antibacteriano frente a ninguna cepa, ya que no inhibe el crecimiento a la concentracion

méxima utilizada (1000 ug/mL).

El objetivo de determinar la concentracion minima inhibitoria, es evaluar la susceptibilidad de
un organismo bacteriano con cantidades minimas de aceite esencial posterior a un tiempo de

incubacion de 18 — 24 horas.

Segun Correa (2014), Hedyosmum racemosum con flores femeninas presento actividad
biolégica frente a a klebsiella pneumoniae (250 pg/mL). La divergencia de los valores de las
concentraciones minimas inhibitorias de los aceites esenciales entre los diferentes estudios
puede explicarse por la diversidad de las técnicas utilizadas, estado fenolégico de la planta,
la variacion en la composicién quimica de los aceites de acuerdo con los géneros y las
especies de las plantas o también se le puede atribuir a la estructura reproductiva de las

mismas (Zapata, et al., 2010)

No existen estudios de actividad biologica de esta especie con la cual se pueda comparar,
pero si estudios de especies del mismo género, como H. brasiliense que tiene actividad

antimicrobiana contra las bacterias Gram-positivas S. aureus, S. saprophyticus y B. subitilis,
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con un valor de MIC de 0,312% y no presente actividad frente a bacterias gran negativas
(Kirchnerl, et al., 2010).

Hedyosmum brasiliense reporta dos compuestos principales: a-terpineol y B-Thujene, se han
descrito por ser importante para la actividad antioxidante y antimicrobiana de varias plantas y
aceites esenciales (Pengelly, 2004). Ademas, a-terpineol también se utiliza en todo el
mundo en fragancias finas, champuls, asi como en productos no cosméticos tales

limpiadores domésticos y detergentes (Bathia, et al., 2008).

En la especie Hedyosmum racemosum presenta el compuesto a-terpineol pero en muy baja
concentracion. Algunos estudios indican que los aceites esenciales enteros tienen una mayor
actividad antimicrobiana de los principales componentes mezclados (Mourey & Canillac,
2002). Este hallazgo sugiere que los componentes menores como spathulenol, B-eudesmol,
y cis-ocymene, presente en Hedyosmum racemosun, podria afectar a las propiedades

antimicrobianas (Jasicka-Misiak, et al., 2004).

Algunos autores sugieren que los componentes presentes en altas concentraciones no son
necesariamente los responsables de gran parte de la actividad biolégica, los componentes
minoritarios pueden también contribuir a la actividad del aceite por efectos sinérgicos con

otros componentes activos o también pueden anular la actividad por efectos antagénicos
(Bathia et al., 2008)

La actividad biolégica no solo depende del aceite esencial o de su concentracién, sino

también del microorganismo de prueba en si mismo.

3.5.2. Concentracién minima inhibitoria (CMI) antifungica.

Para determinar si las muestras de aceite esencial de Hedyosmum racemosum, presentan
actividad inhibitoria frente a cepas fungicas se utiliz6 dos tipos de hongos dermatofitos:
Trichophyton rubrum ATCC 28188 y Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185.

En la tabla 13 se indica los valores obtenidos de los ensayos de la concentracién minima

inhibitoria antifngica para cada recoleccion.
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Tabla 13. CMI del aceite esencial de Hedyosmum racemosum frente a dos

Aceite esencial

cepas fangicas.

Trichophyton
rubrum
ATCC 28188

Trichophyton
mentagrophytes
ATCC 28185

HRM1

>10000 pg/mL

>10000 pg/mL

HRM?2

>10000 pg/mL

>10000 pg/mL

HRM3

> 10000 pg/mL

> 10000 pg/mL

HRM1: aceite esencial de la primera recoleccién

HRM2: aceite esencial de la segunda recoleccion
HRM3: aceite esencial de la tercerarecoleccién

Fuente: Chamba, F.

Todos los aceites esenciales obtenidos del material de las diferentes recolecciones no
presentaron actividad frente a ninguno de los hongos utilizados para este analisis, es decir
todos los aceites no presentaron una CMI a 1000 pg/mL que es la concentracibn mas alta

que se probo.

De acuerdo con la clasificacién de la actividad antimicGtica para aceites esenciales, por
Holetz citado por Zapata et al. (2010) clasifica el valor de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de la siguiente manera, si la CMI es igual o menor a 100 ug/mlL se considera buena, si
la CMI esta entre 100 — 500 ug/mL se considera como moderada y si la CMI esté entre 500

— 1000 pg/mL se considera como débil (Zapata et al., 2010).

De esta especie en especifico no existen estudios en base a los microorganismos flungicos
que han sido evaluados en esta investigacion. La especie H. brasiliense ademas de
presentar actividad inhibitoria contra bacterias Gram positivas, también pueden actuar sobre
organismos fungicos como Candida albicans y C. parapsilosis (valores de CIM que van
desde 0,125 hasta 0,312%) (Kirchnerl et al., 2010).

3.6. Actividad Antioxidante.

3.6.1. Método ABTS".
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3.6.1.1. Lectura de las muestras de los estandares de referencia TROLOX y BHT.

Al evaluar la capacidad antioxidante de la muestra de aceite esencial de Hedyosmum
racemosum, mediante el método de ABTS" a diferentes concentraciones de los estandares
de referencia como: Trolox y BHT con las que se trabaj6é en el equipo de espectrofotometria,
arrojaron datos de absorbancia, los cuales se reemplazaron con la férmula de porcentaje de
inhibiciébn que se encuentra en la figura 36, en el capitulo de metodologia. Los resultados
que se obtuvieron tras realizar estos célculos se expresan en la tabla 14 que indica los

valores de porcentaje de disminucion respectivos para cada concentracion.

Tabla 14. Datos del método ABTS" para los estandares TROLOX y BHT.

TROLOX BHT
., Absorbancia qucep taje”de Absorbancia Po.rce.n taj?,de
Concentracion (ppm) . disminucion . disminucion
determinada determinada
(%) (%)
1000 0,165 85,18 0,054 95,17
800 0,316 71,53 0,057 94,84
600 0,462 58,39 0,116 89,56
450 0,531 52,18 0,158 85,78
300 0,649 41,58 0,373 66,46
150 0,761 31,47 0,565 49,17
25 0,805 27,51 0,766 31,02
0 0,810 27,09 0,877 21,06
Absorbancia de soluciéon de trabajo de 1,111

Fuente: Chamba, F.

3.6.1.2. Lectura de las muestras del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

Se determind la actividad antioxidante del aceite esencial Hedyosmum racemosum a partir
de flores masculinas a diferentes concentraciones como se puede observar en la tabla 15.

Determinando a la vez el porcentaje de disminucion.
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Tabla 15. Datos del método ABTS" para aceite esencial H. racemosum.

. Porcentaje de
., Absorbancia . .
Concentracion (uM) . disminucion
determinada

(%)

1000 0,734 33,90

500 0,885 20,37

100 0,913 17,79

50 0,925 16,77

25 0,944 15,00

12,5 0,956 13,95

5 0,964 13,23

0 0,973 12,42
Absorbancia de solucién de trabajo de 1,111

Fuente: Chamba, F.

El aceite esencial Hedyosmum racemosum analizado por el método ABTS" no presento un
porcentaje de disminucion igual o mayor al 50%, su valor de disminucién de radicales a la
concentracién de 1000 ppm fue de 33,90%.

3.6.2. Método DPPH.
3.6.2.1. Lectura de las muestras de los estandares de referencia TROLOX y BHT.

Los datos obtenidos mediante el método de radical DPPH:, fueron analizados de la misma
manera que los datos obtenidos por el método ABTS", las concentraciones evaluadas en el
espectrofotdbmetro arrojaron datos de absorbancia, con los cuales se determiné el porcentaje
de disminucién de los estandares de referencia como: TROLOX y BHT para cada
concentracion establecida. Para esto se utilizé la formula de la figura 36 que se encuentra en

el capitulo de metodologia.

En la tabla 16 se indican las concentraciones utilizadas, los valores de absorbancia para
cada concentracion y los porcentajes de disminucion de DPPH calculados para cada

concentracion establecida.
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Tabla 16. Datos del método DPPH para los estandares TROLOX y BHT.

TROLOX BHT
Concentracion | Absorbancia quce.ntaje”de Absorbancia | Porcentaje de
(ppm) determinada dlsmlonucmn determinada | disminucién
(/0) (%)
1000 0,489 55,55 0,163 85,18
800 0,570 48,21 0,203 81,58
600 0,731 33,58 0,324 70,52
450 0,782 28,94 0,448 59,27
300 0,843 23,33 0,588 46,55
150 0,890 19,06 0,755 31,39
25 0,930 15,48 0,887 19,36
0 0,932 15,27 0,904 17,85
Absorbancia de solucion de trabajo de 1,100

Fuente: Chamba, F.

3.6.2.2. Lectura de las muestras del aceite esencial de Hedyosmum racemosum.

Se determiné la actividad antioxidante del aceite esencial Hedyosmum racemosum a partir
de flores masculinas a diferentes concentraciones como se puede observar en la tabla 17.

Determinando a la vez el porcentaje de disminucion.

Tabla 17. Datos del método DPPH para aceite esencial H. racemosum

Porcentaje
Concentracion | Absorbancia de
(uM) determinada disminucion
(%)
1000 0,822 25,27
500 0,877 20,27
100 0,903 17,91
50 0,912 17,09
25 0,921 16,24
12,5 0,932 15,27
5 0,942 14,36
0 0,960 12,73
Absorbancia de solucién de trabajo de 1,100

Fuente: Chamba, F.
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El aceite esencial Hedyosmum racemosum analizado por el método DPPH no presento un
porcentaje de disminucion igual o mayor al 50%, su valor de disminucion de radicales a la

concentracion de 1000 ppm fue de 25,27%.

Como se puede observar los antioxidantes sintéticos BHT Y TROLOX en comparacion con el
aceite esencial de Hedyosmum racemosum analizado presenta porcentajes de disminucion

de los radicales para ambos métodos muy alta superior al 50%.

Sin embargo para el aceite no fue posible calcular la IC50 ya que el porcentaje de
disminucion no llegé a un 50%, por lo tanto no presentd actividad antioxidante.

Hedyosmum brasiliense reporta dos compuestos principales: a-terpineol y B-Thujene, se han
descrito por ser importante para la actividad antioxidante y antimicrobiana de varias plantas y

aceites esenciales (Pengelly, 2004).

Se atribuyd esta actividad al Terpinen-4-ol, que es un alcohol no saturado con un doble
enlace que lo califica como un potencial secuestrante de radicales libres y al Germacreno-D
gque es altamente reactivo y capturador de radicales libres, compuesto que esta presente en
el AE de Minthostachys mollis (Granados, et al., 2012)

Algunos autores sugieren que los componentes presentes en altas concentraciones no son
necesariamente los responsables de gran parte de la actividad antioxidante, los
componentes minoritarios pueden también contribuir a la actividad del aceite por efectos
sinérgicos con otros componentes activos o también pueden anular la actividad por efectos

antagoénicos (Bathia et al., 2008).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

La densidad obtenida en las recolecciones fue de 0,8978 g/cm3, 0,9012 g/cm3 y 0,9008
g/cm® para la primera, segunda y tercera recolecciéon respectivamente. La media
resultado de los valores anteriormente mencionados fue de 0,8978 g/cm?.

Para el indice de refraccion el valor mas alto fue de la primera recoleccion con
(1,4925), el mas bajo fue de la tercera recoleccion (1,4894). El promedio final del indice
de refraccién de las muestras fue de 1,4911.

En la composicion quimica del aceite esencial se identificaron 45 compuestos, de los
cuales 37 compuestos estan presentes en ambas columnas. En la columna DB-5ms se
identificaron 41 compuestos con un porcentaje de identificacion de 98,87%. En la

columna HP-INNOWAX se identificaron 41 compuestos que representan el 97,81%.

Se determinarén 8 compuestos mayoritarios del aceite esencial de Hedyosmum
racemosum con flores masculinas los cuales fueron a-Pinene (7,48%), a-Phellandrene
(28,24%), Limonene (3,68%), (Z)-B-Ocimene (2,88%), Linalool (4,19%), Estragole
(21,82%), Methyl Eugenol (5,38%), Germacrene-D (7,62%).

El aceite esencial de Hedyosmum racemosum fue inactivo frente a bacterias y hongos
en estudio, es decir no mostraron actividad con ninguno de los microrganismos en las
concentraciones maximas evaluadas. La actividad biolégica no solo depende del aceite
esencial o de su concentracion, sino también del microorganismo de prueba en si

mismo.

Hedyosmum racemosum no presento actividad antioxidante a las diversas

concentraciones en estudio.
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RECOMENDACIONES

» Al momento de recolectar la materia vegetal, verificar la abundancia de la poblacion

silvestre en esa zona. Para evitar la extincion.

» Eliminar todo tipo de restos vegetales de otras plantas o contaminantes de la muestra
de materia vegetal al momento de destilar, para que asi no interfiera con la correcta
determinacion quimica de cada especie.

» Integrar mas microorganismos de estudio de interés en salud humana, para la

evaluaciéon antimicrobiana.
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ANEXO 1
DETERMINACION DE HUMEDAD RELATIVA

PRINCIPIO:

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

estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
= Lampara
= Pinza
= Balanza
= Crisol

=  Desecador
PROCEDIMIENTO:

= Pesar en una capsula o luna de reloj de 0,5 a 1 gr de la muestra; seguidamente
colocarla durante 45 minutos en la lampara ULTRA X a 37 °C.

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

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

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

CALCULO:

m{—m
Hm=g*100

(my —m)
Donde:
Hm: %de humedad
m: peso de la capsula vacia (gr)

m,: peso de la capsula + muestra a analizar (gr).

m ,: pesode la capsula + muestra seca (gr).
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ANEXO 2

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

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

de material vegetal, mediante la siguiente formula:

%R Volumen (mlL) 100
= %
0 Peso (gr.)

Dénde:

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 3

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

Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982

PROPUESTA:
La presente norma estd 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.

REFERENCIAS:

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:

= 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.
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APARATOS:

Picnémetro de vidrio.

Bafio termostético, mantenido a una temperatura de 20°C + 0.2°C.

Termémetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacion de 0.2°C a
0.1°C.

Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:

Preparacion del Picnometro: 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 picndmetro con un trapo seco o con
papel filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, pesar el
picnémetro, con el tapdn en su sitio con 1mg de precision.

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 termostético.
Durante 30 minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapén del
picnémetro en su sitio, secar el exterior del picnémetro con un trapo seco o papel
filtro. Cuando se equilibre la temperatura con el cuarto de balanzas, pesar el
picnémetro lleno con el tapdn en su sitio con un mg de precision lleno igual que en
el caso anterior.

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

esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d3J se la expresa con la siguiente formula:

420="m2"mo

20 _m1 —mp

Dénde:

d33: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.

mo: Mmasa en gramos del picnébmetro vacio.

m;: masa en gramos del picnémetro con agua.

m,: masa en gramos del picnémetro con aceite esencial.

Se expresaran los resultados con tres decimales.
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ANEXO 4

DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

PRINCIPIO:

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

condiciones de iso-tropismo y de transparencia.

DEFINICION:

El indice de Refraccion de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del angulo de refracciébn 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 D1 y
D2 del espectro de sodio.

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

°C segun el punto de fusion del aceite considerado.

APARATOS:

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

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

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

indices de refraccién segun:

1.3330 para agua destilada.
1.4906 para el p-cimeno.
1.5685 para el benzoato de bencilo.

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

fabricacion del equipo.
MODO DE OPERACION:
Determinacion

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

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

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

Resultados:

Calculos. El indice de refraccién a la temperatura de referencia esta dado por la formula.

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

Dénde:

ntD = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o0 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 es de +0.0002.
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