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RESUMEN

Se determiné la composicion quimica del aceite esencial de las partes aéreas
de Baccharis latifolia recolectada en Calvas-Loja (Ecuador) mediante CG-MS y
CG-FID. EIl aceite esencial se compone principalmente de monoterpenos y
sesquiterpenos. Se determinaron un total de 28 compuestos, correspondiendo
el 9353% vy al 91,08% en la columna DB5-MS y HP-INNOWAX,
respectivamente. Los componentes mayoritarios son: limonene (38.71%);
sabinene (10.28%); PB-dihydroagarofuran (8.81%); p-pinene (6.99%); V-
curcumene (6.43%); a-pinene (5.44%). La actividad biologica se determind
mediante el método de microdilucion en caldo. El aceite esencial de B. latifolia
inhibié el crecimiento de Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton
mentagrophytes (ATCC 28185) pero este fue inactivo contra las bacterias
gram-negativas Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853); Klebsiella
pneumoniae (ATCC 9997); Proteus vulgaris (ATCC 8427); Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2), y las bacterias gram-positivas
Enterococcus faecalis (ATCC 29212); Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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ABSTRACT

The chemical composition of the essential oil of aerial parts of Baccharis latifolia
(Asteraceae) recollected at Calvas-Loja (Ecuador) was determined by CG/MS and
CG/FID. Twenty eight compounds were determined. The main compounds are limonene
(38.71%); sabinene (10.28%); pB-dihydroagarofuran (8.81%); [B-pinene (6,99%); V-
curcumene (6.43%); a-pinene (5.44%). The biological activity was determined by the broth
microdilution method. B. latifolia oil inhibited the growth of Trichophyton rubrum (ATCC
28188) and Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185) but it was inactive against the
Gram-negative bacterium Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853); Klebsiella pneumoniae
(ATCC 9997); Proteus vulgaris (ATCC 8427); Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
typhimurium (LT2), and Gram-positive bacterium Enterococcus faecalis (ATCC 29212);
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Key words: Baccharis latifolia, Astereaceae, limonene, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes

INTRODUCTION

Baccharis has about 400 species inside
the Asteraceae family, of which more
than 90% are found in Sudamérica [1].
Some of these species report
antibacterial [2], antifungal, cytotoxic [3],
and anti-inflammatory activity [4].

B. latifolia commonly called “Chilca larga”
is traditionally used inside from Loja and
Zamora Chinchipe, like anti-inflammatory
agent for stomach pain, hepatic pain,

fractures, gangrene, rheumatism, liver,
and kidney problems [5]. Previous
investigations of the essential oil of
different species of Baccharis have
reported a variety of compounds, such as
sabinene, limonene, a-pinene, (3-pinene,

(E)-nerodiol, a-muurolol,
isocaryophyllene, B-caryophyllene,
caryophyllene oxide, B-selinene,
terpinen-4-ol, a-tuyene, sphatulenol,

cubenol, germacrene-D and carvacrol.
[6]. There are studies on the chemical
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composition of the essential oil of B.
latifolia in Bolivia and Venezuela [7-8],
but not in Ecuador.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The aerial parts of B. latifolia in flowering
stage were collected in “Las Totoras” of
the Province of Loja; with coordinates
(660798E, 9530079N, 2048m), The
vegetable material was distillation in
three different occasions with a 15 days
interval. The specie was identified by one
of the authors (V.M). A Voucher sample
is conserved at UTPL (Universidad
Técnica Particular de Loja), with the
identification number PPN-007.

Isolation of essential oil

The essential oil was obtained of 2880 g.
from the fresh aerial by hydro-distillation
for 3 hours using Clevenger-type
aparatus

Gas cromatography

The analysis of the chemical composition
of the essential oils was done using a gas
chromatograph (Agilent 6890 Series)
coupled to mass spectrometer (Agilent
5973 inert series) equipped with a polar
HP-INNOWAX column (30 m x 0.25 mm,
film thickness 0.25 pm) a nonpolar
column DB5-MS (30 m x 0.25 mm, film
thickness 0.25 pm), and a automatic
split/splitless  injector (7683 series),
provided with a computerized system
MSD-Chemstation D.01.00 SP1 and a
Flame lonization detector. The dilution of
oil was made using 10 pL of the essential
oil concentrated, diluted in 990 pL
dichloromethane and injected under the
following parameters: carrier gas Helium

0.9 ml/min; split ratio 50:1; temperature of
the injector 210°C; temperature of the
detector 250°C; temperature of the oven
50°C-210°C with a ramp of 2.5 ml/min

Identification and Quantification

The essential oil constituents were
identified on the basis of their kovats
indices (KI) on both columns. Kl were
determined with reference to a
homologous series of aliphatic
hydrocarbons (Cy0-Czs). Mass spectra
were compared with the spectra of the
data base Wiley 7n.1 of the team. The
quantification of the components was
made on the basis of their GC peak
areas on the two columns.

Physical properties

The essential oil density was determined
according to the standard ANFOR NF T
75-111, and the refraction index was
determined using a refractometer (model
ABBE), according to the standard
ANFOR NF T 75-112.

Determination of the biological activity

The oil were tested with Gram-negative
bacterium, Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853); Klebsiella pneumoniae
(ATCC 9997); Proteus vulgaris (ATCC
8427); Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella typhimurium (LT2), two
Gram-positive bacterium, Enterococcus
faecalis (ATCC 29212); Staphylococcus
aureus (ATCC25923), and two fungus
Trichophyton rubrum (ATCC 28188) and
Trichophyton  mentagrophytes (ATCC
28185). The broth microdilution method
was used to determine the biological
activity. All tests were performed in Muller
Hinton broth, with the exception of the
fungus which employed Sabouraud
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dextrose broth. The oils were diluted
using 20 pL of the essential oil
concentrated, diluted in 980 pL Dimetil
sulfoxide (DMSO).

For evaluate the biological activity for the
bacterium the microorganism were grown
overnight at 36°C incubated for 24 hours,
of this cultivation were took of 150-300 uL
in 7 mL of NaCl solution, adjusting the
inoculum to an equivalent concentration
to 0.5 in the scale of McFarland, of this
suspension we took 140 pL and we
inoculated in 6.86 mL broth Muller Hinton
adjusting to a bacterial population of
2x10° CFU/mL; 100 pL of this suspension
are used to complete to 200 pL the final
volume of the cultivation dish, in this way
it adjusts the bacterial population to 5x10°
CFU/mL. Finally the plates were
incubated at 37°C for 18 to 24 h.
Antibiotics  solutions (1 mg/mL) of
ampicillin, gentamicin, and the DMSO as
negative control.

MIC values were determined using a final
concentration of 5 x 10" espores/mL of
Trichophyton Mentagrophytes (ATCC
28185) and Trichophyton rubrum. (ATCC
28188) The MIC was defined as the
lowest concentration of substance that
prevented growth, which was determined
by the appearance of mycelial growth
after 96 hours of incubation. Itraconazole
was used as positive control (1 mg/mL),
and the DMSO as negative control [9-10].

RESULTS AND DISCUSSION

The essential oil of B. latifolia is a viscous
liquid at room temperature and under
refrigeration, has a yellowish color and
citrus-sweet smell.

Table 1: Humidity, vyield and physical
properties

20 20
d

c Hm (%) R (%)

n
1 62,67 0,25 0,918 1,480
2 62,63 0,23 0,949 1,490
3 61,63 0,22 0,927 1,490

C'= collections

Hm= relative humidity

R= yield of essential olil

d*°= relative density of the essential oil
n?’= index of refraction of the essential oil

The humidity values, yield and physical
properties of the essential oil in the three
collections, are shown in the table 1.

The results of the qualitative and
guantitative analysis of the oil are shown
in Table 2 in order of elution from the
DB5-MS column.

The essential oil was mainly composed
by monoterpenes and sesquiterpenes. A
total of 28 compounds were determined,
corresponding to the 93,53% and to the
91,08% in the columns DB5-MS and HP-
INNOWAX respectively; 10 compounds
were determined in both columns. The
main compounds are limonene (38.71%);
sabinene (10.28%); B-dihydroagarofuran
(8.81%); B-pinene (6.99%); y-curcumene
(6.43%); a-pinene (5.44%).
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Table 2. Chemical composition of the essential oil of Baccharis latifolia

Retention indices % Relative amount®
Compound RIA® RIA® RIP RIP® DB5-MS  HP-INNOWAX
a-thujene 937  931° - - 0,31 -
a-pinene 942 939 1015 1034 5,44 6,28
sabinene 974 976° 1154 1123% 10,28 19,48
B-pinene 977 990° 1018 1008% 6,99 8,44
myrcene 988 994° 1115 1161°% 1,44 2,04
Imonene 1026 1039" 1146 1178" 38,71 25,42
trans- B-ocymene 1043  1050° - - 0,28 -
aromadendrene 1468  1458% 1462 1458% 0,70 1,13
Y-terpinene 1054 1059" - - 0,27 -
a-terpinolene 1080 1088° - - 0,23 -
terpinen-4-ol 1176 1177° 1260 1272° 0,32 0,62
B-elemene 1382 1391" - - 0,54 -
B -caryophyllene 1409  1419° 1591 1594¢ 1,64 2,91
o-curcumene 1474  1483° - - 0,81 -
Y-curcumene 1471  1480" - - 6,43 -
bicyclogermacrene 1485 1517 - - 0,41 -
B-bisabolene 1501 1509° 1726 1714% 0,27 1,21
B - dihydroagarofuran 1525 1504 - - 8,81 -
6-cadinene 1509 1524° 1764 1749% 0,61 6,75
a-bisabolol 1680 1701' - - 0,45 -
chromolaenin 1721 1728" - - 0,79 -
NI 1654 - 2019 - 5,36 4,16
azulen-2-ol,1,4-dimetil- 1760 1767" - - 2,44 -
germacrene D - - 1673 17058 - 0,66
caryophyllene oxide - - 2080 2068° - 0,67
NI - - 1793 - - 5,46
NI - - 2080 - - 5,27
p-cymene - - 1174 12141 - 0,58
Total* 93,53 91,08

Rl A, RI P, retention indices in the polar column (DB5-MS) and in the polar column (HP-INNOWAX)
respectively

a= compounds ordered according to the elution order in the column DB5-MS

b= average percentage calculated based on the % of area of the peaks reported in the column DB5-MS and
HP-INNOWAX o

RI Ref., references: °ref, °ref, 'ref, ref, "ref 'ref, 'ref, ¥ref, 'ref, Mref, "ref, Pref, Iref.

*= Sum of compounds identified in both columns

NI: not identified
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Chemical components of the essential oil
of B latifolia reported in previous
investigations differ about the percentage
with the reported in this study. In some
studies report to the y-curcumene
(12.2%) [7] or to the germacrone (41,3%)
[8] as majority components in comparison
with the obtained results in present
investigation in which, the majority
compound is the limonene (38.71%). The
variability can be attributed to the
different physical or phenology stage in
which the plant is distilled, to the harvest
period of and to the vegetative cycle.
Other factors that affect directly the
chemical composition are the altitude of
the plant or to different environmental
conditions of the habitat as supply of
water, light or temperature [11-12]
besides can be consider that it be
different isotypes.

Table 3. Minimal inhibitory concentration (MIC)
for the evaluated fungi

Minimal Inhibitory concentration (ug/mL)

Oils Tm Tr
BL111 125 31,25
BL 112 125 31,25
BL 113 62,5 31,25
BL121 125 31,25
BL 122 125 31,25
BL 123 125 31,25
BL 131 62,5 31,25

L 133 125 31,25

Itraconazole; positive  controls 100%
inhibition (7,81pg/mL)

Tm: T. Mentagrophytes (ATCC 28185)
Tr: T rubrum (ATCC 28188)

MIC values Gram-positive bacterium and
Gram-negative bacterium is of 1000
pg/ml. The obtained results of the
antifungal CMI are shown on the table 3.
The CMI for oils BL 113 and BL 131, for
the fungi T. Mentagrophytes (ATCC
28185) is of 62.5 pg/ml; unlike the rest
oils that inhibit the growth of the same
microorganism to a concentration of 125
pg/ml. The CMI for T. rubrum (ATCC
28188) is of 31.25 pg/ml in all the oils.
According to Holetz classification [13] the
concentration that oil inhibits the growth
to is good. It has reported antifungal
activity of essential oil of B. latifolia
against A. fumigatus (ATCC 204305)
(157.4 ug/ml) [3] but has not been
possible to find investigations with the
strains evaluated in this study, and these
are responsible for various superficial
mycoses worldwide [14].

CONCLUSIONS

A total of 28 compounds were indentified,
10 of them were identified in both
columns, the majority component is the
limonene (38.71%); the oil did not show
activity with the bacterium evaluated, but
it showed activity with the fungi T.
Mentagrophytes (ATCC 28185) and T
rubrum (ATCC 28188), this finding is
important given that these fungi are
responsible  for various superficial
mycoses therefore a possible application
of this oil could be this level.
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l. FIN, PROPOSITO, Y COMPONENTES DEL PROYECTO

1.1Fin del Proyecto

La presente investigacion aportara al estudio del aceite esencial de Baccharis
latifolia, de esta manera se contribuye al estudio de la flora aromatica de la

Zona Sur del Ecuador.
1.2Propésito del Proyecto

Determinar las propiedades fisicoquimicas y evaluar la actividad biolégica del

aceite esencial de B. latifolia de la Provincia de Loja.
1.3Componentes del Proyecto

1. Obtener el aceite esencial de B. latifolia

2. Determinar los porcentajes de humedad y de rendimiento de la especie
en estudio.

3. Determinar las propiedades fisicas del aceite esencial: densidad e indice
de refraccion.

4. Identificar la composicidbn quimica mediante Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG-MS) y acoplada al Detector de
lonizacion de Llama (CG-FID).

5. Evaluar la actividad antibacteriana y antifGngica usando métodos de

microdilucion.

1.4 Hipotesis del proyecto

1.4.1 Actividad bioldgica

Hi: Los aceites esenciales presentan actividad antibacteriana y antifungica.

Ho: Los aceites no presentan actividad antibacteriana y antifungica
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1.5Disefio Estadistico

Debido a que el objetivo central del proyecto es contribuir al conocimiento y
comparacion de los datos, se realizO un disefio estadistico de las tres
destilaciones de cada recoleccion de la especie, asi para los datos de
humedad, de rendimiento y cromatografia se calculé la media aritmética,
desviacion estandar y coeficiente de variacion, los mismos calculos se

realizaron para los datos obtenidos de las propiedades fisicas.

Destilacion 1

Primera

Ra Destilacion 2
recoleccion

~ ——

Destilacién 3 \ DETERMINACION DE
Destilacion 1 ‘ LA Cg::? P?ELCION
MICA,
Baccharis W Segunda { Destilacién 2 l PROPIEDADES
latifolia . FISICAS Y ACTIVIDAD
Destilacién 3 B|0|.CI)G|CA

Destilacion 1 ‘

Tercera recoleccion Destilacion 2 ‘

-

Destilacion 3

Figura 1. Parametros desarrollados en la presente investigacion
Elaboracion: El Autor
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Il. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.
2.1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales constituyen un recurso invalorable por su potencialidad
farmacoldgica que hace necesario estudiarlas ante la demanda de nuevos
farmacos." Actualmente la medicina tradicional estd siendo en muchos
aspectos complementada por la medicina natural existiendo una gran demanda
de este tipo de plantas, de los aceites esenciales y de otros productos
procedentes de las mismas.? En el Ecuador existen alrededor de 3118 especies
pertenecientes a 206 familias usadas con fines medicinales y se sabe que el
75% de ellas son plantas nativas. La familia Asteraceae es una de las cinco
familias que presenta un mayor nimero de especies usadas en el Ecuador con
fines medicinales.? Las plantas de uso tradicional ofrecen posibilidades para la

busqueda de principios bioactivos o Etnomedicina.*

Se define a un aceite esencial o esencia como una mezcla de sustancias
organicas volatiles, pertenecientes a diferentes clases de compuestos, como:
hidrocarburos, ésteres, aldehidos, alcoholes, fenoles y sus derivados, lactonas;
todos son productos de largas cadenas, los llamados metabolitos secundarios
de las plantas como resultado del metabolismo vegetal. Los compuestos de un
aceite esencial no se relacionan directamente con el proceso de fotosintesis,
respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas, asimilaciéon de
nutrientes, formacion de carbohidratos, los cuales hacen parte del metabolismo

primario de la planta, sino que forman parte de su metabolismo secundario.>®

'Soejarto D, Gyllenhaal Ch (1997). Informacién etnomédica en el descubrimiento y desarrollo farmacéutico. Libro de
Restmenes VI Congreso ltalolatinoamericano de Etnomedicina. Guatemala: Sociedad Italo-latinoamericana de
Etnomedicina.
Schroeder, M.A., Lépez A.E. y Martinez G.C. (2004). “Resultados Preliminares del Analisis Foliar de Lippia alba (Mill.)
N.E. Brown, Pluchea Sagittalis (Lamb) cab.,Petiveria alliace L. y Ocimun Selloi Benth”. En Comunicaciones Cientificas
¥Tecnolégicas, Universidad Nacional del Nordeste, A-035. .

De la Torre, L; Navarrete, H; Muriel, P; Macia, M; Balsle, H (2008). Enciclopedia de las Plantas Utiles del Ecuador.
Herbario QCA & Herbario AAU. Quito & Aarhus, p.p. 105-114.
“Albado E, Saez G, Ataucusi G, (2001), Composicién quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de
Origanumvulgare (orégano);Rev Med Hered 12 (1).
*Minami, K. (1999). “Relatorio do Estagio Supervisionado Produgéo Vegetal-ll: manejo e producdo de plantas
medicinais e aromaticas”. Universidad de Sdo Paulo, Escuela Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Departamento
de Produccion Vegetal.
®Bandoni, A (2000). Los recursos vegetales aromaticos en Latinoamérica, su aprovechamiento industrial para la
produccion de aromas y sabores. Argentina: Red de Editoriales Universitarias, p.p. 29-43, 94- 96, 149-171, 197-232.
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La composicibn quimica de una esencia puede variar en la época de
recoleccion, el lugar geografico, o0 pequefios cambios genéticos.
Aparentemente estas sustancias no parecen tener una funcién directa sobre el
crecimiento y desarrollo de la planta pero se sabe que si ejercen la funcion de
autodefensa, atraccién de polinizadores, y regulan los procesos de evaporacion

de agua.’

Todos los érganos de una planta pueden contener esencia, tales como hojas,
tallos, flores y frutos, asi como también en diferentes érganos celulares. Es asi
como los aceites de menta y lavanda se localizan en pelos glandulares,
mientras que el aceite de la pimienta se ubica en las células modificadas del
parénquima. De igual forma, el aceite de rosa y jazmin se encuentra en las
flores; el aceite de menta y eucalipto en las hojas; el alcanfor en los lefios; el de

los citricos en los frutos; etc.®

Los aceites esenciales poseen algunas propiedades fisicoquimicas muy
destacables entre ellas estan: la volatilidad, inestabilidad ante la luz y el
oxigeno, ante la presencia de agentes oxidantes y reductores, medios con pH
extremos, 0 trazas de metales que pueden catalizar reacciones de
descomposicion. Otra propiedad de los constituyentes de una esencia son sus
variabilidades estructurales, lo que permite generar por semisintesis
estructuras novedosas. En cuanto a sus solubilidades, tienen la particularidad
de que, si bien son solubles en medio no polar, también suelen tener una
solubilidad alta en etanol, lo que es ampliamente explotado en la elaboracién
de fragancias y extractos hidroalcohdlicos para las industrias farmacéutica y
cosmeética. También se destaca la propiedad de refractar la luz polarizada, que
es aprovechada para su control de pureza, ya que cada aceite presenta un
indice de refraccidon caracteristico. También los aceites esenciales presentan

un poder rotatorio particular, debido a que algunos de sus compuestos

Taiz, L, Zeiger, E. Plant Physiology. 32 Ed. Sinauer Associates Inc, Publisers: Massachusetts 2002, pp.: 171-192, 285-
291.
®Dudareva N; Pichersky E; Biology of Floral Scent. Taylor & Francis Group: New York: 2006, pp.: 55-71

~6~
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quimicos son Opticamente activos. En cuanto a la densidad, se caracterizan por

ser menos densos que el agua, excepto algunas esencias, como la de clavo.®

Los aceites esenciales se utilizan en la industria farmacéutica para la obtencion
de diversos principios activos (anetol, eugenol) o como excipientes y
aromatizantes en la preparacion de jarabes, suspensiones, elixires y otras
formas farmacéuticas. Asi mismo, en la industria de la alimentacion, licoreria y
confiteria se suelen utilizar como aromatizantes. En perfumeria y cosmética los
aceites esenciales son utilizados ampliamente. El empleo en perfumeria es
muy importante debido, evidentemente, a las cualidades olfativas de los aceites
esenciales. Ello implica que sean incorporados en un sin numero de
composiciones: desde perfumes para aguas de colonia hasta fragancias para
detergentes de ropa. En cuanto a su empleo en cosmética es, asi mismo,
importante y se basa en las funciones especificas que algunas esencias
presentan sobre la piel, ademas del uso como aromatizante en diferentes
preparaciones cosméticas. En relacion directa con los aceites esenciales ha
surgido la denominada aromaterapia, que es una disciplina dentro de la
medicina natural que emplea béasicamente aceites esenciales en sus

tratamientos.*°

Es conocida la actividad antibacteriana, antifingica, antiséptica, antioxidante y
como relajante del sistema nervioso central de algunos aceites esenciales, de

ahi las posibles aplicaciones industriales de estas sustancias.™

Muchos compuestos presentes en aceites esenciales obtenidos de diferentes
plantas, tales como: fenoles, flavonoides y otros polifenoles actian contra
reconocidas bacterias patégenas. Los estudios farmacoldgicos de los aceites

esenciales estan basados en las propiedades antioxidantes, antiinflamatoria,

°Chemat F, Lucchesi M; Fauretto L; Colnaghi G; Visioni F (2006). Microwave-accelerated steam distillation of essential
oil fronm lavender: A rapid, clean and environmentally approach. Appl. Catal., A, Vol: 555, pp.:157-160.

% gpez L (2004), Los aceites esenciales, Aplicaciones farmacoldgicas, cosméticas y alimenticias, Vol: 23, Num: 7, pp.:
88-89.

"Acevedo, A; Castafieda, M; Blanco, K; Cardenas, C; Reyes, J; Kouznetsov, V; Stashenko, E (2007). “Composicion y
Actividad Antioxidante de Especies

~7 ~
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antifingica y antimicrobiana, a través de pruebas especificas como las pruebas
de actividad bioldgica."

A las especies que contienen flavonoides se les atribuye varias propiedades
farmacoldgicas, y el uso medicinal extendido de la familia Asteraceae, muy
probablemente se encuentre vinculado a la presencia y actividad biolégica de
estos compuestos y otros compuestos fendlicos, que normalmente suelen
poseer. Los estudios farmacoldgicos realizados sobre parte de los
componentes quimicos, o bien sobre los exudados completos, de algunas
plantas de la familia Asteraceae han demostrado principalmente, actividad anti-
inflamatoria, antioxidante, anti-microbiana y anti-fUngica, ademas de las

digestivas, hepaticas y renales mas conocidas. *3

2.2. ANTECEDENTES

Desde la antigiiedad hasta hoy en dia se viene haciendo uso de la medicina
tradicional con la finalidad de suplir las necesidades médicas y de salud con
una cifra no menor al 80% segun la OMS a nivel mundial. Este hecho es muy
claro sobre todo en paises en via de desarrollo, y Ecuador no es una

excepcion.'

El Ecuador cuenta con centenares de plantas medicinales, aquellas que
nuestros pueblos aborigenes utilizan con fines médicos. Durante siglos estas
plantas han sido empleadas en forma empirica y en la actualidad han llamado
la atencidon de los investigadores a fin de descubrir los posibles principios
activos que justifiqguen los usos terapéuticos. Si bien la flora del Ecuador ha
sido estudiada desde hace tiempo, la investigacion fitoquimica es mas bien

escasa. Ecuador hoy en dia es uno de los paises con una amplia biodiversidad,

?Baratta M (1998). Chemical composition, antimicrobial and antoxidative activity of laurel, sage, rosemary, oregano
and coriander essential oils. Journal of Essential oils research; Vol.: 16: 618-627.

®Abad, M; Bermejo P (2008); Baccharis (Compositae).A review update, Department of Pharmacology, Faculty of
Pharmacy, University Complutense.

“Chaudhury R, ( 1992). Herbal Medicine for Human Health. World Health Organization, Regional Office for South-East
Asia, pp.: 87

~8~
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existiendo aun grupos indigenas que aun mantienen sus practicas

ancestrales.®

La region sur del Ecuador dentro de la cual se encuentra ubicada la provincia
de Loja posee una gran variedad de plantas arométicas, y muchas de ellas
pertenecen a la familia Asteraceae, que es una de las familias que presenta un

mayor nimero de especies usadas en el Ecuador con fines medicinales.?

Las plantas de la familia Asteraceae llaman la atencion de los investigadores
no solo por su gran diversidad botanica, su abundante y amplia distribucion en
todo el mundo, sino también por sus variables usos medicinales; es asi que
muchas de estas especies han sido utilizadas para el tratamiento de algunas
dolencias como la reduccion de la flema, el alivio de la tos, energizante,
circulacion de la sangre, parar el dolor, la induccién de la diuresis, como

antihelmintico, antiinflamatorio, agentes estomacales.*®

B. latifolia se utiliza en forma de decocciones de hojas y forma parte de la
medicina tradicional de América del Sur para el tratamiento del reumatismo,
enfermedades del higado, heridas y Ulceras. Esta especie presenta un amplio
uso medicinal dentro de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe. A la

especie en estudio se la conoce con el nombre local de chilca larga.™*®

Dentro de las diversas lineas de investigacion del IQA (Instituto de Quimica
Aplicada), de la Universidad Técnica Particular de Loja, se encuentra
desarrollando algunos estudios en aceites esenciales dentro del proyecto:
“Evaluacion de la flora aromatica del Sur del Ecuador”. Con la finalidad de

contribuir a tales estudios se ha venido desarrollando la presente investigacion:

'® Naranjo, P., Escaleras, R., (1995). La Medicina Tradicional en el Ecuador. Corporacién Editora Nacional, Quito, pp.:
192

® De la Torre L, Navarrete H, Muriel P, Macia M, Balsle H (2008). Enciclopedia de las Plantas Utiles del Ecuador.
Herbario QCA & Herbario AAU. Quito & Aarhus, pp.: 105-114.

'® Martinez M, Bessa A, Bermejo P, 2007, Biologically active substances from the genus Baccharis L. (Compositae),
Studies in Natural Products Chemistry, Vol.: 30; pp.: 703

“Cavender A, Albanz M (2009).The use of magical plants by curanderos in the Ecuador highlands.Journal of
Ethnobiology and Ethnomedicine, Ciencias de la Salud, Universidad Estatal de Bolivar, Guaranda, Ecuador.

®Tene, et al (2007).An ethnobotanical survey of medicinal plants used in Loja and Zamora-Chinchipe, Ecuador, Journal
of Ethnopharmacology pp.: 63-81
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“Determinacion fisicoquimica y evaluacion de la actividad biologica del aceite

esencial de Baccharis latifolia (Asteraceae) de la provincia de Loja”.

Muchos estudios en el mundo se han realizado con los aceites esenciales
obtenidos de diferentes plantas clasificadas como medicinales; la intencion de
estos estudios ha sido diferente en el sentido de buscar compuestos que
inhiban el crecimiento ya sea de bacterias, hongos, virus o parasitos, en
alimentos, en aguas residuales, o también para ser utilizados como

medicamentos.*®?°

En esta investigacion se realizé un estudio fisicoquimico del aceite extraido de
la especie; también se llegbé a evaluar la actividad biologica de este producto
frente a cepas bacterianas y fungicas usando el método de microdilucion en
placa. Con en el desarrollo de este estudio se pretende contribuir al
fortalecimiento de la Industria de los aceites esenciales en Ecuador y abrir las

puertas para los diferentes usos industriales que se le puede dar al aceite.

®Delaquis P; Stanich K; Girard B; Mazza E (2002). G. Antimicrobial activity of individual and mixed fractions of dill,
cilantro, coriander and eucalyptus essential oils. International Journal of Food Microbiology Vol.: 74: pp.: 101-109.
®Benkeblia N (2004). Antimicrobial activity of essential oil extracts of various onions (Allium cepa) and garlic (Allium
sativum) Lebensm.-Wiss. U.-Technol. Vol.: 37: pp.: 263-268

~10 ~



Baccharis latifolia

I‘:otografia 1. Baccharis latifolia
Fuente: Herbario “PPN-UTPL”
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Género: Baccharis

Especie: Baccharis latifolia
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Sinbnimos

Molina latifolia Ruiz & Pav., Baccharis floribunda Kunth, Baccharis polyantha
Kunth, Baccharis riparia Kunth, Baccharis polyanthafo. Genuina Hieron.,
Baccharis polyanthavar. Macrophylla Hieron., Vernoniao tavalensis Gilli.

Altitud

1000- 4000 m

Distribucion
Azuay, Bolivar, Cafiar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Loja, Napo,
Pichincha, Sucumbios Tungurahua.

Descripcion botanica

Arbusto lefioso que alcanza 3 m de alto, hojas alternas laminas lanceoladas de
9-12 cm x 2-3.5 cm. Inflorescencia cimosa en capitulos. Fruto aquenio con

abundante papus apical de color crema.?
Usos terapéuticos

Esta especie es utilizada en forma de infusiones en la medicina tradicional de
América del Sur para el tratamiento de reumatismo, dolores hepéaticos, heridas

y Ulceras.'®

21Jorgensen P, Ledn S, Catalogue of the Vascular Plants of Ecuador, 1999, St. Louis, Missouri, pg: 269

18Tene, et al (2007).An ethnobotanical survey of medicinal plants used in Loja and Zamora-Chinchipe, Ecuador, Journal
of Ethnopharmacology p.p. 63-81
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Enfermedades Infecciosas

La enfermedad infecciosa es un estado patolégico, que surge como
consecuencia de una agresion de patégenos al organismo humano y la
respuesta inmune del mismo fundamentalmente relacionada con las

caracteristicas genéticas, propias del sujeto y del agente.

Las enfermedades infecciosas estan determinadas por agresiones de
microorganismos, que se multiplican en el sujeto y mecanismos inmunolégicos
que tratan de controlarlos. El organismo que es agredido reconoce y organiza
Su respuesta, actuando con todos sus mecanismos, para eliminar las noxas.
Los agentes patdgenos pueden ser reunidos, por sus caracteristicas comunes
y/o especiales en grupos y los mismos interactian con el sujeto de diversas

maneras.

Las bacterias, son células con vida independiente y con capacidad de
reproducirse, que se caracterizan por presentar en su estructura los dos acidos
nucleicos. Poseen enzimas y proteinas complejas, estructuras especializadas
asi como una membrana celular que los separa del mundo circundante.
Provocan cuando infectan al hombre lesiones localizadas o generalizadas de
tipo inflamatorio acompafiadas de destruccion parenquimatosa.

Los hongos son seres unicelulares levaduras o pluricelulares, cuyos tejidos se
agrupan en filamentos, formados por conjuntos de hifas llamados micelios.
Tienen paredes celulares rigidas y absorben los nutrientes del hospedador,
transmiten su material genético en reproduccion sexuada o asexuada y pueden

dividirse en compartimentos especiales.

Tienen gran capacidad de adaptarse a los cambios, como saproéfitos colonizan
al hombre o actian como patdégenos oportunistas. En los inmunocompetentes
las lesiones se autolimitan. El uso indiscriminado de antibiéticos de amplio

espectro y corticoides los favorece®

> Antoni S, Raimondo O (2005). Clinica de enfermedades Infecciosas, Facultad de Medicina de la UNT, Tucaman
Argentina.
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La resistencia a multiples sustancias es un problema de salud publica que se

viene observando a nivel mundial después de la aparicion de los antibiéticos.*

Segun estudios epidemiolégicos, Ameérica Latina se encuentra entre las
regiones con mas alta incidencia de brotes nosocomiales producidos por
bacterias que presentan resistencia a multiples antibioticos. También en los
altimos afios se ha visto un interés marcado por evidenciar la presencia de
mecanismos de resistencia cruzada tanto para antisépticos y desinfectantes
como para antibidticos. La creciente demanda de alternativa a los antibioticos,
junto a la aparicion de algunas enfermedades ligadas a infecciones
bacterianas, ha puesto de relieve el potencial de los extractos vegetales y en
especial de algunos de sus aceites esenciales como agentes antibiéticos.*

Bacterias Gram Positivas

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia médica.
Desde hace muchos afios se le ha reconocido como uno de los principales
agentes patdégenos para el humano. S. aureus forma parte de la familia
Microccocaceae, género Staphylococcus, el cual contiene més de 30 especies
diferentes y muchas de éstas son habitantes naturales de la piel y las
membranas mucosas del hombre. Es un coco gram-positivo, no movil. S.
aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una amplia
gama de enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos
localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis. Es causante de
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la
principal causa de infecciones nosocomiales. En la actualidad las cepas de S.
aureus tienen un amplio rango de resistencia a los antibidticos y se pueden

encontrar cepas resistentes y multirresistentes.?

2 Cabrera C, Gomez R, Zuiniga A(2007), La resistencia de bacterias a antibidticos, antisépticos y desinfectantes una
manifestacion de los mecanismos de supervivencia y adaptacion, Colombia Medica; Vol.: 38: 149-158

24 . . . . L. . . .
Zekaria D (2007). Los aceites esenciales una alternativa a los antimicrobianos, Laboratorios Calier.

> Bustos J, Hamdan A, Gutiérrez M. (2006). Staphylococcus aureus: la reemergencia de un patégeno en la

comunidad, Revista Biomédica, Vol.: 17: 287-305
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La mayoria de las especies de Enterococcus son miembros importantes de la
flora normal del tracto gastrointestinal y del tracto genital femenino,
Enterococcus fecalis, puede ser un patdgeno oportunista y causar vaginosis
bacteriana. En los ultimos afios se ha desarrollado un interés creciente por el
género Enterococcus, debido a la mayor incidencia de infecciones hospitalarias

graves que provoca, asi como la resistencia a diversos agentes microbianos.*

Figura 2. A) S. aureus, B) E. fecalis
Fuente: Tortora, 2007

Bacterias Gram Negativas

Escherichia coli es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un
microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patégenas y

causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea.?

El género Proteus pertenece a la tribu Proteaecus de la familia
Enterobacteciaceae. P. vulgaris es una especie perteneciente a este género y
que junto a P. penneri han sido reconocidos como agentes etiologicos de
distintos procesos infecciosos, tales como infeccion urinaria, infeccién

quirdrgica, neumonias, bacteriemias, septicemias e infecciones oOticas. Asi

*®Guevara J, Césares A, Valencia E. (2000). Significado clinico de la presencia de Enterococus en secrecion vaginal,
Anales de la Facultad de Medicina, Universidad Mayor de San Marcos, Vol.: 2000, N°3: 223-226

27Rodriguez G, Angeles M. (2002). Principales caracteristicas y diagnostico de los grupos patdégenos de Escherichia
coli, Revista de Salud publica de México, Vol.: 44, N5,
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mismo, varios estudios mostraron la creciente implicancia del género en
infecciones nosocomiales. P. vulgaris presenta resistencia a ampicilina y

cefalotina.?®

Klebsiella pneumoniae es un microorganismo patdogeno oportunista
colonizador de piel y mucosas de pacientes hospitalizados que pueden
presentar infecciones invasoras como bacteriemias o septicemias. Usualmente
las manos contaminadas del personal son el vehiculo responsable de brotes
epidémicos. Esta bacteria es uno de los principales microorganismos

causantes de infecciones intrahospitalarias.?

Pseudomona aeruginosa es un microorganismo causante de diferentes tipos
de infecciones nosocomiales y constituye un serio problema en las instituciones
de salud, causando cuadros muy graves que incluyen bacteriemia,
endocarditis, neumonia, meningitis, infecciones del tracto genitourinario y otras.
Esta bacteria presenta una resistencia intrinseca a diversos antimicrobianos:
algunos [ lactamicos, aminoglucdsidos, y mas recientemente a algunas

quinolonas como la cilostina.*

El género Salmonella esta constituido por bacilos cortos gram-negativos no
esporoformadores, anaerobios facultativos, estrechamente relacionados
morfolégica vy fisiolégicamente con los otros géneros de la familia
Enterobacteriaceae. Las bacterias pertenecientes a este género son causantes
de un amplio numero de manifestaciones clinicas en los seres humanos como
son fiebres entéricas, gastroenteritis, bacteriemia, infecciones localizadas, y

estado de portador crénico.*

*Castro S, et al (2006). Comparacion de diferentes métodos para identificar las especies del género Proteus, Revista
Argentina de Microbiologia. Vol.:38: 119-124

*’Andrade V, Silva J (2004). Carcterizacién de Klebsiella Pneumoniae productora de la B-lactamasa SHV-en una
unidad de cuidados intensivos, Revista de Salud Publica México, Vol.: 46, N. 6

30Battle Maria, et al (2005). Meningitis bacteriana y Pseudomonas aeruginosa: a proposito de un caso, Revista Cuvana
Médica; Vol.: 57: 3

3 Uribe C, Suarez M. (2006). Salmonelosis no tifoidea y su transmision a través de alimentos de origen aviar, Colombia
Médica; Vol.: 37: 151-158
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Figura 3. A) E. coli, B) P. vulgaris C) K. pneumoniae, D) P. aeruginosa, E) S. typhi
Fuente: Tortora, 2007

Dermatofitosis

Las dermatofitosis son micosis superficiales causadas por hongos que tienen la
capacidad de invadir tejido queratinizado como la piel, el pelo y las ufias del
hombre y algunos animales. Las dermatofitosis son las micosis mas comunes a
nivel mundial. Las dermatofitosis son también llamadas “tifias”, y segun la
topografia se clasifican en tifia de la cabeza, tifia del cuerpo, tifia de la mano,

tifa de los pies, tifia de la ingle, tifia del area del pafial y tifia de las ufias.

Las dermatofitosis por Trichophytum rubrum se consideran las micosis
superficiales mas frecuentes en el mundo occidental. T. rubrum es un
dermatofito antropoéfilo que ha sido frecuentemente encontrado en infecciones

de pie, ingle y ufias principalmente.

Se han descrito dos cepas diferentes de T. rubrum. La cepa granular se
caracteriza por colonias planas que carecen de micelio aéreo, y semejan polvo
de azucar. La cepa aterciopelada es la mas comun, con micelio aéreo
algodonoso, blanco o beige, como “colas de conejo”. El reverso de la colonia
suele tener un color rosado-rojo, pero en ocasiones puede ser amarillo-marrén,

rojo-vino o violeta e, incluso, pueden carecer de pigmento.

Trichophytum mentagrophytes es otro de los agentes causales de

dermatofitosis mas frecuente. Se caracteriza por presentar un crecimiento
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relativamente rpido. Presentan dos tipos de colonias: algodonosas o
granulares. Las variantes algodonosas son inicialmente blancas, pero pueden
tornarse de color crema o acre con la madurez. Las variantes granulares
producen colonias planas que se diseminan con una superficie granular gruesa.

Al comienzo las colonias son blancas o amarillo intensas, pero después se

32-33

tornan de color acre o castano.

Figura 4. Microfotografia y esquema la produccion de conidios de: A) T. rubrum y B) T. mentagrophytes
Fuente: Koneman, 2008

*Hernandez A, Carbajal P, Fernandez R, Arenas R (2007). Dermatofitosis por Trichophyton rubrum. Experiencia de 10
afos (1996-2005) en un servicio de dermatologia de un hospital general de la Ciudad de México, Rev. Iberoamericana
de Micologia, Vol: 24: 122-123

#¥Winn, Allen. Janda, Koneman, Procop, Schreckenberger, Woods, Diagnéstico Microbiolégico, Sexta edicion, Editorial
Médica Panamericana, 2008, pp.: 1140-141.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

La presente Investigacion se desarrollé bajo el siguiente esquema:

/' N
Recoleccion y
manejo pos cosecha
del material vegetal

7 ™
Extraccion del
aceite esecial

s N
Determinacién de
la composicion
guimica

"
Determinacion
de la
propiedades
fisicas

-
Determiancion de
la actividad
bioldgica

Figura 5. Esquema del desarrollo de la Investigacion.
Elaboracién: El autor.
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3.1. Recoleccion y manejo pos cosecha del material vegetal

3.1.1. Recoleccion de la materia vegetal

Se llevd a cabo la recoleccion del material fresco de la partes aéreas de B.

latifolia en el sector de “Las Totoras” barrio perteneciente al Cantén Calvas de

la Provincia de Loja. Para la identificacion taxonomica de la especie se tomo

como referencia el Herbario de la U.T.P.L. La planta fue identificada por el Ing.

Vladimir Morocho.

Provincia de Loja

560000 580000 600000 620000 640000 660000 680000 700000 720000 740000
0620000 F?\/ﬁ 9620000
9800000 VA ?} 4600000
9580000 \“\ f\/wﬂ\‘i: 0580000
9560000 f‘ /q A 9560000 Tipos de vegetacién
\\ \H -BUSDUEDE NEBLINAMONTANO
[]B0SQUE SEMIDECIDUO MONTAND BAJO
[ IMATORRAL SECO MONTAND
; [ Provincia de Loja
Py Al 0540000
9540000 |/\ /,)- h=d ’/
9520000 f bis latifolia t 9520000
)/\'
9500000 “ 4500000
N
/ W E
9430000 \f’ 9480000
560000 530000 600000 620000 640000 660000 680000 700000 720000 740000 g

40000 0 40000

80000

Figura 6: Zona de estudio de la especie B. latifolia
Elaboracién: El autor
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La especie fue colectada en estado de floracién y una vez colectada se le
traslado hasta el laboratorio de Ingenieria de Procesos para su tratamiento pos
cosecha y posterior destilacion. Se realizaron en total 3 recolecciones distintas

con un intervalo de tiempo de 15 dias entre una y otra recoleccion.

Fotografia 2. Recoleccion de la especie
Elaboracion: El autor.

3.1.2. Tratamiento pos cosecha del material vegetal

El tratamiento pos cosecha del material recolectado se llevd a cabo con la
finalidad de eliminar impurezas, materia de la planta que se encuentre
deteriorada ya sea que esté putrefacta o seca y que podria interferir en
nuestros resultados, posteriormente procedimos a cortar la materia vegetal con
el fin de lograr pequefias partes de la misma y hacer que la superficie de
contacto con el vapor en el momento de la destilacion sea mayor, esto nos

permitira obtener un mayor rendimiento.
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Fotografia 3. Tratamiento pos cosecha del material vegetal
Elaboracién: El autor.

3.1.3 Extraccién del aceite esencial

Para hacer las destilaciones correspondientes se realizaron tres recolecciones
distintas, con un intervalo de 15 dias entre una recoleccion y otra; de cada
recoleccion se hicieron tres destilaciones distintas; se determiné los
rendimientos y la humedad de cada destilacion para posteriormente tener datos
comparativos entre una destilacion y otra. (Ver anexo ).

Los aceites esenciales se obtuvieron a partir de 2800 g., de las partes aéreas
de la especie. La extraccion se llevd a cabo empleando un equipo de
destilacion tipo Clevenger; estos equipos tienen en su parte interna una placa
perforada donde se coloca el material vegetal a destilar, por debajo de esta
placa se coloca agua que una vez que llegue al punto de ebullicion el vapor
circula por el material vegetal y va arrastrando los componentes volatiles que
forman parte del aceite esencial de la planta. El vapor formado pasa por un
condensador donde es condensado y la mezcla de aceite y agua es
recolectada en un florentino, donde se separan por diferencia de densidades,

de esta manera se obtiene el aceite esencial.
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Fotografia 4. Extraccion del aceite esencial
Elaboracién: El autor.

Una vez hecha la destilacién procedimos a recoger el aceite en probetas y se
mide el volumen exacto del aceite esencial obtenido. Culminado este paso se
almacend el aceite en frascos ambar herméticamente cerrados y debidamente
etiquetados conjuntamente con el volumen y fecha de destilacion.
Posteriormente los aceites se almacenaron en refrigeraciéon a menos 4 grados
centigrados para evitar la degradacion del aceite por parte de la luz ya que sus

componentes son muy volatiles.
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Fotografia 5. Recoleccion y almacenamiento del aceite esencial
Elaboracién: El autor.

3.2 Determinacion de las propiedades fisicas

Se determinaron las siguientes propiedades:

3.2.1. Determinacién de la densidad

Una de las caracteristicas fisicas que se puede determinar es la densidad del
aceite esencial. En cuanto a ello se sabe que los aceites esenciales se
caracterizan por ser menos densos que el agua, excepto algunas esencias

como la del clavo.®

La determinacidbn de la densidad permite algunas veces, hacer ciertas
deducciones acerca de la composicion de las esencias. Asi, los aceites
esenciales que presentan densidades menores de 0.9 g/cm son ricos en

hidrocarburos, alcoholes, ésteres y cetonas, algunos ejemplos son los aceites

Bandoni, A (2000). Los recursos vegetales aromaticos en Latinoamérica, su aprovechamiento industrial para la
produccién de aromas y sabores. Argentina: Red de Editoriales Universitarias, pp.: 29-43, 94- 96, 149-171, 197-232.
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esenciales de naranja, limén, romero, trementina y coriandro, entre otros. Por
otra parte, aquellos aceites que tienen densidades mayores de 1.0 g/cm
contienen principalmente fenoles o sus derivados y ciertos ésteres aromaticos.
La densidad de un aceite esencial no es constante porque depende de la
planta de la cual se obtuvo, del método de extraccién, purificacion, tiempo y
modo de almacenamiento.

La determinacion de la densidad del aceite esencial se realiz6 segun la norma
ANFOR NF T 75 — 111 (ver anexo lll), para lo cual se hizo uso de un
picnémetro de 1ml, un termémetro y una balanza analitica.

Fotografia 6. Determinacion de la Densidad Relativa. A) Picnébmetro con agua; B) Picnémetro con aceite
Elaboracion: El autor

3.2.2. indice de refraccién

La propiedad que tienen los aceites de refractar la luz polarizada es una
caracteristica particular aprovechada para su control de pureza, ya que cada
aceite presenta un indice de refraccion caracteristico. De la misma manera los
aceites esenciales presentan un poder rotatorio particular, debido a que

algunos de sus compuestos quimicos son épticamente activos.®

34GL’JENTHER, E.The Essential Oils. Volumen I: History — Origin in plants production — Analysis, Litton Educational,
New York, 1948, pp.: 241-244

Bandoni, A (2000). Los recursos vegetales aromaticos en Latinoamérica, su aprovechamiento industrial para la
produccién de aromas y sabores. Argentina: Red de Editoriales Universitarias, p.p. 29-43, 94- 96, 149-171, 197-232
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El valor del indice de refraccion para la mayoria de aceites esenciales varia
entre 1.43 y 1.61 a 20°C. La mayoria presentan indices de refraccion menores
de 1.47, poseen un alto porcentaje de hidrocarburos terpénicos o compuestos
alifaticos. Por el contrario, un indice de refraccion mayor de 1.47, indica la
posible presencia de compuestos alifaticos oxigenados.* La determinacién del
indice de refraccion se hizo utilizando un refractbmetro ABBE segun la norma
AFNOR NF T 75 — 112 (ver anexo 1V).

Fotografia 7. Determinacion del indice de refraccion. A) Muestra del aceite; B) Lectura
Elaboracion: El autor

3.3. Identificaciéon de componentes quimicos

La respectiva identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de
B. latifolia se hizo mediante la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas CG-MS y al Detector de lonizacién de Llama CG-
FID.

34GUENTHER, E.The Essential Oils.Volume I: History — Origin in plants production — Analysis, Litton Educational, New
York, 1948, pp.: 241-244
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3.3.1 Cromatografia de Gases (CG)

3.3.2 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de masas (CG-
MS)

La identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de B. latifolia
por Cromatografia de Gases acoplado a la Espectrometria de Masas (CG-MS)
se hizo mediante un Cromatdgrafo de Gases Agilent y la obtencion de los
espectros de cada compuesto individual. Las respectivas inyecciones se
realizaron en las columnas capilares DB-5MS (5%-Fenil-metilpolisiloxano) y
HP-INOWAX.

El equipo que se utilizé para hacer los respectivos analisis fue un Cromatégrafo
de Gases Agilent serie 6890N, acoplada a un espectrometro de masas Agilent
serie 5973 Inert, dotado con un sistema de datos MSD-Chemstation D.01.00
SP1, cuenta con un inyector automéatico split/splitless serie 7683, y acoplado a

un detector de ionizacion de llama.

Fotografia 8. Cromatdgrafo de Gases Agilent 6890N
Elaboracion: El autor
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En la tabla 1 se detallan las caracteristicas de las columnas capilares que se
usaron para las inyecciones cromatogréaficas

Tabla 1.Caracteristicas de las columnas capilares

CARACTERISTICAS DE LAS COLUMNAS CAPILARES

Columna Temperatura (°C)  Pelicula(um) Diametro Interno (mm) Longitud(m)
DB-5MS 325 0,25 0,25 30
HP-INOWAX 260 0,25 0,35 30

Fuente: Proveedores
Elaboracién: El autor

La identificacion de los componentes quimicos presentes en las muestras del
aceite esencial de B. latifolia en el CG-MS y CG-FID se desarrollé6 bajo el

siguiente esquema:
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Preparacion de
las muestras

Corrida cromatografica de
los  hidrocarburos y
posteriormente de la
muestras en las columnas
DB-5MS-MS y HP INNOWAX
en el detector de
espectrometro de masas

Obtencién
Cromatogramas

=
de

/ Determinacion
de los IK vy

analisis de

espectros
masas

los

de

N
Analisis
cualitativo

Corrida cromatogréfica\
de los hidrocarburos vy
posteriormente de la
muestras en las
columna DB-5MS y HP
INNOWAX en el
detector FID

-

S
Analisis
cuantitativa

Figura 7. Esquema para la identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial.

Elaboracién: El autor
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3.3.2.1 Preparacion de las muestras

Para la preparacion de los aceites esenciales para las inyecciones
cromatograficas se realizd6 una disolucion de 990 pl de diclorometano grado
HPLC y 10 pl de aceite en un vial, se prepararon 9 disoluciones con los 9
aceites obtenidos y se hicieron las respectivas corridas cromatograficas.

Fotografia 9. Preparacién de la muestras de los aceites esenciales para las inyecciones cromatogréaficas
Elaboracion: El autor

3.3.2.2 Corrida cromatografica de las muestras en la columna DB-5MS.

Para realizar las respectivas corridas cromatograficas se usaron algunos
parametros operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras del aceite
esencial de B. latifolia (figura 8). También se realizd la inyeccion de una
muestra de hidrocarburos de C10 (decano) a C25 (pentacosano),
comercialmente conocido como TPH-6RPM de CHEM SERVICE bajo los
mismos parametros operacionales en los que se inyectaron los aceites, éstos

se utilizaran posteriormente para realizar el célculo de los indices de Kdvats.
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COLUMNA

-Columna capilar DB-5MS, modelo Agilent 122-5532
0.25mm * 30m * 0.25um

-Temperatura méaxima: 350 °C
-Flujo constante

-Flujo inicial: 0,9 ml/min.
-Presidn inicial: 6,49 psi

-Velocidad promedio: 35 cm/seg.

Qesién de salida: vacio

/INYECTOR (SPLIT-SPLITLESS)
-Modo (Split)
-Radio de particion: 50:1

-Temperatura inicial: 250 °C

-Gas: Helio

DETECTOR
Espectrémetro de masas

-Temperatura del detector: 250 °C

-Gas:Nitrégeno

Figura 8. Condiciones de operacién del CG-MS en la columna DB-5MS.

Elaboracién: El autor

~32 ~

HORNO
Temperatura inicial: 50°C
Temperatura final: 210 °C

-Gradiente de temperatura: 2,5
0C/min




Universidad Fécnica Particular 2e Loja

3.3.2.3. Corrida cromatogréafica de las muestras en la columna HP-
INNOWAX

Para realizar las respectivas corridas por cromatografia de gases acoplado a la
espectrometria de masas CG-MS usando la columna polar (HP-INNOWAX) se
trabajo bajo las condiciones operacionales que se indican en la figura (9),
ademas se hizo la inyeccion de hidrocarburos de C10 (decano) a C25
(pentacosano), bajo los mismos parametros operacionales en los que se
inyectaron los aceites, éstos se utilizaran posteriormente para realizar el calculo
de los indices de Kovats.

/o M
/ COLUMNA \

-Columna capilar HP-INNOWAX, modelo
Agilent 19091N-133

-Temperatura maxima: 270 °C
-Flujo constante

-Flujo inicial: 0,9 ml/min.
-Presidn inicial 5,80 psi

-Velocidad promedio: 28 cm/seg.

., . . |
Q’eswn de salida: vacio /

I/iNYECTOR (SPLIT-SPLITLESS) ™,
-Modo (Split)
-Radio de particion: 50:1

-Temperatura: 250 °C
\ -Gas: helio

A N
DETECTOR
Espectrémetro de masas

-Temperatura del detector:
250 °C

-Gas: Helio

4 N

| HORNO ‘
Temperatura inicial: 50°C
Temperatura final: 220 °C

-Gradiente de temperatura:
2,5 °C/min

Figura 9. Condiciones de operacién del CG-MS en la columna HP-INNOWAX.
Elaboracién: El autor
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3.3.2.4 Obtencion de cromatogramas

El cromatograma muestra el tiempo que eluyé cada soluto con solventes y las
areas de los picos sefalan cuanto hay de cada componente. La identidad del
soluto que produce cada pico puede determinarse al comparar su ubicacion

con una base de datos de compuestos conocidos.*

Para la obtencion de los cromatogramas se realizd el andlisis del aceite
esencial de B. latifolia mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.
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Figura 10. Cromatograma tipico del aceite esencial de B. latifolia
Elaboracion: El autor

3.3.2.5 Determinacién de los indices de Kévats

El indice de retencion o indice de Kdvats relaciona el tiempo de retencion de un
soluto con los tiempos de retencidn de los alcanos lineales. Para determinar los
indices de kdvats se inyectd una muestra que contenia una mezcla de n-

alcanos (C10-Cys), los resultados se interpretan mediante la comparacion de los

3 Jones A, Principios de Quimica, “Los caminos del descubrimiento”, Tercera edicion, Editorial médica Panamericana,
2002, pp.: 327
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valores de retencidon calculados con los valores publicados en la literatura

mediante la siguiente férmula:*°

Tk =1001 + 100 w Ure — )

(f.-?_w —Ip )

nn

Dénde:

IK= Indice de retencién de Kovats
n= NUmero de &tomos de carbono en el n-alcano

tRx= Tiempo de retencion del compuesto analizado, que eluye en el centro de

n-alcanos.
tRn= Tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado.

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

analizado.
3.3.2.6 Analisis de los Espectros de Masas

Un espectro de masas es un gréafico de barras en el que la altura de las barras
corresponde a la cantidad relativa de un i6bn determinado representado como
una funcién de la relacién masa/carga. El espectro de masas de un compuesto
organico indica que aquel compuesto estd integrado por varias especies

moleculares distintas de diferentes combinaciones de is6topos naturales.*’

3.3.2.7 Identificacion cualitativa de los componentes quimicos del aceite

esencial con base en los Indices de Kovats y los espectros de masas

El analisis cualitativo en Cromatografia de Gases se basa en la comparacion
de los tiempos de retencién de los picos desconocidos, con los tiempos de
retencidon de compuestos conocidos, separados en la misma columna y bajo las

mismas condiciones experimentales. Cuando se mantienen constantes las

36Adams R . Identification of Essentials oil components by gas chromatography/mass spectroscopy. Carol Stream,
Illinois, USA .Allured Publishing Corporation; 1995

37Jones A, Principios de Quimica, “Los caminos del descubrimiento”, Tercera edicién, Editorial médica Panamericana,
2002, pp.: 327
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condiciones de operacion, los tiempos de retencién o volumen de retencién son
caracteristicos de cada componente para una determinada fase liquida, y se

pueden utilizar para identificar la muestra.*’

Para la identificacién de los compuestos quimicos del aceite esencial de B.
latifolia se determinaron los indices de Koévats de los picos detectados en la
columna DB-5MS, y luego se analizo los espectros de masas de los mismos y
se hizo una comparacion del espectro del pico con los propuestos en la libreria
WILLEY. Se realiza la comparacion de los indices de Kovats obtenidos

experimentalmente en las dos columnas con los reportados en la literatura.

3.3.3 Cromatografia de Gases acoplada al Detector de lonizacion de Llama
(CG-FID)

El Detector de lonizacion de Llama (FID) se basa en la conductividad eléctrica
de los gases. A temperatura y presion normales, los gases se comportan como
aislantes, pero si en su interior existen atomos o moléculas cargadas
eléctricamente, o electrones libres, se produce un incremento en la

conductividad.

Llama

I 4 Y — )
! E Amplificador
| P
D Registrador
Aire —»- —|—+ Ho
)
A

Efluente de la columna

Figura 11. Detector de lonizacion de llama (FID)
Fuente: Hernandez (2002)

El Detector de lonizacion de Llama representado en la figura (11), consiste en

un guemador en el que se produce una llama de hidrégeno, la cual origina muy

37Jones A, Principios de Quimica, “Los caminos del descubrimiento”, Tercera edicién, Editorial médica Panamericana,
2002, pp.: 327
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pocos iones. Sin embargo, la energia térmica de la llama es suficiente para
ionizar muchas moléculas, con lo que aumenta la conductividad eléctrica a
través de los compuestos de la llama. Entre el extremo del mechero y un
segundo electrodo colector de iones se aplica un potencial de unos cientos de
voltios, midiéndose la intensidad de la corriente originada por la ionizacién de la
llama, la cual difiere de la representada por el gas portador y de la originada
por una gran variedad de sustancias. Como las corrientes originadas son muy

pequefias (=102 A), es necesaria la correspondiente amplificacion.>®

Se realiza la comparacion de los cromatogramas obtenidos por Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas con los obtenidos por
Cromatografia de Gases acoplada al Detector de lonizacion de Llama con la
finalidad de determinar si el porcentaje relativo obtenido en ambos detectores

presentan diferencias

Especificacién de los parametros usados en el cromatdégrafo de gases
acoplado al FID.

Las muestras se prepararon de la misma forma que las muestras analizadas

por Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas
3.3.3.1 Corrida Cromatografica en la columna HP-INNOWAX.

Las condiciones operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras de
aceite esencial de B. latifolia por Cromatografia de Gases acoplado al Detector
de lonizacién de Llama CG-FID usando la columna polar HP-INNOWAX se

indican a continuacion:

*® Herandez L, Gonzalez C, “Introduccién al Andlisis Experimental” Editorial Ariel S.A, Primera Edicién, 2002, pp.: 378-
379
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-Columna capilar

COLUMNA

HP-INNOWAX/FID
Agilent 1901 N-133, de 0,25mm*30mm*0,25um

-Temperatura méaxima : 270 °C
-Flujo constante

-Flujo inicial: 0,9ml/min

-Presidn inicial: 11.10psi
-Velocidad promedio: 24cm/seg.

-Presion de salida: ambiente

-

-

\‘*.

modelo de

INYECTOR (SPLIT-SPLITLESS)
-Modo (Split)

-Radio de particion: 50:1
-Temperatura: 250 °C

-Gas: Helio

DETECTOR
-lonizacién de llama

-Temperatura del detector: 260 °C

-Gas portador: Nitrégeno

Figura 12. Condiciones de operacién del CG-FID en la columna HP-INNOWAX

Elaboracién: El autor
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3.3.3.2 Corrida cromatografica en la columna DB-5MS

Las condiciones operacionales bajo los cuales se inyectaron las muestras de
aceite esencial de B. latifolia por Cromatografia de Gases acoplado al Detector
de lonizacion de Llama CG-FID usando la columna apolar DB-5MS se indican a

continuacion:

/- N\

f COLUMNA

-Columna capilar DB-5MS-FID modelo de Agilent
1222-5532, de 0,25mm*30mm*0,25um

-Temperatura maxima : 350 °C
-Flujo constante

-Flujo inicial: 0,9ml/min
-Presidn inicial: 11.10psi
-Velocidad promedio: 24cm/seg.

-Presidn de salida: ambiente

N

7 ™
| INYECTOR (SPLIT-SPLITLESS)
-Modo (Split)
-Radio de particion: 50:1
-Temperatura: 250 °C
-Gas: Helio
- N
DETECTOR

-lonizacion de llama

-Temperatura del detector:
260 °C

-Gas portador: Nitrégeno
N - A
HORNO |

-Temperatura inicial: 50 °C

-Temperatura final: 210 °C

-Gradiente de temperatura 2,5
0C/min.

Figura 13. Condiciones de operacion del CG-FID en la columna DB-5MS
Elaboracién: El autor
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3.3.4 Comparacién de los cromatogramas obtenidos en CG-MS con los
obtenidos en CG-FID

Una vez que se ha obtenido los cromatogramas en CG-MS y en CG-FID se
procedié hacer una comparaciéon con el fin de determinar si el porcentaje
relativo de cada compuesto identificado en ambos detectores distan entre ellos

y Si existe alguna variabilidad.

3.3.5 Determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial de

B. latifolia

Después de ser identificados cualitativamente los componentes quimicos del
aceite esencial por CG-MS se realiza la determinacion del porcentaje
correspondiente a cada componente quimico en funcion del area de cada pico

cromatografico tanto en GC-MS como en GC-FID.

3.4 Determinacion de la actividad biolégica del aceite esencial de B.

latifolia
3.4.1 Microorganismos de prueba

Para realizar las pruebas de actividad biolégica se emplearon 5 cepas Gram
negativas: Pseudomona aeruginosa ATCC® 27853, Klebsiella pneumoniae
ATCC® 9997, Proteus vulgaris ATCC® 8427, Escherichia coli ATCC® 25922 y
Salmonella Typhimurium LT2; 2 cepas Gram positivas: Enterococcus faecalis
ATCCV® 29212 y Staphylococcus aureus ATCC® 25923. De la misma manera
se emplearon dos hongos esporulados: Trichophyton mentagrophytes ATCC®
28185 y Trichophyton rubrum ATCC® 28188.

3.5 Pruebas antimicrobianas
3.5.1 Métodos de microdilucién en caldo
3.5.1.1 Preparacion del aceite

Para la disolucion del aceite para las pruebas de microdilucion en caldo se

utilizé6 20 pL del aceite esencial concentrado, diluidos en 980 pL de Dimetil
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sulfoxido (DMSO), cabe mencionar que ésta dilucion es la misma para CMI

antibacteriano y CMI antifangico.
3.5.1.2 Preparacién del cultivo bacteriano (overnight)

El cultivo overnight se prepar6 a partir de los microorganismos que se
encuentran en reserva criogénica a -80°C. Los medios de cultivo y las
condiciones de incubacion para cada microorganismo utilizado se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo y condiciones de incubacién para las bacterias utilizadas

Condiciones de
Incubacion

Microorganismos Medio de cultivo

P. aeruginosa

K. pneumoniae

P. vulgaris

E. coli

S. tiphy

E. faecalis

S. aureus

Caldo Triptisoya
Caldo Triptisoya
Caldo Muller
Hinton
Caldo Triptisoya
Caldo Nutritivo
Oxoid
Caldo Infusion

Cerebro-Corazén

Caldo Triptisoya

37°C por 14-16 h

37°C por 14-16 h

37°C por 14-16 h

37°C por 14-16 h

37°C por 14-16 h

37°C por 14-16 h

37°C por 14-16 h

Fuente: Proveedores
Elaboracién: El autor

3.5.1.3 Preparacion de la suspensién de los in6culos
Bacterianos

Del cultivo overnight realizado 24 horas antes de realizar las pruebas

correspondientes se tomaron 150-300 yuL en 7 mL de suero fisiologico estéril,
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ajustando el indculo a una concentracion equivalente a 0,5 en la escala de Mac
Farland, de ésta suspension tomamos 140 pL e inoculamos en 6,86 mL de
Caldo Muller Hinton ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10° ufc/mL. 100
uL de ésta suspension se usan para completar a 200 uL el volumen final de la
placa de cultivo, de esta manera se ajusta la poblacién bacteriana a 5x10°

ufc/mL.
Hongos Esporulados

Se prepard la suspension a partir de las cepas en reserva criogénica
mantenidas a -80°C tomando de ésta 14 uL en 7 mL de Caldo Sabouroud;
posteriormente 100 pL de ésta suspension se usaron para completar a 200 pL
el volumen final de la placa de cultivo, de ésta manera se ajusta la poblacién

fungica a 5x10* esporas/mL.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de incubacién para los hongos utilizados

Hongos Medio de cultivo Cond|C|on_e§ de
esporulados Incubacion

T. mentagrophytes Caldo Sabouraud 28°C por 24-72

T. rubrum Caldo Sabouraud 28°C por 24-72

Fuente: Proveedores
Elaboracion: El autor

3.5.1.4 Procedimiento
Para bacterias:

Las pruebas se realizaron en placas de 96 pocillos mediante dilucion doble
seriada de la siguiente manera: colocamos 180 pL de caldo Muller Hinton al
primer pocillo y 100 pL a todos los demés pocillos restantes, luego se adiciona
20 pL del aceite (20 mg/mL) a probar, en el primer pocillo y mezclamos. Se
realiza diluciones seriadas tomando 100 pL del primer pocillo y diluyendo con
100 pL del pocillo siguiente y se continla este procedimiento hasta obtener 8
diluciones consecutivas. Se sigue el mismo procedimiento para el control de

esterilidad (180 pL caldo + 20 pL extracto) control negativo (180 pL caldo + 20
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puL DMSO) como para el control positivo (180 pL caldo + 20 uL Gentamicina® a
1000 ppm).

Luego de preparada la placa se inocularon todas las columnas con 100 pL de
la suspensién del in6culo a excepcion de los controles de esterilidad,
completando a un volumen final de 200 pyL en la placa de cultivo, de esta
manera se ajusta tanto la poblacién bacteriana a 5x10° ufc/mL, asi como la
concentracion final del extracto de 1000 a 8 ug/mL. Se sella las placas e

incubamos a 37°C por un periodo de 18-24 horas.
Para hongos:

Se sigue el mismo procedimiento de dilucion seriada aplicada variando
Unicamente ciertos parametros: en hongos esporulados la concentracion final
del inéculo 5x10* esporas/mL, concentracién final del aceite de 1000 a 0,5
png/mL en la que se realiza diluciones seriadas hasta obtener 12 diluciones
consecutivas y el control positivo que se emplea una solucién de 1 mg/mL de
Itraconazol. Se incuban las placas a 28°C y se monitorea el crecimiento hasta

las 96 horas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Determinacién de humedad

En la tabla 4 se muestra el promedio, desviacion estandar y coeficiente de
variacion de los porcentajes de humedad obtenidos de las tres destilaciones de

cada recoleccion.

Tabla 4.Promedio (X ), desviacion estandar (o), y coeficiente de variacion (CV) para el porcentaje de humedad (%

Humedad)
RECOLECCION 4 G cv
1 62,67 2,08 0,03
2 62,63 4,93 0,07
3 61,33 6,03 0,09

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El autor

Haciendo una comparacion entre los promedios de las tres recolecciones
realizadas se puede observar que el promedio de humedad mayoritario
corresponde para la primera recoleccion (62,67%), y el menor para la tercera
recoleccion (61,33%); la variabilidad que se da en estos resultados se puede
atribuir a las diferentes condiciones climaticas que precedieron para cada

recoleccion.
4.2Determinacion del rendimiento

En la tabla 5 se detallan los rendimientos obtenidos de las tres destilaciones

hechas para cada recoleccién en relacion al peso/volumen.
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Tabla 5.Rendimiento en % (p/v) de las tres destilaciones hechas para cada recoleccién

Recoleccion Destilaciones
1 2 3

2880 2880 2880 P (g)

1 7 7 7,8 V (mL)
0,24 0,24 0,27 R (%)
2000 2000 2000 P (g)

2 4 39 6 V (mL)
0,20 0,19 0,30 R (%)
2880 2880 2880 P (g)

3 55 6 7.8 V (mL)
0,19 0,20 0,27 R (%)

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El autor

En la tabla 6 se indica el promedio, desviacién estandar y coeficiente de
variacion de los porcentajes de rendimiento obtenidos de las tres destilaciones

de cada recoleccion.

Tabla 6.Promedio (K ), desviacién estandar (o), y coeficiente de variacion (CV) para los porcentajes de rendimiento

(% R)
RECOLECCION X G cv
1 0,25 0,01 0,07
2 0,23 0,06 0,26
3 0,22 0,04 0,19

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El autor

El rendimiento de los aceites esenciales fue calculado en relacion al
peso/volumen; el promedio de rendimiento mayoritario que se obtuvo fue para
la primera recoleccion (0,25%), y el menor fue para la tercera recoleccion
(0,22%). Existen diferentes factores por los cuales se ve afectada el
rendimiento de los aceites esenciales, se puede mencionar que el contenido de
humedad; el habitat de la planta, la época de recoleccion, son algunos de los

factores que afectan directamente al rendimiento de los aceites esenciales.*

39Guzmém S, Cardozo R, Garcia V (2004). Desarrollo agrotecnoldgico de Lippia alba (Miller) N.E.Br ex Brittony Wilson,
Guillermo de Ockham. Vol.: 7: 201-215.
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4.3 Determinacion de las propiedades fisicas del aceite esencial

El aceite esencial de B. latifolia es un liquido viscoso a temperatura ambiente y

en refrigeracion; presenta una coloracion amarillenta y un olor citrico-dulce.
4.3.1 Determinacion de la densidad

En la tabla 7 se detallan los valores de la densidad de la mezcla de los tres

aceites para cada recoleccion, con un promedio de 0,931 g/mL.

Tabla 7. Densidad relativa de la unién de los tres aceites de cada recoleccion

RECOLECCION Densidad
1 0,918
2 0,949
3 0,927

X = 0,931 g/mL

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El autor

4.3.2 Determinacion del indice de refraccion
En la tabla 8 se detallan los valores promedios de los indices de refraccién de los tres
aceites obtenidos de cada recoleccion; dando un promedio general de 1,487.

Tabla 8. Promedio ( b ) del indice de refraccion de los tres aceites
obtenidos de cada recoleccion

RECOLECCION x
1 1,480
2 1,490
3 1,490
¥ = 1,487

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El autor

~ 47 ~



Wniveridad Sécnica Particular de Si%a

4.4 Compuestos quimicos del aceite esencial de B. latifolia

La determinacion de los compuestos quimicos del aceite esencial de B. latifolia
por CG-MS, tanto en la columna DB-5MS y HP-INNOWAX se basé en la
comparacion de los espectros de masas con los espectros de la base de datos
Wiley 7n.1 del equipo

El aceite esencial se compone principalmente de monoterpenos Yy
sesquiterpenos. Un total de 28 compuestos fueron determinados
correspondiendo al 93,53% y al 91,08% en la columna DB5-MS y a la columna
HP-INNOWAX respectivamente, 10 compuestos fueron determinados en

ambas columnas.

Los compuestos mayoritarios identificados son: limonene (38,71%); sabinene
(10,28%); p-dihydroagarofuran (8,81%); [(-pinene (6,99%); y-curcumene
(6,43%); no definido (5,36%); a-pinene (5,44).

En la tabla 9 se detalla la composicion quimica del aceite esencial de B.
latifolia; se indican los indices de Kévats tanto experimentales como los
reportados en la literatura, también se muestra el porcentaje promedio relativo
para cada compuesto en las dos columnas DB-5MS y HP-INNOWAX para las
tres recolecciones, y se muestra el promedio, desviacién estandar y coeficiente

de variacion de los porcentajes relativos obtenidos.
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Tabla 9-C0mposicién quimica del aceite esencial de B. latifolia.

% CANTIDAD RELATIVA
Pico Compuestos DB5 HP-INNOWAX DBSb HP-INNOWAX DB5 HP-INNOWAX
# IKA® | IKA™ | IKP | IKP™ | 111 121 | 131 | 111 | 121 | 131 T c cv T c cv
1 a-thujene 937 931° - - 0,38 | 0,30 0,25 - - - 0,31 0,07 0,21 - - -
0,36 0,07 6,28 0,82 0,13
1,95 0,19 19,48 | 3,03 0,16
1,42 0,20 8,44 0,26 0,03
0,39 0,27 2,04 0,47 0,23
2,41 0,06 25,42 1,67 0,07
7 trans-B-ocymene 1043 1050° - - 0,37 | 0,19 - - - - 0,28 0,13 0,45 - - -
8 aromadendrene 1468 | 1458% | 1462 | 1458° 0,60 - 0,79 | 0,73 | 1,53 - 0,70 | 0,13 | 0,19 1,13 | 0,57 | 0,50
9 Y-terpinene 1054 1059' - - 0,34 | 0,21 0,25 - - - 0,27 0,07 0,25 - - -
10 a-terpinolene 1080 1088° - - 0,22 - 0,23 - - - 0,23 0,01 0,03 - - -
11 terpinen-4-ol 1176 1177¢ 1260 | 1272° 0,41 | 0,25 0,31 0,71 0,52 - 0,32 0,08 0,25 0,62 0,13 0,22
12 B-elemene 1382 1391" - - 0,62 | 0,28 0,73 - - - 0,54 0,23 0,43 - - -
13 B -caryophyllene 1409 1419° 1591 | 1594% 1,11 | 1,92 1,88 2,08 3,74 2,92 | 1,64 0,46 0,28 2,91 0,83 0,28
14 a-curcumene 1474 1483° - - 0,63 | 0,99 - - - - 0,81 0,25 0,31 - - -
|15 | Yourcomene | 1471 | s | - | - | s;l7as | - | - | - | - |ess |02 |o1s | - | - | -
16 bicyclogermacrene 1485 1517 - - 0,33 - 0,49 - - - 0,41 0,11 0,28 - - -
17 B-bisabolene 1501 1509° 1726 | 1714® 0,22 - 0,32 2,00 0,74 0,89 | 0,27 0,07 0,26 1,21 0,69 0,57
|18 | p-diydroagarofuran | 1525 | asot | - | - | saa| - Jmas| - | - | - [ss |47 |osa - |
19 6-cadinene 1509 1524° 1764 | 1749® 0,50 | 0,78 0,54 5,07 8,34 6,85 | 0,61 0,15 0,25 6,75 1,64 0,24
20 a-bisabolol 1680 1701’ - - 0,25 0,65 - - - 0,45 0,28 0,63 - - -
21 chromolaenin 1721 1728™ - - 0,65 | 0,93 - - - - 0,79 0,20 0,25 - - -
10220 i ileificado M V6510 1 V2SI s 760 4 260 (0706 WAz NS SSEIS 36| 149 | 028 | 416 | 086 | 021
23 azulen-2-ol,1,4-dimetil- 1760 1767" - - 1,81 | 2,18 3,34 - - - 2,44 0,80 0,33 - - -
24 germacrene D - - 1673 | 1705% - - - 0,54 0,64 0,81 - - - 0,66 0,14 0,21
25 caryophyllene oxide - - 2080 | 20688 - - - - 0,75 0,59 - - - 0,67 0,11 0,17
26 no identificado - - 1793 - - - 5,91 - 5,01 - - - 5,46 0,64 0,12
27 no identificado - - 2080 - - - 3,11 - 7,42 - - - 5,27 3,05 0,58
28 p-cymene - - 1174 | 1214° - - - 0,36 0,75 0,64 - - - 0,58 0,20 0,34
Total* | 93,53% 91,08%

IK A, IK P, indices de kévats en la columna polar (DB5-MS) y en la columna polar (HP-INNOWAX) respectivamente
a= Compuestos ordenados de acuerdo al orden de elucion en la columna DB-5MS
b=Porcentaje promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna DB5-MS para cada recoleccién (111-121-131)

c= Porcentaje promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna HP INNOWAX-MS

*= sumatoria del % de la cantidad relativa encontrada en la columna DB-5-MS y HP INNOWAX-MS
£ =promedio del % de la cantidad relativa encontrada en la columna DB-5-MS y HP INNOWAX-MS

o= desviacion estandar del % de la cantidad relativa encontrada en la columna DB-5-MS y HP INNOWAX-MS

CV=coeficiente de variacion del % de la cantidad relativa encontrada en la columna DB-5-MS y HP INNOWAX-MS
IK Ref., referencias: %ref, éref, fref, 9ref, "ref ,iref, iref, kref, 'ref, ™ref, "ref, Pref, ref.

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El autor
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Investigaciones previas acerca de la composicion quimica del aceite esencial
de diferentes especies del género Baccharis han reportado una variedad de
componentes tales como sabinene, limonene, a-pienene, B-pinene, (E)-
nerodiol, a-muurolol, isocaryophyllene, 3-caryophyllene, caryophyllene oxide, 3-
salinene, terpinen 4 ol, a-thujene, sphatulenol, cumenol, germacrene-D, y

carvacrol.*°

En una investigacion realizada acerca de la composicién quimica del aceite
esencial de B. latifolia en dos columnas una apolar (HP-5MS) y otra polar (AT-
WAX) por CG-MS reportan 16 compuestos de los cuales el mayoritario es el y-
curcumene en un porcentaje del 12,2%,* en comparacién con los resultados
obtenidos en la presente investigacion en la que el compuesto mayoritario es el
limonene en un porcentaje de 38,71%. De igual forma en una investigacion
previa acerca de la composicién quimica del aceite esencial de la especie en
estudio reportan: germacrone (41.3%), limonene (23.6%), a-thujene (10.9%), a-
pinene (6.3%), y-elemene (4.3%) y verboccidentafurane (5.6%), como
componentes mayoritarios,** en comparacién con los resultados que hemos
obtenido en la que los componentes mayoritarios son: limonene (38,71%);
sabinene (10,28%); [B-dihydroagarofuran (8,81%); B-pinene (6,99%); V-
curcumene (6,43%); no definido (5,36%), a-pinene (5,44). Como se puede
apreciar los resultados obtenidos en esta investigacion acerca de la
composicidon quimica del aceite de B. latifolia con los resultados de
investigaciones previas como las expuestas anteriormente, difiere tanto

cualitativa como cuantitativamente.

Se sabe que la composicién quimica de un aceite esencial viene determinada

genéticamente, pero puede variar segun distintas condiciones ambientales del

40Malizia R, Cardell D, Molli J, Gonzalea S, Guerra P, Grau R (2005). Volatile constitutuens of leaf oils from the genus
Baccharis. Part I: B. racemosa (RuisetPav.) DC and B. linearis(RuisetPav.) Pers. Species from Argentina Journal of
Essential Oil Research, Vol.:17: 103-106.

41Rojas J, Velasco J, Rojas L, Diaz T, Carmona J, Morales A (2007), Chemical Composition and Antibacterial Activity of
the Essential Oil of Baccharis latifolia Pers. and B. prunifolia H. B. &K. (Asteraceae), Natural Product Communications
Vol.: 2 (12):200

42Loayza I, Abujder D, Aranda R, Jakupovic J, Collin G, Deslauriers H, Jean F. (1995) Essential oils of Baccharis
salicifolia, B. latifolia and B. dracunculifolia. Phytochemistry, Vol.: 38: 381-389.
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habitat de la planta como suministro de agua, luz o temperatura.**Otros

factores que explican la variabilidad en la composicion quimica de un aceite

esencial son el estado fisico o fenologico en el que se destila la planta, el

periodo de cosecha y el ciclo vegetativo.**

En la figura 14 se detalla la comparacion de los cromatogramas en CG-MS de

acuerdo a las tres destilaciones de cada recoleccion; a) 111; b) 121; c) 131.
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Figura 14. Comparacion de los cromatogramas en CG-MS de acuerdo a las tres destilaciones de cada recoleccion; a)
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Elaboracion: El autor
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Como se puede apreciar en la figura 14 donde se realiza una comparacion de
los cromatogramas de las tres destilaciones realizadas para cada recoleccion
en CG-MS se observa que existe una diferencia en cuanto a la abundancia de
los picos lo que nos indica una variabilidad cuantitativa de los compuestos
identificados en cada destilacion. Las condiciones como temperatura y flujo de
agua para el proceso de destilacién que se usaron en esta investigacion no son
las mismas para una destilacion y otra, dado que éste no es un método
validado en el laboratorio y éste podria ser uno de los factores principales para

gue existan diferencias en cuanto a porcentajes de compuestos.

En la figura 15 se muestran los cromatogramas de la especie B. latifolia en la
columna DB5-MS de cada recoleccién; a) 111; b) 121; ¢) 131
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Figura 15. Cromatogramas de la especie B. latifolia en la columna DB5-MS de cada recoleccién; a) 111; b) 121; c) 131
Elaboracion: El autor
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En la figura 16 se muestran los compuestos mayoritarios del aceite esencial de
la especie B. latifolia de cada recoleccion (111-121-131).

35 A

30 A

25 A

20 - mBL111

15 mBL121

BL 131

10 A

Figura 16. Compuestos mayoritarios del aceite esencial de B. latifolia.
Elaboracion: El autor

Como se aprecia en la figura mostrada anteriormente en la que se compara el
porcentaje de la cantidad relativa de los componentes mayoritarios de las tres
destilaciones de cada recoleccion, se presenta una variacién cuantitativa entre

los componentes presentes de los aceites extraidos

4.5 Proporcion relativa de los componentes del aceite esencial

En la tabla 10 se muestra una comparacion entre los porcentajes de los
compuestos identificados en DB-5MS-MS con los porcentajes dados en DB-
5MS-FID; la misma comparacion se hace en la tabla 11 con la columna
HPINNOWAX-MS Y HPINNOWAX-FID
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Tabla 10. Comparacion entre los porcentajes de los compuestos identificados en la columna DB-5MS-MS vy los

detectados en DB-5MS-FID.

% CANTIDAD RELATIVA DB-MS Y DB5-FID"

Pi;o COMPUESTO? 111 121 131 PROMEDIO®
FID MS FID MS FID MS FID MS
1 a-thujene 0,29 0,38 0,34 0,3 0,263 0,25 0,30 0,31
2 a-pinene 4,85 5,84 6,45 5,32 | 5,305 5,15 5,53 5,44
3 sabinene 11,95 | 11,88 14,6 10,85 | 10,96 8,1 12,50 10,28
4 B-pinene 11,60 | 8,49 9,31 6,84 | 8,273 5,66 9,73 6,99
5 myrcene 1,94 1,62 2,07 1,71 | 1,598 1 1,87 1,44
6 limonene 41,15 | 40,33 45,7 39,85 | 32,87 | 35,94 39,91 38,71
7 trans-B-ocymene 0,14 0,37 0,2 0,19 - - 0,17 0,28
8 aromadendrene 0,35 0,6 - - - 0,79 0,35 0,70
9 Y-terpinene 0,46 0,34 0,38 0,21 | 0,246 0,25 0,36 0,27
10 a-terpinolene 0,27 0,22 - - 0,562 0,23 0,42 0,23
11 terpinen-4-ol 0,63 0,41 1,11 0,25 0,65 0,31 0,80 0,32
12 B-elemene 0,48 0,62 0,24 0,28 | 0,738 0,73 0,49 0,54
13 B —caryophyllene 1,21 1,11 1,26 1,92 | 1,317 1,88 1,26 1,64
14 a-curcumene 0,56 0,63 0,41 0,99 - - 0,49 0,81
15 Y-curcumene 4,78 5,71 6,85 7,15 - - 5,82 6,43
16 bicyclogermacrene 0,65 0,33 - - 0,422 0,49 0,54 0,41
17 B-bisabolene 0,25 0,22 - - 0,316 0,32 0,28 0,27
18 B —dihydroagarofuran 4,81 5,44 - - 11,35 12,18 8,08 8,81
19 6-cadinene 0,40 0,50 0,33 0,78 | 0,422 0,54 0,38 0,61
20 a-bisabolol 0,36 0,25 - 0,685 0,65 0,52 0,45
21 chromolaenin 0,36 0,65 0,93 0,93 - - 0,64 0,79
22 no identificado 4,18 4,76 3,96 4,26 6,75 7,06 4,96 5,36
23 azulen-2-ol,1,4-dimetil- 1,42 1,81 1,11 2,18 | 1,089 3,34 1,21 2,44
Total* 96,90 93,53

a= Compuestos ordenados de acuerdo al orden de elucién en la columna DB-5MS-MS
b=Porcentaje promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna DB-5MS-MS y DB-
5MS-FID para las tres recolecciones (111-121-131)
c= Porcentaje promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna DB-5MS-MS y DB-

5MS-FID

*= sumatoria del promedio del % de la cantidad relativa de las tres recolecciones en las columnas DB-5MS-MS y DB-

5MS-FID

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El autor
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Tabla 11. Comparacion entre los porcentajes de los compuestos identificados en la columna HPINNOWAX-MS vy los
detectados en HPINNOWAX-FID

% CANTIDAD RELATIVA HPINNOWAX-MS Y

HPINNOWAX-FID"

Pi;o COMPUESTO’ 111 121 131 PROMEDIO®
FID MS FID MS | FID MS FID MS

1 a-pinene 5,45 6,07 5,15 559 | 6,15 7,18 5,45 6,07
2 sabinene 20,3 | 20,75 | 20,4 | 21,66 | 15,3 | 16,02 20,3 20,75
3 B-pinene 7,15 8,74 8,14 | 8,28 8,2 8,31 7,15 8,74
4 myrcene 2,18 2,21 3,21 241 | 1,14 1,51 2,18 2,21
5 limonene 24,2 | 23,54 | 25,2 | 26,75 | 25,4 | 25,96 24,2 23,54
6 aromadendrene 0,65 0,73 1,1 1,53 - - 0,65 0,73
7 terpinen-4-ol 0,53 0,71 0,48 0,52 - - 0,53 0,71
8 B -caryophyllene 1,85 2,08 3,15 3,74 | 2,56 2,92 1,85 2,08
9 B-bisabolene 1,53 2,00 0,53 0,74 0,7 0,89 1,53 2,00
10 6-cadinene 5,15 5,07 8,15 8,34 | 6,15 6,85 5,15 5,07
11 no identificado 3,14 4,77 3,2 3,55 - - 3,14 4,77
12 germacrene D 0,45 0,54 0,45 0,64 0,6 0,81 0,45 0,54

13 caryophyllene oxide - - 0,65 0,75 0,42 0,59 - -
14 no identificado 5,28 5,91 - - 4,85 5,01 5,28 5,91
15 no identificado 2,84 3,11 - - 7,3 7,42 2,84 3,11
16 p-cymene 0,25 0,36 0,45 0,75 | 0,57 0,64 0,25 0,36
Total* 85,26 91,08

a= Compuestos ordenados de acuerdo al orden de elucion en la columna DB-5MS
b=Porcentaje promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna HPINNOWAX-MS y
HPINNOWAX-FID para las tres recolecciones (111-121-131)
c= Porcentaje promedio calculados en base al % de area de los picos reportados en la columna HPINNOWAX-MS y
HPINNOWAX-FID
*= sumatoria del promedio del % de la cantidad relativa de las tres recolecciones en las columnas HPINNOWAX-MS y
HPINNOWAX-FID

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El autor

4.6Espectros de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de B.

latifolia

A continuacién se presentan los espectros de los compuestos mayoritarios del

aceite esencial de B. latifolia.
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Figura 16. Espectros de los compuestos mayoritarios.
Elaboracion: El autor
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4.7Pruebas antimicrobianas

La resistencia a multiples sustancias es un problema de salud publica que se
viene observando a nivel mundial después de la aparicion de los antibiéticos. El
uso indiscriminado de los antibiéticos y la presion selectiva ambiental realizada
por antisépticos y desinfectantes ha generado una respuesta de supervivencia
en los microrganismos, que los capacita para evadir con eficiencia la accion
bactericida de algunos agentes.?® La biodiversidad vegetal ofrece alternativas
antibacterianas; algunas especies con excelentes resultados, debido a sus
constituyentes quimicos. En recientes estudios se ha demostrado la actividad

antibacteriana de diversos aceites esenciales.®

Los aceites esenciales poseen notables propiedades antibacterianas, los
estudios que se hacen hoy en dia sobre la actividad antimicrobiana de algunos
aceites esenciales se han concentrado en microrganismos patégenos para el
hombre; considerando la infinidad de compuestos presentes en un aceite
esencial, es muy probable que su actividad antibacteriana no sea atribuible a
un mecanismo especifico, diferencias estructurales en la pared celular de las
bacterias gram-positivas y gram-negativas hacen variar la bioactividad de un

aceite esencial.?*

4.7.1. Concentracién minima inhibitoria (CMI) para bacterias

Los resultados obtenidos para las bacterias con las cuales se ha evaluado la
actividad de los aceites muestran una CMI de 1000 pg/mL. Segun la

clasificacion de Holetz,*®

una CMI 1000 de pg/mL se la clasifica como una
actividad muy débil o nula, de modo que podemos mencionar que los aceites
evaluados no tienen ninguna actividad a la concentracion mencionada. No se
han podido encontrar estudios de la bioactividad del aceite de la especie en

estudio contra los microrganismos utilizados Unicamente se ha reportado

> Cabrera C, Gémez R, Zufiiga A (2007), La resistencia de bacterias a antibiéticos, antisépticos y desinfectantes una
manifestacion de los mecanismos de supervivencia y adaptacion, ColombMed; Vol.: 38:. 149-158

45Carhuapoma M, Lépez M, Roque M, Velapatifio B, Bell C, Whu D (2009), Actividad antibacteriana del Aceite esencial
de Minthostachys mollis Griseb “RUYAQMUNA” Ciencia e Investigacion; Vol.: 12(2): 83-89

#7ekaria D (2007). Los aceites esenciales una alternativa a los antimicrobianos, Laboratorios Calier.

*“Holetz B, Pessini L, Sanchez R, Cortez A, Nakamura V, Filho BP (2002). Screening of some plants used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases MemInst Oswaldo Cruz. Vol.: 97: 1027-31.
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estudios con extractos metandlicos que tienen actividad contra S. aureus y P.

vulgaris.*’
4.7.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) para hongos

Hoy en dia se ha venido observando un creciente desarrollo de mecanismos de
resistencia a los antimicoticos sintéticos por algunas especies fungicas, este
hecho se explica en parte porque la mayoria de farmacos son fungistaticos y
por la administracion prolongada de los tratamientos en el tiempo, lo cual
permite la aparicion de clones resistentes. Por lo tanto ante este aumento de
infecciones por hongos, se lleva a cabo una constante busqueda de
alternativas terapéuticas; eficaces entre las plantas medicinales como fuente de

nuevos y variados agentes antimicéticos.*®

En la tabla 12 se indica los valores de CMI para los hongos evaluados, como
se puede apreciar los aceites BL 113 y BL 131, inhiben el crecimiento del
hongo T. Mentagrophytes ATCC® 28185 a una concentracion de 62,5 ug/mL; a
diferencia de los demas aceites que inhiben el crecimiento del mismo
microrganismo a una concentracion de 125 pg/mL. La CMI para T. rubrum
ATCC® 28188 es de 31,25 pg/mL en todos los aceites. Segun la clasificacion
de Holetz* la concentracién a la que el aceite inhibe el crecimiento de los dos
microrganismos evaluados es buena. Hasta hoy no se han realizado estudios
sobre la bioactividad del aceite esencial de la especie en estudio con los
microrganismos utilizados y estos son causantes de diversas micosis
superficiales a nivel mundial,* por lo que el aceite en estudio seria una buena

alternativa para la formulacion de un antimicotico contra estas especies. Se ha

* Jaramillo X, Zaragoza T, Malagén O, Descripcién Etnobotanica y estudio de la actividad antibacteriana, antimicoética y
citotoxica de los extractos totales de cinco especies vegetales nativas de la provincia de Loja: Baccharis genistelloides
(monte tres filos), Baccharis obtusifolia (chilca redonda), Baccharis latifolia (chilca larga), Piper barbatum (cordoncillo) y
Bidens andicola (nachi), Planta de productos naturales, Universidad Técnica Particular de Loja-Ecuador, Vol:11
'48KalembaD, Kunicka A, Institute of General Food Chemistry (2003), Technical University of Lodz, Poland Institute of
Fermentation Technology & Microbiology, Technical University of Lodz, Poland. Antibacterial and Antifungal Properties
of Essential Oils Current Medicinal Chemistry, Vol: 10, p.p. 813-829.

*“Holetz F, Pessini G, Sanches N, Cortez D, Nakamura C, Filho B (2002). Screening of some plants used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases. Meminst Oswaldo Cruz.Vol: 97, p.p.1027-31.

“santos P, Cérdova S, Roberto L, Carrillo A, Lopardo H (2010), Tinea capitis. Experiencia de 2 afios en un hospital de
pediatria de Buenos Aires, Argentina, Rev. Iberoam Micol. Vol.: 27(2): 104-105
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reportado un estudio previo sobre la bioactividad del aceite contra A. fumigatus
(ATCC 204305) (157.4 pg/mL)>°.

Tabla 12. Concentracién minima inhibitoria (CMI) para hongos

Concentraciéon minima Inhibitoria (ig/mL)

Aceites Tm Tr

BL111 125 31,25
BL112 125 31,25
BL 113 62,5 31,25
BL 121 125 31,25
BL 122 125 31,25
BL 123 125 31,25
BL 131 62,5 31,25
BL 133 125 31,25

CONTROLES
Itraconazol 1 mg/mL 7,81 7,81

Hongos evaluados: Trichophyton mentagrophytes ATCC ® 28185 y Trichophyton rubrum ATCC ®
28188.

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El autor

>0 Zapata B, Duran C, Stashenko E, Betancur L, Mesa A (2010), Antifungal activity, citotoxicity and composition of
essential oils from the Asteraceae plant family, Revista Iberoamericana Micologia, Vol: 27(2): 101-103.

~ 63 ~



V. CONCLUSIONES



= .

L

Universidad Fécnica Particular 2e Loja

V. CONCLUSIONES

v' El promedio de rendimiento mayoritario que se obtuvo fue para la
primera recoleccion (0,25%), y el menor fue para la tercera recoleccion
(0,22%).

v' El promedio de humedad mayoritario fue para la primera recoleccién

(62,67%), y la menor fue para la tercera recolecciéon (61,33%).

v' Los valores de la densidad obtenidos para los aceites esenciales
referentes para cada recoleccién son: (0,918 - 0,949 - 0,927 g/cm®) con

un promedio general de 0,931 g/ cm®.

v' Los valores del indice de refraccion obtenidos para los aceites
esenciales para cada recoleccion son: (1,480 - 1,490 - 1,490) con un

promedio general de 1,487.

v' El aceite esencial se compone principalmente de monoterpenos vy
sesquiterpenos. Un total de 28 compuestos se determinaron
correspondiendo al 93,53% y al 91,08% en la columna DB-5MS y a la
columna HP-INNOWAX respectivamente, 10 compuestos fueron

determinados en ambas columnas.

v Los compuestos mayoritarios identificados son: limonene (38,71%);
sabinene (10,28%); B-dihydroagarofuran (8,81%); B-pinene (6,99%); v-
curcumene (6,43%); no definido (5,36%); a-pinene (5,44).

v' Los resultados de las pruebas de actividad biolégica contra bacterias

muestran una CMI de 1000 pg/mL; por lo que se concluye que el aceite

no tiene actividad antibacteriana con las cepas evaluadas.
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v' La CMI para el hongo T. mentagrophytes en los aceites BL 113 y BL 131
es de 62,5 pug/mL; a diferencia de los demas aceites que inhiben el
crecimiento del mismo microorganismo a una concentracion de 125

pug/mL.
v LaCMl para T. rubrum es de 31,25 pg/mL en todos los aceites.
v El aceite esencial de la especie en estudio presenta muy buena

actividad con las cepas fungicas evaluadas, de modo que su posible uso

industrial podria ser en este campo.
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VI. RECOMENDACIONES

Se debe hacer estudios posteriores sobre los posibles factores externos
gue hacen que haya una variacion en la composicion quimica cualitativa

y cuantitativa del aceite esencial de una especie.

Se debe efectuar una seleccion adecuada del material vegetal con el
que se va a trabajar porque podria afectar a nuestros posteriores
resultados tanto en el rendimiento como en el estudio de la

caracterizacion fisicoquimica del aceite.

Se debe realizar posteriores investigaciones sobre la posible aplicacién
del aceite esencial de la especie en la formulacion de una forma
farmacéutica contra T. mentagrophytes y T. rubrum porque presenta una
muy buena actividad; este hecho se justifica porque éstas especies son

responsables de muchas micosis superficiales a nivel mundial.

Realizar un estudio detallado sobre los posibles compuestos quimicos
del aceite esencial de la especie en estudio responsable de la actividad

bioldgica con los hongos evaluados.

Si se llegara a dar algun uso industrial al aceite esencial de la especie
en estudio, se debe recomendar un manejo sustentable para evitar su

extincion.
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ANEXO |
DETERMINACION DE HUMEDAD

Principio

El método para determinar la cantidad de agua presente en la muestra se basa
en la pérdida de peso de la muestra por calentamiento en una estufa, refiriendo

su peso al peso total de la muestra y expresada en porcentaje.
Materiales

- Lampara
- Pinza

- Balanza
- Crisol

- Desecador
Procedimiento

- Pesar el crisol vacio

- Pesar el crisol con 1 a 2 g de la muestra

- Llevar el crisol con la muestra a la lampara UV a 35 °C durante 45
minutos

- Llevar la capsula al desecador durante 15 minutos

- Pesar la cdpsula nuevamente y luego someterla durante 15 minutos a la
lampara UV a 15 °C

- Llevar la c4psula al desecador durante 15 minutos y luego pesar

- Continuar con la desecacién hasta que el peso sea constante

Célculo

_ (m1-m2)

=——%100
(m1 —m) ’

Hm
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Donde:

Hm= porcentaje de humedad

m= peso de la capsula vacia (g)
ml-peso de la capsula + muestra (g)

m2=peso de la capsula + muestra seca (Q)
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ANEXO Il
DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL

Para la determinacion del rendimiento del aceite esencial se hizo en relacion al
volumen obtenido del aceite y la cantidad de materia vegetal en gramos
utilizada para cada destilacién. El rendimiento se expresd en porcentaje, y se

calcul6 un rendimiento exclusivo para cada destilacion.

Los resultados se expresaron bajo la siguiente férmula:

R M 100
= — %
P

Donde:
R= rendimiento expresado en porcentaje
V= volumen del aceite obtenido (mL)

P= peso del material vegetal que se carga en el destilador (g)
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ANEXO Il
DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20 °C

Principio

La densidad de un aceite esencial, bien sea la densidad absoluta o la densidad
relativa al agua, medida a una temperatura estandar (normalmente de 20 a 25
°C) es un parametro facil de obtener y que permite distinguir un aceite esencial
auténtico de esencias sintéticas comunes. Un aceite esencial tiene a
temperatura dada, un valor de densidad que se encuentra a un pequefo
intervalo dependiendo de su procedencia, etc. La densidad se expresa en

unidades de masa/volumen, generalmente g/cm>*
Materiales

- Balanza analitica.

- Picnémetro de vidrio.

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

- TermoOmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacion de
0.2°Ca0.1°C.

Procedimiento

- Preparacion del picnédmetro: limpiar el picnémetro por la parte exterior
y luego enjuagarlo con agua destilada, posteriormente lavamos el
picnébmetro con etanol y acetona, para por ultimo pasarlo con una
corriente de aire para secarlo completamente. Luego se pesa el
picnémetro, con el tapon en su sitio con 1 mg de precision

- Peso del agua destilada: colocamos en el picnbmetro agua destilada
que esté a una temperatura de 20 °C, a continuacién colocamos el
picnémetro en el bafo termostatico durante 30 minutos, posteriormente
ajustamos el nivel del agua hasta la marca, colocamos el tapon y

secamos la parte exterior del picnédmetro.

>t Ortufio M, Manual Préactico de Aceites Esenciales, aromas y perfumes, Aiyana Ediciones 2006, pp.: 99-100
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- Tratamos de equilibrar la temperatura en el cuarto de la balanza, y
finalmente pesamos el picndmetro con 1 mg de precision

- Peso del aceite esencial: para realizar el peso del aceite esencial
procedemos a vaciar el picndmetro y luego lo enjuagamos y secamos
como en un principio. El mismo proceso que usamos para pesar el agua

destilada usamos para pesar el aceite esencial.
Expresion de resultados
Los resultados de la densidad relativa se expresa bajo la siguiente formula:

420 — (m2 — m0)
207 (m1 — m0)

Donde:

d39=densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.
mO = masa en gramos del picnometro vacio (g)

m1 = masa en gramos del picnédmetro con agua (g)

m2 = masa en gramos del picnémetro con aceite esencial (g)
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ANEXO IV
DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

Principio

Cuando un rayo de luz pasa a través de una sustancia cambia su direccion de
forma proporcional al indice de refraccion de ésta, de acuerdo con la ley de
Snell. El indice de refraccibn es una magnitud exclusiva de cada aceite

esencial y cambia si éste se diluye o se mezcla con otra sustancia.
Materiales

- Refractometro: se utilizé un refractometro modelo NAR-1T DESCO
Procedimiento

- Inicialmente se calibra el refractometro midiendo el indice de refraccion
del agua
- Luego medimos el indice de refraccion del aceite y se anota el resultado

>2 Ortufio M, Manual Practico de Aceites Esenciales, aromas y perfumes, Aiyana Ediciones 2006, pp.: 99-
100
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ANEXO V
CALCULO DEL COEFICIENTE DE VARIACION (CV)

El coeficiente de variacion es la relacion entre la desviacion tipica de una
muestra y su media. El coeficiente de variacibn permite comparar las
dispersiones de dos distribuciones distintas, siempre que sus medias sean
positivas. Se calcula para cada una de las distribuciones y los valores que se
obtienen se comparan entre si. La mayor dispersion correspondera al valor del

coeficiente de variacion mayor.
Es una medida que se emplea fundamentalmente para:

v' Comparar la variabilidad entre dos grupos de datos referidos a distintos
sistemas de unidades de medida. Por ejemplo, kilogramos vy
centimetros.

v' Comparar la variabilidad entre dos grupos de datos obtenidos por dos o
mas personas distintas.

v' Comparar dos grupos de datos que tienen distinta media.

v Determinar si cierta media es consistente con cierta varianza.

El coeficiente de variacion se calcula en base a la siguiente formula:

Dénde:

Sx = desviacion estandar

T =media aritmética
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ANEXO VI

CALCULO DE LA DESVIACION ESTANDAR (O)

La desviacion estandar, en un conjunto de datos es una medida de dispersion
que nos indica cuanto pueden alejarse los valores respecto al promedio
(media), por lo tanto es util para buscar probabilidades de que un evento
ocurra. Es la medida de dispersion més utilizada, se le llama también
desviacion tipica. La desviacion estandar siempre se calcula con respecto a la

media y es un minimo cuando se estima con respecto a este valor.

Se calcula de forma sencilla, si se conoce la varianza, por cuanto que es la raiz
cuadrada positiva de esta. A la desviacion se le representa por la letra

minuscula griega "sigma" (&) o por la letra S mayuscula, segun otros analistas.

La Desviacion estandar se calcula en base a la siguiente formula

n

—\2
> (r; —T)
§2 = | =

n—1

Donde
xi= dato i que esta entre (0, n)
T =media aritmética

n= numero datos

ANEXO VII
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