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RESUMEN

Se realiz6 la extraccidon de aceites esenciales, de los géneros Tagetes y Myrcianthes
colectados de las provincias de Larecaja e Inquisivi perteneciente al sector valle del
departamento de La Paz. Por referencias consultadas, no existe una linea de
investigacion en especies aromaticas en el departamento, por o que se propone generar
informacion y el aprovechamiento de estas especies aplicando métodos alternativos de
extraccion. Se realizd la extraccion por: arrastre de vapor y fluidos supercriticos,
posteriormente se procedié al estudio de las propiedades organolépticas, fisicoquimicas,
antioxidantes y antimicrobianas. Al mismo tiempo se determind los rendimientos entre
ambas extracciones y para cada especie, se identificaron las principales moléculas en
cada especie por cromatografia de gases acoplada a masas: T. filifolia: anetol (92%),
estragol (3.5%), T. mandonii: di hidrotagetona (48%), limoneno (21%), T. terniflora: di
hidrotagetona (32%), cis tagetona (8%) y M. osteomeolides: eucaliptol (65%), a-pineno
(20%).

Se realizé la formulacion de un gel analgésico a partir del aceite esencial de M.
osteomeloides extraido por arrastre de vapor, se ensayo el control de calidad del gel (en
el rango), su aceptacion en un grupo experimental y se calcul6d el costo de formulacion

del gel.



SUMMARY

The extraction of essential oils of the Tagetes and Myrcianthes genera collected from
the provinces of Larecaja and Inquisivi belonging to the valley sector of the department of
La Paz was carried out. By references consulted, there is no line of research on aromatic
species in the department, so it is proposed to generate information and the use of these
species applying alternative extraction methods. The extraction was carried out by: steam
drag and supercritical fluids, afterwards the organoleptic, physicochemical, antioxidant
and antimicrobial properties were studied. At the same time the yields between both
extractions were determined and for each species, the main molecules in each species
were identified by gas chromatography coupled to masses: T. filifolia: anethole (92%),
estragole (3.5%), T. mandonii: dihydrotagetone (48%), limonene (21%), T. terniflora:
dihydrotagetone (32%), cis tagetone (8%) and M. osteomeolides: eucalyptol (65%), a-
pinene (20%).

The formulation of an analgesic gel was made from the essential oil of M.
osteomeloides extracted by steam entrainment, the quality control of the gel was tested
(in the range), its acceptance in an experimental group and the cost of formulation was

calculated of the gel.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES

1.1 Introduccidén

El departamento de La Paz cuenta con 20 provincias distribuidas en altiplano, valles y
tropico. En vista de la diversidad que puede encontrarse en estas zonas, se ha
evidenciado la existencia de flora y fauna tipicas. Estos recursos se fueron adaptando a
lo largo de la historia natural, dando lugar a especies, variedades y eco tipos. En
referencia a las especies vegetales, estds pueden mostrar similar aspecto fisico, sin
embargo, pueden haber especializado su quimio-tipo. Los resultados de estas
adaptaciones a diferentes pisos ecolégicos donde los habitantes aprendieron a
conocerlas, reconocerlas y usarlas atribuyéndoles propiedades especificas.

Los valles interandinos de La Paz comprenden regiones que abarcan una franja amplia
de micro eco regiones diversas, respecto a los niveles topograficos, climaticos y edéficos,
hasta una variabilidad en la flora y fauna. En estas regiones muchas de las especies
medicinales nativas se han desarrollado sin mayores obstaculos.

En la actualidad, no es tan facil como antes recolectar hierbas en estado silvestre,
especialmente para las personas que dependen de ellas. Los sitios naturales han sido
eliminados en gran escala para poder establecer campos de cultivo, eliminandose al
mismo tiempo la sombra, el drenaje y el microclima del habitat natural de las especies.
Posiblemente muchas de estas plantas se han visto amenazadas por esta razon,

especialmente aquellas variedades de tolerancia limitada a los factores adversos.
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Los valles interandinos de La Paz, podria ser el principal abastecedor de especies
medicinales en estado silvestre y especialmente de especies cultivadas, aprovechando
las condiciones climaticas favorables de la zona. Desde esta perspectiva, se deben
realizar mas estudios al respecto para lograr un cultivo adecuado de las plantas
aromaticas y medicinales Las plantas aromaticas contienen cantidades apreciables de
fitoquimicos (fenoles, sus derivados y otros), que se encuentran en toda la planta o partes
de ella. (Barefio, 2006)

El presente trabajo, en el marco del proyecto IDH “Aprovechamiento Sustentable de
Aceites Esenciales La Paz” propone formular un producto a partir de especies aromaticas

de los valles interandinos del departamento de La Paz.

1.2 Antecedentes

Riva.P.J. (2006). Indicé las caracteristicas ecologicas y culturales de los Andes de
Bolivia con alrededor de 3.000 especies de plantas medicinales identificadas y verificadas
en los herbarios del pais; sin embargo, las investigaciones no han abarcado la totalidad
de las etnias, la cultura Kallawaya aparece como el lider, pues ha contribuido al
conocimiento del uso y manejo de plantas medicinales de la region y con importantes
aportes para la humanidad. Actualmente, la ciencia médica refuerza el conocimiento
tradicional respecto a las bondades de las plantas, logrando identificar sustancias
guimicas con propiedades terapéuticas, por ejemplo antimalaricas y leishmanicidas. Es
asi, que estos recursos genéticos representan oportunidades para impulsar el desarrollo

economico, enmarcado dentro la sostenibilidad y equidad social. Estos recursos
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genéticos necesitan ser conservados junto al conocimiento tradicional que se tiene sobre
ellos con continuas investigaciones.

UhAatatawi (2003). Present6 un resumen de un selecto e importante grupo de especies
aromaticas y medicinales, recolectadas e introducidas, actualmente cultivadas por un
grupo de agricultores en la zona de Caranavi de los Yungas de La Paz; describi6 las
caracteristicas agroclimaticas y ecoldgicas, caracteristicas generales de las especies
introducidas y recolectadas de la zona, junto con el nombre cientifico y otros nombres
comunes, valor de uso medicinal y el uso culinario de estas especies aromaticas.
Finalmente realiz6 un andlisis sobre las amenazas a la biodiversidad y oportunidades
para la produccion de plantas medicinales.

Torrez Mamani (2012). Realiz6 la caracterizacién fisicoquimica de los aceites
esenciales de ajenjo, Mufia y Khoa escala laboratorio. El aceite esencial extraido de Khoa
a escala piloto en la Carrera de Quimica Industrial (capacidad instalada, 100 litros) fue
probado en su actividad biocida sobre pulgones en laboratorio. Los resultados han
mostrado que en las zonas de coleccion (Ambana y Sorata) coexisten varias especies de
Lamiaceas, el rendimientos en aceite esencial de M. Andina fue 1,2 %, C. bolivianum
2,4% y A. absinthium 0,85%. La actividad biocida del aceite esencial de C. bolivianum a
diferentes dosificaciones y tiempos de evaluacién sobre pulgones (Mizus pérsicae), ha
mostrado hasta las 8 horas una CL50% 1ml/5,8 L. Con respecto a la evaluacion
econdmica el precio de venta debe ser 40 Bs/10 ml de aceite crudo.

Cumara Quispe & Choquehuanca Laura (2015). Realizaron el estudio de las
propiedades de aceites esenciales de los géneros Minthostachys y Clinopodium

colectados en dos épocas seca y hiumeda de siete provincias del departamento de La
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Paz, analizaron sus propiedades fisicoquimicas y capacidad biocida sobre afidos. Los
resultados de los aceites esenciales de los géneros Minthostachys y Clinopodium (C.
axiliare, C. vanun, C. bolivianum, C. pallidum, M. andina, M. ovata, M. acutifolia, M.
latifolia y M. setosa) fueron similares en sus propiedades organolépticas y color.
Se identificd por cromatografia de gases a la pulegona, menthona y limoneno como
componentes mayoritarios en tres especies (M. ovata, M. acutiffolia y C. pallidum).
Serrato Cruz Miguel Angel (2015). Realizaron la extraccion por el proceso de
hidrodestilacion a nivel piloto, el rendimiento de aceites esencial y la composicion de
metabolitos secundarios a partir de cuatro especies aromaticas de Tagetes, recurso
natural de México, siendo estas: T. coronopifolia, T filifolia, T. lacera y T. terniflora. Su
contenido quimico se determiné por GC/MS (Cromatografia de gases/ Espectrometria de

masas). Los rendimientos registrados de aceite fueron como sigue: T. coronopifolia 26 L

Ha™, T. filifolia 45 L Ha™', T. lacera 45 L Ha™ y T. terniflora 75 L Ha™. Los compuestos
mayoritarios de T. filifolia fueron fenilpropanoides como anetol, mientras que en las
demas especies la mayoria de los compuestos pertenecieron al grupo de monoterpenos
como crisantenona, dihidrotagetona, ocimeno, tagetona, tagetenona, tujeno, verbenona.

Serrato Cruz & Reyes Trejo (2003). Realizaron la extraccion de aceite esencial de
Tagetes filifolia y bioensayos en invernadero y campo para controlar la mosquita blanca.
A partir de plantas crecidas en Chapingo, México (2230 msnm) en el periodo agosto,
noviembre del 2002, se extrajo aceite esencial en tres etapas fenoldgicas resultando la
de floracién completa como la mejor (1.68 mL/ 100 g peso fresco) y se identificaron dos
compuestos quimicos. De siete concentraciones (0.01 a 3.5 mg/mL) de aceite esencial

ensayadas en seis intervalos de tiempo contra moscas adultas de Trialurodes
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vaporariorum en invernadero, mediante el método de Ortega-Schuster, se encontraron
respuestas de repelencia, mortalidad y fitotoxicidad.

Maestri, Zygadlo, Grosso, Aburra, & Guzman C. (1991). Analizaron el contenido y
la composicion del aceite esencial de Tagetes filifolia Lag. (Compositae) de seis
poblaciones silvestres de Argentina. No se encontraron variaciones significativas en la
composicién cuantitativa de los terpenos mayoritarios de las diferentes poblaciones. Los
principales compuestos fueron anetol (68,1%) y estragol (29,5%). El rendimiento de
aceite esencial presenté variaciones en los distintos ambientes.

Mufioz, Kouznetsov V., & Stashenko (2009). Determinaron por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) la composicién quimica de aceites
esenciales (AE), aislados por hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
(MWHD), de las especies vegetales aromaticas: Artemisia dracunculus, Foeniculum
vulgare, lllicium verum, Lippia micromera, Lippia origanoides, Ocimum spp., Plectranthus
amboinicus, Tagetes filifolia, Tagetes lucida y Thymus vulgaris. Los valores de
capacidades antioxidantes in vitro de estos aceites esenciales, se obtuvieron usando los
ensayos de decoloracion del cation-radical ABTS. El potencial inhibitorio de ABTS fue
mas alto para los aceites esenciales que contienen fenoles (carvacrol y timol), que para
los aceites esenciales ricos en éteres (trans-anetol y estragol).

Serrato, Diaz & Barajas (2008). Evaluaron la composicion del aceite esencial de 78
recolectas de T. filifolia de la region centro-sur de México, establecidas en Chapingo.
Cuando las plantas presentan floracion se hizo la extraccion de aceites esenciales por

arrastre de vapor. La composicién quimica del aceite se determiné con cromatografia de
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gases acoplada a masas. Los compuestos principales del aceite fueron: 4-alilanisol (5%)
y anetol (7.7%).

Senatore & De Feo (1999). El aceite esencial de las partes aéreas de Tagetes
mandonii Sch. Bip (Asteraceae) fue obtenida por hidrodestilacion. El contenido de aceite
fue de 0,43% en peso seco. La composicion del aceite fue analizada por GC-MS. Se
identificaron 62 de los 71 compuestos detectados, que representan el 96.8% del aceite,
cis- (11.8%).trans-ocimeno (15.2%) fueron los componentes principales, con cantidades
apreciables de ocimenones (12.9%), tagetones (12,5%), limoneno (7,9%) y, en la fraccién
sesquiterpénica, espatulenol (6,9%). Cis anetol (9.2%) es el principal constituyente del
grupo fenilpropanoide (12,7%).

Pauro R., Gonzales M., Gamarra C., Pauro R., & Mamani M.(2011). Este trabajo de
investigacion fue desarrollado durante noviembre y diciembre de 2004 y entre enero y
marzo de 2005, en las comunidades de Mufiani (Region natural Suni) y Suatia (Region
natural Puna) de la provincia de Lampa, region Puno. El objetivo fue determinar las
especies vegetales y el uso alimenticio, medicinal y biocida en ambas comunidades. Se
encontré 15 especies alimenticias, 56 medicinales y 6 biocidas para la comunidad de
Suatia; en Mufiani son 4 especies alimenticias y 25 medicinales. Entre las especies
alimenticias y medicinales se encuentra Tagetes mandonii Sch. Bip. “chijchipa”, para
dolores estomacales y como condimento.

Lopez (2001). Investigd la composicion del aceite de dos especies que crecen en
Bolivia: M. osteomeloides (arrayancito) (sin. Myrtus osteomeloides Rusby), que es un
arbusto o arbol pequefio que crece hasta 3 m de altura, y M. pseudomato (sawinto), que

Es un arbol que puede alcanzar los 10 m de altura. Por lo que sabe, es la primera vez

Anahi del Rosario Mamani Laruta 6



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

gue se informa sobre la composicion del aceite de estas dos especies de Myrcianthes de
Bolivia. La composicion quimica de los aceites esenciales de Myrcianthes osteomeloides
y M. pseudomato se determinaron mediante GC y GC / MS. El aceite de Myrcianthes
osteomeloides contiene 1,8-cineol (55,7%) como componente principal, seguido de a-
pineno (17,9%), a-terpineol (8,5%) y B-pineno (4,6%). Se identificaron 1,8-cineol (24,4%),
o-pineno (17,1%), linalool (11,7%), limoneno (8,5%) y ter-terpineno (7,3%) como

componentes principales en el aceite de M. pseudomato.

1.3 Planteamiento del problema

Las especies aromaticas de los valles mesotérmicos del departamento de La Paz no
cuentan con informacién sistematizada, propuestas de trasformacion y aprovechamiento
sustentable. Si bien se han realizado varios estudios con plantas medicinales en
diferentes &reas, no se han dirigido esfuerzos sobre plantas aromaticas especificamente.
La medicina tradicional aun conserva informacion sobre su practica, han demostrado que
Su uso con conocimiento es curativo. Sin embargo, debe sistematizarse y queda mucho
camino por recorrer para legitimizarla. Por lo tanto, es importante contar con informacién
y generacion de propuestas para el aprovechamiento sustentable de especies aromaticas

de los valles interandinos de La Paz.
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Figura 1. Arbol de problemas

1.4 Justificacion

El presente trabajo aporta con informacion valiosa de las caracteristicas de los aceites
esenciales por método de extraccibn, especies aromaticas y propuesta de
aprovechamiento de plantas silvestres no muy conocidas y que se desarrollan
naturalmente en el sector valle del departamento de La Paz. Estos resultados serviran de
base para plantear posibles alternativas de su explotacion en los mismos lugares de
origen y su posible transformacién en producto natural e invitaran a la ampliacién de esta

linea de trabajo.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general.

» Proponer un producto terapéutico a partir del analisis de los aceites esenciales
obtenidos por arrastre de vapor y fluido supercriticos de T. filifolia, T. mandonii,
T. terniflora y Myrcianthes osteomeloides (Rusby) de los valles interandinos del

norte de La Paz.

1.5.2 Objetivos especificos.

» Determinar el rendimiento de los aceites esenciales obtenidos por arrastre de
vapor Y fluidos supercriticos y por especie aromatica.

> Determinar las propiedades organolépticas y fisicoquimicas de los aceites
esenciales extraidos por los dos métodos y por especie aromatica.

» Evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos aromaticos
por especie.

» Elaborar una formulacion terapéutica a partir del aceite esencial Myrcianthes
osteomeloides, extraido por arrastre de vapor como ensayo.

» Determinar el costo de produccion de la formulacion.
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1.6 Alcance

El trabajo inicia con la recoleccion de especies aromaticas del sector valle mesotermico
del departamento de La Paz, recorriendo las provincias de: Larecaja e Inquisivi.

La recoleccion de las especies aromaticas se realizara desde diciembre 2017 hasta
julio del 2018. La extraccion se realizara aplicando dos métodos: arrastre de vapor y
fluidos supercriticos. Tomando en cuenta las propiedades medicinales de los cuatro
aceites esenciales obtenidos, se escogera un aceite esencial y se ensayara la

formulacién de un producto terapeéutico.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Pisos ecoldgicos del departamento de La Paz

El Departamento de La Paz presenta a lo largo de su extension territorial y de acuerdo
a sus caracteristicas fisiograficas, los siguientes pisos ecologicos: Cordillera Occidental,
Nevados; Altiplano; Cordillera Oriental; Sub andino; Llanura Chaco Beniana, con paisajes
gue se extienden desde las llanuras del altiplano (4.200 m.s.n.m.) pasando por los valles
cerrados y encajonados, los Yungas (3.800 a 2.500 m.s.n.m.) descendiendo hasta las
sabanas de la Amazonia (200 m.s.n.m.).

Las serranias, montafias, y pie de montes predominan en la conformacion de las eco-
regiones, los nevados y los cuerpos de agua constituyen un importante recurso natural
del departamento por la superficie que ocupan y el aporte que brindan a las cuencas
nacionales e internacionales. En las partes altas de las cordilleras Oriental, Occidental y
el altiplano se presentan limitaciones por bajas temperaturas (menores a 9 °C) y escasa
humedad ambiente, con excepcion de las zonas circundantes al Lago Titicaca, donde la
influencia térmica del espejo de agua mejora las condiciones de humedad y temperatura.
Los valles presentan temperaturas templadas, pero con cambios muy variables debido a
la influencia térmica de la cordillera. En la zona de los yungas las temperaturas fluctian
entre 11 a 15 °C y una humedad ambiente elevada. La zona amazonica presenta

temperaturas que varian de 20 a 25 °C y humedad ambiente cercana a la saturacion.
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El uso actual y potencial de los suelos establecidos en los estudios de zonificacion
agroecoldgica, nos muestra las potencialidades productivas del Departamento de La

Paz, caracterizados por las regiones agroecolégicas (SEDEM, 2012).
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Figura 2. Regiones del departamento de La Paz
Fuente: Instituto Departamental de Estadistica del Gobierno Autbnomo

Departamental de La Paz (2012)

2.2 Plantas aromaticas

El empleo de plantas como tratamiento de diversos males, se registra desde tiempos
muy remotos, basandose en creencias populares y conocimientos tradicionales,
transmitidos de generacién en generacion. Hoy en dia muchas propiedades terapéuticas

de diversas plantas han sido demostradas cientificamente en base a la extraccion de sus

principios activos, con diversas actividades biologicas (Dias, 2005).

12
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Las caracteristicas ecoldgicas y culturales de los Andes de Bolivia ofrecen variedad de
practicas respecto a la medicina tradicional, cuyos protagonistas son las plantas
medicinales. Se conocen alrededor de 3.000 especies de plantas medicinales
identificadas y verificadas en los herbarios del pais; sin embargo, las investigaciones no
han abarcado la totalidad de las etnias, quienes son los que poseen este conocimiento.

El conocimiento tradicional sobre las plantas medicinales contiene elementos
esenciales, tales como: sistemas empiricos de clasificacion, reconocimiento de habitat
de cada una de las especies y técnicas tradicionales de cosecha, almacenamiento,
preparacion y suministro de estas plantas a la poblacion. Actualmente, la ciencia médica
refuerza el conocimiento tradicional respecto a las bondades de las plantas, logrando
identificar sustancias quimicas con propiedades terapéuticas, antimalaricas, etc.

(Moraes, Ollgaard, & Kvist, 2006).

2.3 Aspectos generales de las especies vegetales a estudiar

2.3.1 Descripcion del anis de monte (Tagetes filifolia).

Hierba anual muy aroméatica de 10 a 50 cm de altura. Sus hojas semejan listones
porque estdn muy divididas. Las flores estan agrupadas en cabezuelas, son amarillas y
se encuentran encerradas en unos tubos en las puntas de las ramas, a veces la
cabezuela presenta una o dos flores con lengueta blanca. El fruto es seco y las semillas
peludas.

El anis de monte es originaria de México y Centroamérica, habita en climas calido,

semicdalido y templado, entre los 300 y hasta los 2000 msnm., crece a las orillas de
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caminos, esta asociada a bosques tropicales caducifolio y perennifolio, matorral xerdfilo,

bosques de encino, de pino y mixto de pino-encino (Moyron, 2009).

2.3.1.1 Composicion del aceite esencial de anis de monte.

Esta planta contiene un aceite esencial en el que se han identificado los monoterpenos
citral, citrol, limoneno y tagetona; los sesquiterpenos beta-cariofileno, cedreno y alfa-
humuleno; y los lignanos transanetol, estragol y el éter metilico de eugenol. (Moyron,

2009).

2.3.1.2 Propiedades y aprovechamiento del anis de monte.

Esta especie alivia problemas estomacales, diurético, carminativo, coélicos (dolor de
estdbmago), alivia males intestinales, digestivo, antihemorragico, antiinflamatorio,
diurético. Las partes aéreas se usan como saborizante alimenticio, y la infusion de sus
partes aéreas como diurético, antiespasmadico, antiinflamatorio, antihemorragico.

La infusion, es muy utilizada para el dolor de estémago, célicos y empacho, se
reposan las ramas y se toma el mate hasta sentir mejoria. También es muy usado en la
sierra peruana para tratar la diarrea producida por frio, en ventosidad (mal del viento) y

para el mal aliento mastican las hojas en ayunas (Serrano, 2009).
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2.3.2 Descripcion de huacataya (Tagetes terniflora H.B.K).

Hierba anual, de hasta 1,50 m de alto. Tallos erectos, ramificados, glabros y hojosos.
Hojas opuestas, las superiores alternas, pecioladas; lamina de 3-7,5 cm de longitud y 2,5-
7 cm de ancho, eliptica, pinnatisecta, con raquis linear y tres a seis pares de foliolos de
1-4,5 cm de longitud y 2-9 mm de anchura, lanceolados, con margenes aserrados y
glandulas oleiferas. Inflorescencia terminal en cimas corimbiformes. Capitulos
numerosos, radiados, pedunculados, dimorfos, la mayoria gruesos y plurifloros,
acompafados por algunos delgados y unifloros.

Tagetes terniflora H.B.K. es propia de los Andes, se encuentra distribuida desde
Venezuela hasta el noroeste de Argentina. En Colombia ha sido herborizada en
Antioquia, Cundinamarca, Narifio, Norte de Santander y Valle del Cauca, en altitudes

comprendidas entre 2200 y 2600 metros (Garcia H., 1955).

2.3.2.1 Composicion del aceite esencial de huacataya.

Los componentes principales del aceite esencial de Tagetes terniflora H.B.K. son del
tipo monoterpenos aciclicos triplemente insaturados: cis y trans-tagetenona, cis y
transocimeno y dihidrotagetenona. Hay poca variacion de algunos como la trans-tagetona
y la di hidrotagetona a medida que se desarrolla la planta, salvo en los aceites esenciales
de viscosidad elevada donde la dihidrotagetona aumenta del 3 % al 20 %. Cuando se
inicia la fructificacion aumenta el contenido de cis-ocimeno que llega a 29-31 %

(Saavedra, Cosme Villa, Viturro, & Molina, 2002).
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2.3.2.2 Propiedades de la huacataya.

Los indigenas precolombinos de México y Sudameérica creian que esta especie, de
aroma caracteristico, tenia propiedades magicas y salvaba vidas. Las especies
cultivadas, al igual que ciertas especies silvestres, eran empleadas tanto en ceremonias
religiosas como en medicina, usandose también con fines afrodisiacos y como lefia.
Muchos indigenas audn las utilizan, en forma similar a sus ancestros, como analgésicos,
antisépticos, carminativos, diuréticos, estimulantes, vermifugos, plaguicidas y expelentes

(Garcia H., 1955).

2.3.3 Descripcién de anu chijchipa (Tagetes mandonii Sch. Bip.)

Planta herbacea que tiene una altura promedio de 25 a 80 cm, el tallo es ramificado y
espeso, las hojas son pinnadas, brillantes y de color verde oscuro; las flores son simples
amarillas, se caracteriza por la presencia de notables glandulas negras que contienen
cantidades abundantes de constituyentes voléatiles. Siendo una hierba ornamental; muy

extendida en la sierra peruana conocido como “chick chimpa”, “chincho” y en Bolivia como

“anu chijchipa” (Senatore & De Feo, 1999).

2.3.3.1 Composicion del aceite esencial de anu chijchipa.

El aceite esencial de anu chichipa se caracteriza por tener alto contenido de
monoterpenos (73,1%), de los cuales 36,6%. Estd representado por hidrocarburos
monoterpénicos, cis-b- ocimeno (11.8%) y trans-b-ocimeno (15.2%) son los principales

componentes de esta fraccion y los més abundantes constituyentes del aceite. También
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se presenta una cantidad de limoneno (7,9%), cetonas (32,5%), cis- y trans-tagetona, cis-
y trans- ocimenones (tagetenonas). EIl resto del aceite tiene componentes como

fenilpropanoides (12.7%) y sesquiterpenos (10.9%) (Senatore & De Feo, 1999).

2.3.3.2 Propiedades y usos de anu chijchipa.

En la medicina popular usan la anu chijchipa como digestivo, antiespasmadico y en el
tratamiento de las vias respiratorias, ademas, las hojas también se utilizan como
condimento en los alimentos. Algunas especies de Tagetes ha sido ampliamente
estudiado la composicion de sus metabolitos secundarios, particularmente los aceites
esenciales, para actividades biologicas (Pauro R., Gonzales M., Gamarra C., Pauro R.,

& Mamani M., 2011).

2.3.4 Descripcién de arrayan (Myrcianthes osteomeloides (Rusby) Mc

Vaugh

Mycianthes osteomeloides es un pequefio género perteneciente a la familia Myrtaceae,
qgue incluye alrededor de 100 géneros y 3.000 especies que crecen en las regiones
templadas, tropicales y subtropicales. M. osteomeloides es un arbusto o arbol pequefio
de hoja perenne que crece hasta una altura de aproximadamente 3-4 m. El mirto comudn
tiene un tallo erguido de 4 m de altura, sus ramas forman una cabeza llena cerrada,
densamente cubierta por hojas perennes. El tallo de la planta es ramificado y las hojas

verde oscuro dispuestas de forma opuestas son ovadas lanceoladas, 2-5 cm de largo,
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puntual-glandular y enteras. Cuando son aplastadas, tienen un delicado olor aromatico;

glandulas ausentes en la lamina (Davis, 1982).

2.3.4.1 Composicion de aceite esencial de arrayan

En la composicion del aceite esencial de Myrtus osteomeloides se encuentra al cineol
como producto principal (55.7%), también contiene altos porcentajes de pineno (17.9%),
en menor porcentaje: terpineol (8.5%) y limoneno (4.1%). Un mayor numero de

sesquiterpenos estan presentes en el aceite (Lopez Arce, 2001).

2.3.4.2 Propiedades y usos del arrayan

El arrayan, por su composicion y propiedades, es similar al eucalipto, pues ambas
especies pertenecen a la misma familia botanica, Myrtaceae. Se utiliza popularmente
para infecciones pulmonares y bronquiales, urinarias (cistitis) e intestinales (diarreas,
disenterias). También contiene taninos que le confieren un caracter astringente.

Ademas, las bayas se utilizan como antiséptico, astringente, carminativo, analgésico,
ténico para el cabello, hemostético, antiemético, cardiotonico, diurético, anti-inflamatorio,
ténico para el cerebro, nefroprotector, antidiabético. Diversas acciones farmacolédgicas
de las hojas son astringente, antiséptico, hipoglucemiante, laxante, analgésico, ténico y
estimulante del cabello. Se ha reportado propiedades antibacterianas de la raiz

(Gonzales Bocangel, Mancilla Tafur, Rengifo Urbietta, & Arévalo Ortiz, 2007).
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2.4 Metabolitos secundarios

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrdgeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de los
organismos. Se trata de aminoacidos, nucleétidos, azucares y lipidos, presentes en todas
las plantas y desempefiando las mismas funciones. Se denominan metabolitos primarios.
Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa del
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas
organicas que no parecen tener una funcién directa en procesos fotosintéticos,
respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios (también
denominados productos secundarios, productos naturales). Los metabolitos secundarios
ademas de no presentar una funcion definida en los procesos mencionados, difieren
también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una distribucion
restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se
encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefas cantidades y no
de forma generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un determinado
género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies. (Avalos Garcia & Perez

Urria, 2009).
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Figura 3. Elementos basicos del metabolismo primario y en relacion con el
metabolismo secundario de plantas.
Fuente: Fisiologia vegetal, 2009

2.5 Aceites esenciales

Son llamados asi los constituyentes odoriferos o esencias de una planta. El termino
aceite, probablemente, se origina del hecho que el aroma de una planta existe en las
glandulas o entre las células en forma liquida, el cual al igual que los aceites grasos son
inmiscibles con el agua.

Pueden estar ubicados en las diferentes partes de la planta, por ejemplo: en las
coniferas esta en todo el tejido; en la rosa solo el pétalo, en el comino en las semillas, en
el clavo de olor en el brote 0o yema, en la lima en los frutos, en la menta en los pelos
glandulares de las ramas y hojas. Algunas plantas tienen un aceite esencial que difiere
de la composicion a través de la planta, canela es un ejemplo, el aceite esencial obtenido
de las hojas contiene principalmente eugenol, de la corteza principalmente cinamaldehido

y de la raiz el canfor.
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Los aceites esenciales quimicamente estdn formados por la mayoria de los
monoterpenos y algunos sesquiterpenos y compuestos aromaticos.

Los monoterpenos y los sesquiterpenos son biosintetizados a partir de los pirofosfatos
de geranilo y de farnesilo respectivamente; las reacciones de ciclacién, oxidacion y otras,
pueden originar las diferentes estructuras.

Las aplicaciones de los aceites esenciales son muy variadas: son ampliamente
utilizados en perfumeria, como saborizantes de alimentos, y en la medicina. Ejemplo: los
aceites esenciales de anis, menta y canela son carminativos y saporiferas; el de clavo de
olor es un analgésico dental y se utiliza ademas en la produccion comercial de vainillina;
el de pino es desinfectante y desodorante; el de eucalipto es expectorante; los de
valeriana y lavanda tienen efectos sedativos. Cada uno de los componentes aislados
puede también tener una aplicacion como el citronelal que es repelente de los mosquitos,
el mentol como calmante de dolor de muela y de garganta y como anestésico y
antiespasmadico; el citral que tiene una accion antihistaminica y es analgésica en

oftalmologia; el 1,8- cineol es expectorante y antiséptico, etc. (Lock de Ugaz, 1988)

2.5.1 Clasificacién de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales se pueden clasificar en base a diferentes criterios: consistencia,

origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.

2.5.2 Clasificacién por su consistencia.

» Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente.
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» Los bélsamos son de consistencia mas espesa, poco volatiles y propensos a
sufrir reacciones de polimerizacién.
» Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son

tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas.

2.5.3 Clasificacion por su origen.

» Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy
COost0sos.

» Los artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma
esencia con uno o varios de sus componentes.

» Los sintéticos como su nombre lo indica son los producidos por procesos de
sintesis quimica. Estos son mas economicos y por lo tanto son mucho mas
utilizados como aromatizantes y saborizantes.

2.5.4 Clasificacion por su naturaleza.

Segun la estructura quimica de los componentes mayoritarios que determinan el olor
particular de los aceites, estos se dividen en tres grupos principales:
» Monoterpenoides (linalool, nerol, 1-8 cineol, geraniol).
» Sesquiterpenoides (nerolidol).
» Compuestos oxigenados (alcoholes, aldehidos, cetonas) (Rodriguez, Alcaraz,

& Real C., 2012).
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2.5.5 Caracteristicas quimicas de los aceites esenciales.

Los componentes de los aceites se clasifican en terpenoides y no terpenoides.

No terpenoides. En este grupo tenemos sustancias alifaticas de cadena corta,
sustancias aromaticas, sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas. No
son tan importantes como los terpenoides en cuanto a sus usos y aplicaciones.
Terpenoides. Son los mas importantes en cuanto a propiedades vy
comercialmente. Los terpenos son una clase de sustancia quimica que se halla
en los aceites esenciales, resinas y otras sustancias aromaticas de muchas
plantas, como los pinos y muchos citricos. Principalmente encontramos en los
aceites monoterpenos (C10), aungque también son comunes los sesquiterpenos

(C15) y los diterpenos (C20). Pueden ser alifaticos, ciclicos o aromaticos.

Segun los grupos funcionales que tengan pueden ser:

Alcoholes (mentol) y fenoles (timol)

Aldehidos (geranial, citral) y cetonas (alcanfor)

Esteres (acetato de bornilo, acetato de linalilo, salicilato de metilo)
Eteres (1,8 — cineol) y peroxidos (ascaridol)

Hidrocarburos (limoneno, a y B pineno) (Gutierrez M. , 1996)

2.6 Historia del interés del aceite esencial

El uso de los aromas y los aceites vegetales data de por lo menos 3500 afios antes de

Cristo y fueron utilizados como elementos curativos, cicatrizantes y en distintos rituales.

Por ejemplo, era muy comdn que antes de una contienda los guerreros limpiaran y
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protegieran sus cuerpos utilizando ramas de albahaca, con el fin de alejar los malos
espiritus que creian que depositaban sus contrincantes en ellos.

Podemos considerar a los egipcios como los descubridores de la aromaterapia, pues
segun Jean Valnet, utilizaron una forma primitiva de destilacion para extraer los aceites
esenciales de las plantas, calentandolos en ollas de arcilla cuya boca era recubierta con
filtros de lino; al subir, el vapor traia consigo los aceites esenciales y éstos quedaban
impregnados en el filtro, el cual era estrujado para obtener el aceite esencial que era
utiizado en medicina y para todo tipo de rito religioso. Registros arqueoldgicos
documentan haber encontrado ollas de destilacion que se remontan a 3500 afios a.C.

Otra historia significativa en el desarrollo de los aceites esenciales es la de D. Gary
Young, quien comenzo6 en 1989 lo que se convertiria en “Young Living Essential Oils”,
cuando compré una plantacion de un cuarto de acre en Spokane, Washington (EE.UU.).
En esta pequefia parcela se embotello el primer lote de aceites esenciales destilados por
arrastre de vapor. Desde entonces, Young Living ha crecido hasta sumar plantaciones
en tres continentes, mas de 400 productos y clientes en mas de 100 paises.

En 1989 Young Living se inicié con la plantacion de salvia, salvia sclarea, lavanda,
bergamota, estragén y manzanilla alemana. Hacia el final de esa temporada construy6
su primera destiladora, con dos ollas de presion unidas por soldadura mediante un tubo
de cobre.

Las pruebas realizadas a los aceites corroboraron que eran de la mas alta calidad, con
lo que Gary comprobo que con las plantas apropiadas y la correcta técnica de destilacion,

podria producir aceites esenciales de alta calidad (Cameroni, 2012).
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2.7 Métodos de extraccion

Segun la variedad del material vegetal, parte de la planta a emplear y estabilidad del
aceite esencial que se pretenda obtener, se emplean diversos procedimientos fisicos y
guimicos de extraccion, donde su correcta aplicacion sera lo que determine la calidad del
producto final. Sin embargo, en materia de rendimiento es importante establecer que
ninguna cantidad de mejoras en los aspectos tecnolégicos compensara la mala calidad
del material vegetal. Dependiendo de las variables anteriores, se tienen diversas técnicas

de extraccion, como se muestran en la tabla: (SENA, 2005)

Tabla 1. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Tipo de método Procedimiento Productos obtenidos

Métodos directos Extrusion Aceites esenciales citricos
Exudacion Gomas, resinas, balsamos

Destilacién Directa Aceites esenciales y aguas
Arrastre con vapor de agua aromaticas

Destilacion- maceracion
(liberacién enzimatica de
agliconas en agua caliente)

Extraccidn con solventes Solventes volatiles Infusiones y resinoides
alcohdlicos

Concretos y absolutos
Solventes fijos (grasas y Absolutos de pomadas
aceites)

Absolutos de enflorados

Extraccion con fluidos en estado supercritico
Fuente: SENA (2005)
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2.7.1 Métodos directos.

Los métodos directos se aplican principalmente a los citricos, porque sus aceites estan
presentes en la corteza de la fruta, y el calor de los métodos de destilacion puede alterar
su composicion. El aceite de los citricos esta contenido en numerosas celdas del
epicarpio. Al exprimir la corteza tales celdas se rompen vy liberan el aceite, el cual se
recoge inmediatamente para evitar que sea absorbido por la corteza esponjosa que
resulta después de este tipo de procesos.

Los fendmenos que ocurren durante la extraccion del aceite se clasifican en varias
etapas:

e Laceracion de la epidermis y de las celdas que contienen la esencia.

eGeneracion en la cascara de areas con presion mayor que sus circundantes a
través de las cuales el aceite fluye al exterior.

* Abrasién de la cascara, con la formaciéon de pequenas particulas de la raspadura.

(SENA, 2005)

2.7.2 Destilacion.

Consiste en separar por calentamiento, en alambiques u otros vasos, sustancias
volatiles que se llaman esencias, relativamente inmiscibles con el agua, de otras mas
fijas, enfriando luego su vapor para reducirlas nuevamente a liquido. La mayor parte de
los aceites esenciales son una mezcla de compuestos volatiles, que cumplen la ley de
Raoult, lo que representa que a una temperatura dada, la presion total del vapor ejercida

por el aceite esencial, sera la suma de las presiones del vapor de sus componentes
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individuales, por lo que durante el proceso de la destilacion de vapor, la vaporizacion del
aceite ocurre a una temperatura menor que la del punto de ebullicién del agua. En general
los componentes del equipo de destilacion para extraer aceite esencial son: fuente de
energia, destilador, intercambiador de calor y decantador.

Fuente de energia: Se deben considerar dos tipos basicos de fuente de energia en la
destilacién de los aceites esenciales comerciales: En primer lugar la combustién de la
madera, la cual una vez iniciada, se mantiene con el material vegetal desgastado de una
destilacién anterior, y por otro lado, el vapor generado en una caldera.

Destilador: Es el recipiente donde se carga el material vegetal que se destila, también
se le llama extractor o alambique, generalmente es de forma cilindrica y se instala
verticalmente. Su capacidad depende de la escala de operacion.

Intercambiador de calor: También se le conoce como condensador, su funcién
involucra la remocion de calor para transformar al estado liquido la mezcla de vapor de
agua y aceite esencial que emerge del destilador. Los dos disefios mas populares son el
de tipo serpentin y el de tipo corazay tubo o tipo tubular.

Decantador: Popularmente se le conoce como separador del aceite o vaso florentino,
su funcién consiste en separar la mezcla de agua y aceite esencial proveniente del
intercambiador de calor. Si el aceite esencial es mas ligero que el agua se ubicara en la

capa superior o en la capa inferior, si es mas pesado. (Cerpa Chavez, 2007)

2.7.2.1 Destilaciéon por arrastre con vapor de agua.

Es el proceso mas comun para extraer aceites esenciales, mas no es aplicable a flores

ni a materiales que se apelmazan. En esta técnica se aprovecha la propiedad que tienen
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las moléculas de agua en estado de vapor de asociarse con moléculas de aceite. La
extraccion se efectla cuando el vapor de agua entra en contacto con el material vegetal
y libera la esencia, para luego ser condensada. Con el fin de asegurar una mayor
superficie de contacto y exposicion de las glandulas de aceite, se requiere picar el
material segun su consistencia.

Descripcion del proceso: El vapor de agua se inyecta desde una caldera externa por
medio de tubos difusores, ubicados en la parte inferior de la masa vegetal que se coloca
sobre una parrilla interior de un tanque extractor. El vapor de agua provoca que los
aceites esenciales se difundan desde las membranas de la célula hacia fuera. Los
vapores de agua y aceite esencial que salen, se enfrian hasta regresar a la fase liquida,
y se separan en un decantador.

Ventajas: Energéticamente es mas eficiente, se tiene un mayor control de la velocidad
de destilacion, existe la posibilidad de variar la presion del vapor, y el método satisface
mejor las operaciones comerciales a escala, al proveer resultados mas constantes y
reproducibles.

Desventaja: Pueden ocurrir procesos colaterales como polimerizacion de los
terpenos; asi como hidrdlisis de esteres y destruccion térmica de algunos componentes.

(Gonzalez Villa, 2004)

2.7.2.2 Destilacién con agua o hidrodestilacién.

Consiste en poner a hervir agua, bien sea por fuego directo, camisa de vapor o camisa

de aceite, en la cual se ha sumergido previamente el material vegetal, preferiblemente en
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polvo, con el objeto de que el vapor de agua ejerza su accion en el mayor nimero posible
de particulas vegetales.

Similar al arrastre con vapor, el vapor producido arrastra los aceites esenciales hasta
otro recipiente donde se condensan y se separan. Este sistema de extraccion tiene el
inconveniente de que la temperatura que se emplea provoca gque algunos compuestos
presentes en las plantas se degraden y se pierdan. El material vegetal aromatico siempre
debe encontrarse en contacto con el agua, para asi evitar el sobrecalentamiento y la
carbonizacion del mismo. Debe mantenerse en constante agitacion para evitar que se
aglomere o sedimente al adherirse a las paredes del recipiente, lo cual puede provocar
también su degradacién térmica. Dado que generalmente no es posible colocar suficiente
agua para sostener todo el ciclo de destilacion, se han disefiado equipos que presentan
un tubo de cohobacién lateral que permite el retorno de agua hacia el recipiente de

destilacién. (Cerpa Chavez, 2007)

2.7.3 Extraccion con solventes.

2.7.3.1 Maceracion en grasa.

Es un método de extraccion con grasa caliente basado en sumergir los pétalos de
flores en la grasa, y luego extraer las esencias con alcohol. Este método se ha
reemplazado por completo por la extraccién con disolventes organicos. (Carrion Jara &

Garcia Gomez, 2010)
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2.7.3.2 Extraccién con solventes volétiles

Se basa en la facilidad de los disolventes organicos para penetrar en el material vegetal
y disolver sus aceites volatiles, debido a las diferencias de punto de ebullicién entre el
aceite esencial y el solvente. Tiene la ventaja de trabajar a temperaturas bajas, por lo que
no provoca la termo destruccion ni alteracion quimica de los componentes del aceite.
Ademas ofrece la posibilidad de separar componentes individuales y/o presentes en poca
cantidad. Se utiliza a escala de laboratorio pues a escala industrial resulta costoso por el
valor comercial de los solventes. Se obtienen esencias impurificadas con otras sustancias
(algunas veces toxicas). La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes
tales como éter de petrdleo, pentano, éter etilico, alcohol, cloroformo. Estos solventes
solubilizan la esencia y extraen otras sustancias tales como acidos grasos, ceras y

pigmentos, que se pueden separar por destilacién controlada (SENA, 2005).

2.7.3.3 Extraccion por fluidos supercriticos

2.7.3.3.1 Fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es una sustancia que esta por encima de su punto critico. El
punto de ebullicion de un liquido se define como la temperatura a la cual la presion de
vapor del liquido es igual a la presion externa. Sin embargo si la presion sobre un liquido
se incrementa el punto de ebullicion se eleva hasta llegar a un punto llamado punto critico;
donde respectivamente la presion y la temperatura se llaman presion critica y punto critico
y es caracteristico de cada sustancia. El fluido en esta region no es ni un liquido

verdadero ni un vapor verdadero, pero tiene caracteristicas de ambos.
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Al analizar el diagrama de fases de una sustancia pura (Figura 4), se observa que los
tres estados de la materia estan separados por lineas que representan los equilibrios
sélido-liquido o de fusion, sdélido-gas o de sublimacion y liquido-gas o de vaporizacion.
También aparecen dos puntos caracteristicos: el punto triple, PT, donde coexisten los
tres estados, y el punto critico, PC, al final de la curva de vaporizacion. Se advierte,
ademas, que lalinea de vaporizacion, linea PT — PC, tiene la singularidad de desaparecer
en el punto PC, el punto critico, a unos valores termodinamicos de presién y temperatura

gue se denominan presion critica (Pc) y temperatura critica (Tc), respectivamente.

solido | -
liquido

a0 ) pPC

PRESION

T

c

TEMPERATURA

Figura 4. Diagrama de fases
Fuente: La tecnologia de los fluidos supercriticos (2008)

Cuando una determinada sustancia se encuentra a valores superiores a los de su
punto critico se le conoce como fluido supercritico. Bajo estas condiciones no se licua por
mAas que se aumente la presion ni se vaporiza por mas que la temperatura se eleve. Por
consiguiente, la fase liquida es indistinguible de la fase vapor. En este punto la sustancia

no puede considerarse ni como gas ni como liquido. Este comportamiento se ve reflejado
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en las caracteristicas que poseen los FSC, ya que algunas de ellas son inherentes a los
gases y otras a los liquidos. (Velasquez Valderrama, 2008)

Los fluidos supercriticos tienen propiedades muy interesantes y potencialmente Utiles
para la extraccion. La densidad de muchos fluidos criticos es similar a la de los solventes
liquidos, por lo tanto muchas sustancias se disuelven en ellos. También tienen coeficiente
de difusidon muy parecidos a los de los gases, por lo que son capaces de transportar los
solutos disueltos a través de los materiales muy rapidamente, y la baja viscosidad de los
fluidos supercriticos es muy parecida a la de un gas, por lo que le permita fluir facilmente
a través de pequefias aperturas o0 entre las propiedades mas fuertes de los fluidos
supercritico esta la ausencia de meniscos, esto se debe a que los fluidos supercriticos

no exhiben propiedades de tensién superficial (Cuervo P., 2008).

2.7.3.3.2 Diéxido de carbono como fluidos supercriticos

El dioxido de carbono, ademas de ser gas a presion atmosférica, presenta otras
importantes ventajas practicas que han hecho que sea, con diferencia, el fluido mas
utilizado en las aplicaciones hasta ahora descritas de la técnica de extraccion por fluidos
supercriticos. De entre ellas puede destacarse las siguientes: es inerte, no toxico, barato,
puede adquirirse con un alto grado de pureza y tal como ya se ha comentado adquiere el
estado supercritico a baja temperatura (31°C) y a una presion de facil manejo (73 atm).
Realmente, la Unica desventaja que presenta el CO: frente a otros fluidos supercriticos
es su caracter apolar, lo que hace que no pueda ser adecuado para extraer analitos de

elevada polaridad. (Valverde G., 1995).
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Tabla 2. Propiedades fisicas del CO2 como solvente critico.

Fluido T. critica (°C) P. critica Densidad Observaciones
(atm) critica (g/ml)
CO; 31.2 72.8 0.47 Inerte, no inflamable, no
toxico

Fuente: Extraccion con fluidos supercriticos principios y aplicaciones (1995).

2.7.3.3.3 Extraccion con fluidos supercriticos

La extraccion supercritica es una operacion unitaria de transferencia de masa que se
efectla por encima del punto supercritico del solvente, similar a la extraccion clasica con
la particularidad de utilizar como agente extractor un FSC en lugar de un liquido.

El proceso de extraccion con fluidos supercriticos basicamente consiste de cuatro etapas:

» Etapa de presurizacion: se eleva la presion del gas a utilizar como solvente a
un valor P1 por encima de su presion critica Pc; esta operacion se realiza por
medio de un compresor o bomba.

» Etapa de ajuste de temperatura: se remueve o adiciona energia térmica, ya
sea con un intercambiador de calor, bafos térmicos o resistencias eléctricas,
para llevar el solvente comprimido a la temperatura de extraccion requerida,
estado que esta por encima de su temperatura critica.

> Etapa de extraccién: se conduce el FSC al extractor donde se encuentra la
muestra 0 materia prima que contiene el soluto de interés.

> Etapa de separacion: el gas se descomprime a una presion P2 inferior a la

presion critica, liberandose el soluto en un recipiente separador.
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La extraccion con fluido supercritico para una alimentacion sélida es un proceso semi-
continuo, en donde la alimentacién sélida es cargada en una canasta del extractor por
etapas y el CO: fluye en modo continuo una vez cerrado el sistema.

Frecuentemente se utiliza un co-solvente para mezclarlo con el CO:2 a alta presion y
aumentar el poder de solvencia o la selectividad de la extraccion para la obtencion de
compuestos especificos. La separacion es producida cominmente en etapas,
manteniendo condiciones diferentes en dos o tres separadores para fraccionar el
extracto, dependiendo de las solubilidades de los componentes y las especificaciones

deseadas de los productos. (Velasquez Valderrama, 2008)

Principio de Extraccion con Fluido Supercritico

Wi—;

» Presion

} Calentamiento —
Extraccién
Compresion SCF 1
= o T
» :
x 3 / Descompresion
/
L ’ G !
/
’ h 4
’ % #“
Z M | Separacién
2 v - R |,
’ Condensacién
s Extracto

» lemperatura

Figura 5. Diagrama bésico del proceso de extraccion empleando un fluido
supercritico
Fuente: ISASF, Francia (2002)
La Figura 5, muestra el diagrama esquematico del proceso de extraccion con fluido
supercritico. El esquema corresponde a una extraccion supercritica con solvente puro,

en el cual el fluido es sometido a compresion y calentamiento con la finalidad de alcanzar

las condiciones supercritica, posteriormente es puesto en contacto con la matriz celulosa
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para realizar la extraccion del aceite esencial, una vez realizada ésta se somete la mezcla
producto-solvente a una descompresion, con la finalidad de facilitar el proceso de
separacion del solvente y el producto, una vez realizada la separacion, el solvente es
sometido a un proceso de condensacion para ser reutilizado en circuito de extraccion y
el producto es recolectado en la etapa de separacion.

La extraccion supercritica es particularmente efectiva para sustancias de mediano
peso molecular y relativa baja polaridad. La principal ventaja que presenta frente a la
destilaciébn es que la separacion puede realizarse a temperaturas moderadas y en
consecuencia puede ser aplicada a sustancias de baja volatilidad, lo cual es interesante
ya que abre nuevas posibilidades para las industrias del petréleo, alimentos, farmacéutica
y cosmeética, la energia requerida en la operacion del proceso extraccion es menor que
las requeridas en procesos de extraccion con solventes organicos, €s un proceso
ambientalmente amigable y con estandares de calidad mayores a los métodos de
extraccion convencionales. (Cuervo P., 2008)

La alta inversién requerida para el montaje de un equipo de extraccién con fluidos
supercriticos, asi como los pocos datos relativos a equilibrios de fases y de transferencia
de materia en sistemas complejos, han impedido el empleo masivo de esta técnica de
extraccion, obligando al investigador a disefiar empiricamente las condiciones operativas

ingenieriles y termodinamicas en la mayoria de los casos. (Velasquez Valderrama, 2008)

2.8 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion

oxidativa (por ejemplo, la peroxidacion lipidica), de tal manera que un antioxidante actua,
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principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres y, por lo tanto,
recibe el nombre de antioxidante terminador de cadena. Sin embargo, es necesario
distinguir también entre actividad estabilizadora de radicales libres o antiradicalaria (en
inglés, scavenger) y actividad antioxidante. La primera esta determinada completamente
por la reactividad de un antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser
caracterizado por la velocidad de esa reaccion. Por su parte, la segunda mide la
capacidad para retardar la degradacion oxidativa. Por lo tanto, una alta actividad anti-
radicalaria no siempre correlaciona con una alta actividad antioxidante; en particular,
algunos compuestos fendlicos sintéticos presentan alta reactividad frente a radicales

libres, pero muestran moderada actividad antioxidante (Londofio L., 2012).

2.8.1 Medicién de la actividad antioxidante

2.8.1.1 Metodo de Folin-Denis

El método de Folin - Denis se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin contiene molibdato y tungstato sédico, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol. Cada antioxidante posee una afinidad hacia un
determinado RL o hacia varios. La vitamina E, el betacaroteno y el licopeno actian en el
medio liposoluble de la célula y su absorcién y transporte se hallan muy vinculados con
el de los lipidos.

La actividad antioxidante de los diferentes aceites esenciales se evalla por varios
métodos como el grado de inhibicién de la peroxidacion del acido linoleico, evaluacion

del poder de reduccidn, test del — caroteno entre algunas pruebas (Yapuchura M., 2010).
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2.8.1.2 Ensayo de decoloracién del radical 1-1-difenil-2- picrilhidrazilo

(DPPH)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostré por primera vez la
capacidad del radical libre DPPH* para aceptar un atomo de hidrégeno (H+) proveniente
de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) es
conocida como un radical libre estable debido a la deslocalizacion de un electron
desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como
es el caso de la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacion del electron también
intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517
nanometros. Cuando la solucion de DPPH* reacciona con el sustrato antioxidante que
puede donar un atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece. El cambio de color
es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacién de los

parametros para las propiedades antioxidantes (Deng J., Yang G., & Cheng W., 2011).

/O“ﬁo,Q 2.

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarillo

Figura 6. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccidon con el
antioxidante.
Fuente: Deng (2011).

El ensayo DPPH* tiene algunas desventajas que limitan su aplicacion, entre estas se

encuentran:
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» La diferencia en el mecanismo de reaccién que normalmente ocurre entre
antioxidante y radicales peroxilo.

» DPPH* es un radical del nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda similitud con
los radicales peroxilo altamente reactivos y transitorios involucrados en la

peroxidacion lipidica. (Bohorquez Fajardo, 2016).

2.8.1.3 Ensayo de decoloracion con el radical catiénico Acido 2,2,-

Azino- bis-3- etilbenzotiazolin- 6- sulfonico (ABTS)

Método propuesto por Miller N. J, en 1993, se basa en la capacidad antioxidante del
ABTS+ para secuestrar aniones radicales de larga vida. En el ensayo el ABTS+ es
oxidado por radicales peroxido, por persulfato de potasio, por peroxido de hidrégeno,
peroxidasa de rabano u otro oxidante hasta formar el cation radical ABTS+ el cual
presenta un intenso color verde-azul, y en la medicidon los compuestos con capacidad
antioxidante reaccionan directamente disminuyendo el color del catidon radical ABTS+ ,
los resultados obtenidos son expresados como inhibicion y llevados a una concentracion
relativa de Trolox, es por ello que el método se conoce como Capacidad Antioxidante
Equivalente al Trolox (TEAC). El radical posee solubilidad en medios polares y apolares
y no es afectado por la fuerza idnica, por lo tanto, evalla antioxidantes hidrofilicos y
lipofilicos de extractos de plantas y fluidos biolégicos. (Huang D. & Prior R., 2005)

La generacion del radical ABTS* + constituye la base de uno de los métodos
espectrométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total de

soluciones o0 sustancias puras y mezclas acuosas. El formato mas apropiado para el
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ensayo consiste en la técnica de decoloracion, en la cual el radical es generado
directamente en una forma estable antes de la reaccion con los antioxidantes

El radical ABTS + es mas indicado para ensayos de compuestos coloreados, como el
caso de los antocianos, reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos
coloreados que absorben en la regién del visible 0 compuestos resultantes de reaccion
secundaria. Ademas radical generado quimicamente (persulfato potasico), fue validado
por su estabilidad, reproducibilidad y por ser una alternativa mucho mas viable

econdémicamente (Martinez F. & Gonzales G., 2002).
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Figura 7. Estructura del ABTS*+ antes y después de la reaccion con el
antioxidante.
Fuente: Propiedades y acciones antioxidantes (2002).

2.9 Actividad antimicrobiana

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar In vitro la
susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son igualmente
sensibles 0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que los resultados sean
influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de

solubilidad de cada compuesto evaluado. Los problemas generales inherentes a los

Anahi del Rosario Mamani Laruta 39



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

ensayos antimicrobianos han sido discutidos por varios autores, de alli la importancia de
conocer los estandares para estas pruebas de actividad biolégica.

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana son clasificadas en tres grupos
principales: Métodos de difusién, métodos de dilucion y bioautografia, un cuarto método
es el analisis conductimetrico, el cual detecta el crecimiento microbiano como un cambio
en la conductividad eléctrica o impedancia del medio de cultivo. En general se propone
usar los métodos de difusion (en papel o en pozo) para estudiar compuestos polares, y
los métodos de dilucion para sustancias polares y no polares.

Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton y
agar tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas
bacterianas y mayor difusién de las muestras. Algunos investigadores utilizan el agar

nutritivo. (Ramirez & Castafio, 2009).

2.9.1 Meétodo de dilucion.

El método de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es
utilizado para determinar la concentracion minima bactericida y la concentraciéon minima
inhibitoria, la cual es definida como la concentracion mas baja de sustancia que puede
inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas. En
la técnica de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucién) que
contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal.

En el método de dilucién en agar, las cajas se siembran por profundidad con una
determinada concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con el microorganismo

en estudio y se incuban por 24 horas, después de ésta, se examina si el microorganismo
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crece 0 no en cada una de las cajas, la principal desventaja de este método es la cantidad

necesaria de muestra a evaluar. (Ramirez & Castafio, 2009).

2.10 Producto terapéutico

Es una formulacion de uso topico que puede producir alteraciones de las funciones
vitales de la piel y puede tener efecto sistémico.

Productos que permite mejorar o corregir problemas de la piel que, sin ser
enfermedades, hacen que nuestro aspecto no sea el mas atractivo (manchas, arrugas,
cicatrices...). Para ello se aplican tratamientos invasivos 0 no invasivos, que
generalmente se completan con tratamientos tépicos, cremas, ungientos, gel, etc., que

mejoran o hacen mas duradero el resultado obtenido (Beltran, 2016).

2.11 Mercado de gel terapéutico en Bolivia

En el mercado de productos farmacéuticos estan los laboratorios de productos
naturales y laboratorios farmacéuticos, los que se encuentren establecidos en el eje
troncal de Bolivia. Estas entidades seran responsables de la transformacién del extracto
en preparaciones farmacolégicas, dirigidas al consumidor final. De acuerdo a los registros
de FUNDAEMPRESA se tiene el siguiente detalle de empresas farmaceéuticas y
laboratorios de productos naturales en las principales ciudades de Bolivia; La Paz,

Cochabamba y Santa Cruz (Cacasaca Avila, 2012).
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Tabla 3. Principales empresas farmaceéuticas de Bolivia

Cuidad Empresa Producto Principio Activo
Antiinflamatorio

LA PAZ Lab. COFAR S.A. DICLOMED GEL-D No esteroideo

LA PAZ Lab. HAHNEMAN DICLOHAN GEL No esteroideo

LA PAZ Drog. INTI S.A. MENTISAN Natural (mentol,

eucaliptol)

LA PAZ Lab. VITA FRIXZZZ Salicilato de metilo

LA PAZ ABL. PHARMA LTDA. DEFLAMAT GEL Diclofenaco sodico

LA PAZ Lab. BAGO BOLIVIA S.A. CLOFENAC GEL No esteroideo

LA PAZ Lab. MAVER DOLMUS GEL Ketoprofeno
DOLORUB Ibuprofeno

LA PAZ Lab. CRESPAL S.A. OUT PAIN Extracto de belladona

LA PAZ Lab. ALCOS FLAMADOLGEL No esteroideo

LA PAZ G&G FITO FHARMA ARTRINON Sulfato de glucosamina

LA PAZ IRUPANA MANZANILLA Aceite esencial
UNGUENTO

CBBA Lab. FARCOS LTDA. DOLORSAN Salicilato de metilo

SCz TECNOFARMA S.A. LERTUS GEL Diclofenaco sddico

SCz LAB. IFA S.A. JABON DE Aceite esencial
MANZANILLA

FLAMADIN GEL

Diclofenaco dietilamina

Fuente: Registro FUNDAEMPRESA (2012)
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1 Flujograma del proceso de obtencidn del aceite esencial

Recoleccion de especies

1 W, cAoN l

Especie 1 Especie 2 Especie 3 Especie 4
| | I ' '
Seleccion
Seleccion para herborizar Secado
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Clasificacién Botanica
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Rendimiento Determinacion Evaluacion Formulacién
de las propiedades de la actividad del producto
organolépticas y antioxidante y
fisico- quimicas antimicrobiana v
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etiquetado
v

Figura 8. Flujograma del proceso
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3.2 Localizacion de la investigacién

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Quimica Industrial bloque B, de la Facultad de
Tecnologia, en los laboratorios de la Facultad de Cs. Farmacéuticas y Bioquimicas y en
la Facultad de Cs. Quimicas en laboratorio de Centro de investigaciones Quimicas.
Asimismo, se ha realizado el trabajo en las Provincias de Larecaja e Inquisivi del
departamento de La Paz, donde se colectaron 3 especies del género Tagetes y 1 especie
del género Myrciantes.

Tabla 4. Ubicacion geografica de Provincias

Provincia Municipio
Larecaja Sorata
Inquisivi Inquisivi

3.3 Método de recoleccion

Se llevé a cabo la recoleccion del material fresco de los géneros Tagetes y Myrciantes,
fueron colectados en estado de floracion y una vez colectadas se la traslado a ambientes

donde se llevé a cabo el proceso de secado sin luz solar.

Figura 9. Etapa de secado de las especies vegetales.
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3.4 ldentificacién

Para la identificacion se selecciond un espécimen en floracion y se la preparé entre
periodicos para el secado en la oscuridad, luego se acomodoé sobre una hoja de cartulina
blanca se escribieron las referencias, se entrego el material herborizado junto con una

carta de solicitud de identificacion al Herbario Nacional de Bolivia.

Figura 10. Material vegetal herborizado

3.4.1 Rendimiento

Para la determinacion del rendimiento por el método de arrastre de vapor y fluidos
supercriticos de cada especie se aplico las siguientes expresiones matematicas, y se
aclaran los valores numéricos:

Rendimiento por arrastre de vapor:

L. masa del aceite esencial
%Rendimiento = —— x 100%
masa del vegetal seco inicial

Rendimiento por fluidos supercriticos:

L. masa inicial- masa final
%Rendimiento = asa inicial x 100%
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3.5 Determinacion de las propiedades organolépticas y fisicoquimicas de los

aceites esenciales

3.5.1 Propiedades organolépticas.

Se valoraron las propiedades cualitativas de aspecto, olor, sabor (por los sentidos de

la vista, gusto y el olfato) y color.

3.5.1.1 Determinacién de color.

Se prepard las soluciones madres con los siguientes reactivos: Agua destilada,
Dicromato de potasio al 0,5 % (P/V) y Verde de bromocresol al 0,025% (P/V).
Posteriormente se prepard 11 soluciones madres de deferentes colores, se vertieron en
matraces aforados de 10 ml con tapon.

Colocados a un solo nivel con sus respectivos nimeros. Se compararon los aceites

esenciales con los colores patron, segun NB 75020 Aceites esenciales-Determinacion del

color, Noviembre 2006.

d. {13 "" _ NS d |
Ry / ' ' N
._:\ : %

:/g 'wwwwééwum\ (g,w b AAAM\&

Figura 11. Soluciones patrén
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3.5.2 Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales.

3521  pH.

Para determinar el pH que se encontraban los aceites esenciales se us6 papel pH

metro (UNIVERSAL INDICATOR PAPER) con escalas a la unidad.

Figura 12. Indicador de pH

3.5.2.2 Miscibilidad en etanol.

En la determinacion de miscibilidad en alcohol se prepar6 las siguientes soluciones:
Mezclas hidroalcohdlicas: Etanol al 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% y
95%.

Solucién patrén de opalescencia:

50 ml de cloruro de sodio al 0,0002 mol/L

0,5 ml de Nitrato de plata al 0,1 N

1 gota de acido nitrico concentrado
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*Si no es posible conseguir una solucion limpia, pero si una solucién opalescente en
el momento de solubilizarse a 20 volimenes, comparar con la solucién patron. Segun NB

75004 Aceites esenciales - Determinacién de la miscibilidad en etanol, Agosto 2005.

3.5.2.3 Densidad a 20 °C.

La densidad relativa es la masa de la unidad de volumen, dado del aceite esencial a
20 °C con respecto a la masa de un volumen igual de agua destilada. La densidad relativa
no tiene dimensiones siendo su simbolo "p".

Se prepar6 un picnémetro de 5 ml, se limpid y se pesé vacio en una balanza analitica
(METTLER TOLEDO).

Se llené el picnémetro con agua destilada y se peso.

Se llend con aceite esencial y se realizé la pesada.

Se vacio6 el picndmetro y se lavo con etanol para eliminar todo vestigio de aceite esencial.
Segun la NB 75005 Aceites esenciales - Determinacion de densidad relativa a 20°C,

Agosto 2005. La densidad relativa viene dada por la siguiente expresion.

mz-mg
3 mq-mg

Donde:
Mo= es la masa, en gramos, del picnémetro vacio.
m1 = es la masa, en gramos, del picnémetro lleno de agua.

m2 = es la masa, en gramos, del picndmetro lleno de aceite esencial.
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Figura 13. Balanza analitica (METTLER TOLEDO)

3.5.24 indice de acidez.

En un matraz Erlenmeyer se deposito 2 gramos de aceites esenciales y 5ml de alcohol
absoluto. Se adicion6é 3 a 5 gotas de indicador fenolftaleina y se agit6 completamente.
Sin detener la agitacion, se fue titulando con la base ya preparada de (KOH) desde la
bureta, gota a gota, hasta que aparezca color rosa que persista 30 segundos.

Se anot6 el volumen de (KOH) gastados y se aplico la expresion segun NB 75006
Aceites esencial - Determinacion del indice de acidez, Agosto 2005.

56,11
IA=V*c

Donde:
V = es el volumen en mililitros de hidroxido de potasio utilizado en la neutralizacion.

¢ = es la concentracion exacta, en moles por litro de la solucién de hidroxido de potasio.

m = es la masa en gramos de la porcién de ensayo.
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Figura 14. indice de acidez

3525 indice de refraccion.

El indice de refraccion de los aceites esenciales es la relacion entre la velocidad de un
haz de luz en el vacio y la velocidad del haz de luz cuando esta pasa por el aceite
esencial, el que se mide con el refractometro.

Se verifico la calibracién del refractometro ABBE DE BANCADA (QUIMIS ISO 9001),
con agua destilada y luego de limpiar y secar se deposité una o dos gotas de aceite sobre
el prisma principal y se cerr6 dejando la muestra entre dos prismas. Una vez ajustado el
campo se tomé el dato de la escala a temperatura de 20°C. Las mediciones se realizaron
por triplicado de cada muestra. Se determiné el indice de refraccion, segan NB 75007

Aceites esenciales Determinacion del indice de refraccion, 2005.

nb=nk+0,0004 (t-t)
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Donde:

ntD' = es el valor de la lectura, obtenida a la temperatura de trabajo t" la cual se ha
efectuado la determinacion.

t = es la temperatura de referencia es de 20°C.

Figura 15. Refractometro ABBE DE BANCADA (QUIMIS ISO 9001)

3.5.2.6 Poder rotatorio.

La polarimetria es una técnica orientada a medir la actividad Optica levégira (-) o
dextrégira (+) de una muestra y su poder rotatorio. La medicion se la realiza con el
polarimetro.

Se encendio el polarimetro de disco (QUIMIS ISO 9001) y se verificé la calibracion con
agua destilada. Para las muestras se utilizd cubetas de 10 cm, se carg6 con volumen
adecuado de aceite esencial. En cero se determind si la actividad era levogiro o
dextrogiro, segun el caso se movilizo la clavija para desplazar el campo y luego realizar

la lectura de angulo de rotacion. Se realiz6 la observacion y lectura usando la escala.
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A
t—
ob= 7100

Donde:

A = es el valor del angulo de rotacién, expresado en mili radianes y/o grados de angulo.
A = es la longitud del tubo utilizado, expresado en milimetros.

Los datos se trataron segun NB. Aceites esenciales-determinacion del poder rotatorio.

NB 75008.

Figura 16. Polarimetro de disco (QUIMIS I1SO 9001)

3.5.3 Espectroscopia UV- Visible.

Se realiz6 los barridos espectrales para cada aceite con el espectrofotdmetro UV- Vis.
Doble haz (PERSEE). Se definié6 parametros en modo Spectrum con la lampara de
Deuterio, entre longitud de onda 190 — 340 nm. Se preparo soluciones de aceite esencial
con etanol debido a su alta concentracién y se procedié con los barridos espectrales

usando como blanco etanol.
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Figura 17. Espectrofotometro UV-Visible (PERSEE)

3.5.4 Espectroscopia Infrarroja.

La determinacién se realiz6 en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimicas en un espectrofotometro JASCO FT/IR 6100, se selecciond la aplicacion
para un rango de trabajo de 7800 a 350 cm-1. Se verificd la calibracion con una lamina
de poliestireno, en la que se verifico al menos 6 numeros de onda caracteristicos y se
acepto el criterio de variacion maximo +4 cm. Cada una de las muestras se depositd en
un volumen méaximo de 10 uL., sobre el cristal de seleniuro de zinc. Entre la medida de
unay otra muestra se lavo, limpio el cristal con isopropanol. Se obtuvo el espectrograma
IR al que se filtrd la sefial H20, CO2 y se ajusté al modo ATR. Se grabo el espectrograma
marcando previamente los valles en la zona de grupo como en la zona de la huella

dactilar.
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Figura 18. Espectrofotometro Infrarrojo con Transformada de Fourier (JASCO)
3.5.5 Cromatografia en Capa Fina.

En la cromatografia en capa fina (CCF) la fase estacionaria consiste en una capa
delgada de un adsorbente (como por ejemplo gel de silice, alimina o celulosa) depositada
sobre un soporte una lamina de aluminio o de plastico.

La fase movil (liquido o eluyente) se introduce en una cubeta cromatogréfica, de forma
gue solo la parte inferior de la placa queda sumergida en el liquido y asciende por la placa
de CCF por capilaridad.

Cuando son visibles las fracciones, se puede determinar el valor de Rf (factor de
retencién), o la distancia que cada compuesto se desplaza en la placa (Jorrin Novo, Diaz,
& Barcena Ruiz, 2001).

Distancia recorrida por el compuesto
T~ Distancia recorrida por el disolvente

La cromatografia en capa fina se realiz6 con una fase estacionaria Silica Gel y una

fase movil Hexano- Etanol, sembramos el aceite sobre la placa y se introdujo a una
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cubeta cromatografica, se esperd que recorra la fase movil sobre la fase estacionaria, se
activé la placa y se revelo con vainillina. Posteriormente se realizd la medicion de la

distancia recorrida por el compuesto y disolvente.

Figura 19. Placa cromatografica

3.5.6 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de
conseguir la separacion de mezclas muy complejas y la espectrometria de masas puede
identificar de manera casi inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es
capaz de identificar los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente
sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por
superposicion de los espectros particulares de cada componente. (Gutierrez & Droguet,

2002)
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La identificacion de los aceites esenciales seleccionados se realizé en un cromatdgrafo
de gases acoplada a masas GCMS — QP 2020 (SHIMADZU), en el laboratorio del Centro
de Investigaciones Quimicas de la Facultad de Cs. Puras y Naturales.

Se diluyo los aceites, posteriormente se inyecto al equipo cada disolucién. Al cabo de
una hora se observé el cromatograma y espectrograma de masas con sus respectivas

comparaciones.

Figura 20. Espectrémetro GCMS - QP 2020(SHIMADZU)

3.6 Actividad antioxidante y antimicrobiana

3.6.1 Actividad antioxidante.

3.6.1.1 Método de Folin Denis

Las propiedades de antioxidantes en los aceites esenciales se realizaron sobre la base
procedimental sefialado por (Yapuchura M., 2010). Como antioxidantes, los polifenoles

pueden proteger las células contra el dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de

Anahi del Rosario Mamani Laruta 56



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

varias enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado por los
radicales libres.

La prueba se realiz6 para identificar a los aceites esenciales que tienen mayor
concentracion de fenoles totales. De la solucion patron se preparé diferentes
concentraciones con pirogalol, para realizar la curva de calibracion. Se deposit6 en tubos
por triplicado el reactivo de Folin, carbonato de sodio y agua en las diluciones coloreadas.
Se dej6é incubando a temperatura ambiente hasta que desarrolle el color durante 15
minutos, se realizé la lectura en el espectrofotometro UV —Vis (PERSEE) a una longitud

de onda 723nm.

3.6.1.2 Método de ensayo de decoloracion del radical 1-1-difenil-2-

picrilhidrazilo (DPPH).

Este método se inicié con la preparacion del radical DPPH+ (SIGMA- ALDRICH) con
metanol (80%) teniendo una concentracion de 20ppm.
Se afadio a tubos de ensayo de Reactivo de radical DPPH, aceite esencial y etanol por
triplicado para cada aceite, se agito de manera constante y se dejé en reposo durante
30min en ambiente oscuro y en otro tubo de afiadié el reactivo de DPPH y etanol, este
nos sirvio como blanco que se lee en tiempo 0 en un espectrofotometro UV-Vis.
(PERSEE) a una longitud de onda de 512 nm. Al pasado los 30min se procedi6 a la
lectura de las absorbancias de las soluciones con aceite esencial.

La capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captacion DPPH*, segun

la formula;
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., A .. - A
% de captacion DPPH = —nicial ~ inal y 100%

Ainicial

% de captacion ABTS

Donde:
Ainicia = €s la absorbancia de control a tiempo 0 min
Arinal = €s la absorbancia del antioxidante a tiempo 30 min. (Kuskoski, Asuero, &

Troncoso, 2005).

3.6.1.3 Método de ensayo de decoloracion con el radical cationico

Acido 2,2,- Azino- bis-3- etilbenzotiazolin- 6- sulfonico (ABTS)

Se diluyo el radical ABTS y etanol hasta obtener aproximadamente a una absorbancia
de 0.750 en una longitud de onda 750nm, medicion que se realizd en un
espectrofotometro UV-Vis. (PERSEE). Se prepard en tubos de ensayo soluciones de
aceites esenciales (1/10) y se adiciono el radical ABTS ya preparado con etanol, se midié
las absorbancias en el tiempo de 10min y 30min a una longitud de onda 750nm en un

ambiente oscuro.

3.6.2 Actividad antimicrobiana.

Se prepar6 el material respectivo para la prueba como ser: tubos de ensayo frascos
de vidrio, matraces Erlenmeyer de capacidad de 500ml y 250ml, micro pipetas, tips y

microplacas llevandolo a un autoclave para su esterilizacion.
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Se analizaron los aceites en dilucion 1/10 frente a 4 bacterias: Eschericha coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicanis y Pseudomona aeruginosa procedentes de
cepas de referencia del Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas, las cepas se mantuvieron en medio liquido con los aceites
esenciales en medio de cultivo Mueller- Hinton Broth CM0405 (OXOID).

Este se incubo por 24 horas, pasado este tiempo se vio el efecto de inhibiciéon de los

aceites frente a los microorganismos. (Ramirez & Castafo, 2009).

3.7 Formulacién de producto

3.7.1 Formulacion del gel

a. Gel base

Se inici6 con el tamizado de Carbopol, utilizando una malla de 0.8 mm; se llevé a un
vaso precipitado donde se agrego agua, se agitdo cuidadosamente hasta que la mezcla
tubo una apariencia homogénea se agrego glicerina mientras se realizaba la mezcla
suavemente. Se realizé 3 formulaciones para tener una base de aspecto adecuado y

aceptable al pablico.

b. Incorporacién del aceite esencial

Segun Vidal (2018), indica que la cantidad adecuada de aceite esencial en un producto
oscila entre 0,5% y 2%, a la vez revisando la composicion del gel MF (Drogueria Local)

tenia una cantidad del 1,9% de aceite esencial, si se excede esta cantidad estariamos
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propensos a que la persona que use el producto sufra irritabilidad, sensibilizacién en la
piel. Por lo que afladimos 2% de aceite esencial al gel base elegido para que tenga una
buena accidén sobre la piel.

3.7.2 Control de calidad producto formulado.

3.7.2.1 Determinacion de pH.

Para la determinacion de pH se utilizé un papel ph (Labbox), para ver en los rangos

gue se encuentra el gel terapéutico, este procedimiento se realizo por triplicado.

3.7.2.2 Determinacion de extensibilidad.

Este control es una manera de verificar que la elaboracién de una determinada
preparacion ha sido correctamente reproducida. No existen valores de referencia para
comparar, es la propia oficina de farmacia quien crea los suyos propios y sus margenes
de tolerancia.

Para esta determinacion se utilizé 2 vidrio de reloj, en el primer vidrio de reloj se coloco
papel, previamente pesado, se afiadié 0,5 g de gel se mide el diAmetro inicial y se coloca
sobre este el segundo vidrio de reloj, por 1 minuto, y se volvié a medir el diametro final.

Todo este paso se realizd por triplicado (Perez, Rodriguez & Morales, 2011).
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3.7.2.3 Determinaciéon de Untuosidad.

Para la determinacion de untuosidad se peso 0,5 g de gel, posteriormente aplicarlo en la
mano y con un cronometro controlar el tiempo que tarda en absorberse en la mano,

realizamos este procedimiento 3 veces. (Perez, Rodriguez & Morales, 2011).

3.7.3 Aceptaciéon de laformulacién de gel terapéutico.

Segun Dominguez (2012), para llevar a cabo la aceptacion de un producto se
selecciond a las personas por criterios de exclusion e inclusion para que puedan usar el
producto, posteriormente se realiz6 una encuesta acerca del producto, finalmente una
control negativo y positivo del producto esto con el fin dar validez a la aceptacion del
producto.

a. Criterios deinclusion.

Para poder ser incluidos, los sujetos debieron cumplir todos y cada uno de los
siguientes criterios:
» Sujetos de ambos sexos (hombres o mujeres).
» Edad comprendida entre los 18 y los 50 afios.
» Estar de acuerdo en patrticipar voluntariamente en el estudio.

» Tener alguna dolencia articular o muscular en el cuerpo.

b. Criterios de exclusion.

Fue motivo de exclusion la presencia de al menos uno de los siguientes criterios:
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» Sujetos con enfermedad de piel durante el estudio como ser acné, rosacea,
etc.
» Sujetos con alguna alergia a alguno de los componentes del producto en

estudio.

c. Desarrollo de la encuesta.

Una vez aplicado el criterio de inclusion y exclusion, se procedi6 a la seleccion de las
personas quienes nos daran la aceptacién o no del producto, se tomé un grupo de 20
personas para realizar el seguimiento durante 1 mes, y se verifico si ha tenido alguna
alergia o algun cambio después de la aplicacién del gel terapéutico, para ello se elaboré

una encuesta de 10 preguntas acerca del producto.

d. Criterio de control.

Se realiz6 un control negativo positivo del producto, dando a las mismas personas un
gel base sin aceite esencial y otro gel con aceite esencial MF (Laboratorio local), para
corroborar los resultados obtenidos, realizando solo una pregunta: si los dos geles tienen

sensacion de alivio de dolor en la piel lastimada.
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3.8 Andlisis de resultados

El andlisis de resultados para la determinacion de propiedades fisicoquimicas y
evaluacion antioxidante se aplicd la estadistica descriptiva determinando la media,
desviacion estandar y coeficiente de varianza en Excel 2012.

Asimismo, se aplico el andlisis de varianza con el software Statgraphics Centurion

XVI.I, para comparar los rendimientos por método de extraccion.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Identificacion botanica

La colecta de especies vegetales se enfoco en las regiones valles mesotérmicos del
departamento de La Paz y la identificacion de las especies se realizd en el Herbario

Nacional de Bolivia.

Tagetes filifolia.
Tagetes mandonii.
Tagetes terniflora.

Tintilaya

Tagetes filifolia.
Tagetes terniflora.
Myrcianthes osteomeloides

Manceo Kapac

Omasuyos Y Nor Yungas

Villarroel

Figura 21. Mapa de ubicacion de area de estudio

En la figura 21, se sefalan los lugares de colecta, que abarcan los valles norte y sur
del departamento de La Paz, en las que se destacan las provincias Larecaja municipio
de Sorata comunidad de Tintilaya e Inquisivi. En esta misma figura, se marcaron las

especies por lugar de colecta.
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Las muestras colectadas fueron evaluadas por el Dr. Stephan Beck (LPB), profesional

del Herbario Nacional de Bolivia, cuyos resultados se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Identificacion botanica y origen de colecta de las especies vegetales
del sector valle de departamento de La Paz

Familia Especie Procedencia
Compositae Tagetes filifolia Lag. Tintilaya e Inquisivi
Compositae Tagetes mandonii Sch. Bip. Tintilaya
Compositae Tagetes terniflora Kunth Tintilaya e Inquisivi
Myrtaceae Myrcianthes osteomeliodes Inquisivi

(Rusby) McVaugh

En la tabla 5, se aprecian las especies de la familia Compositae en la que se
identificaron 3 especies del género Tagetes y de la familia de Myrtaceae se identifico 1
especie del género Myrcianthes, pertenecientes a Tintilaya e Inquisivi del sector valle del
departamento de La Paz.

T. filifolia es endémico temporal de la comunidad de Tintilaya en época humeda, esta
planta tenia una altura de crecimiento de 15-20 cm en plena etapa de floracion, las flores
de color amarillo con pétalos blancos, tenia un aroma suave, se lo recolecto de las laderas
donde se encontraba en medio de otras plantas, de igual manera esta especie es
endémico temporal en la regidn de Inquisivi en época himeda donde se encontro en las

laderas de los sembradios de choclo. (Anexo 1)
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T. mandonii se encontr6 en etapa de floraciébn con flores amarillas de manera
endémica en la comunidad de Tintilaya, la planta tenia una altura de crecimiento entre 1
- 1,5 metros, con hojas dentadas verdes. (Anexo 2)

T. terniflora es endémico temporal en la comunidad de Tintilaya en época hiumeda con
una altura de crecimiento de 1,5 m., con hojas grandes de 4-5 cm de largo dentadas,
empezando a florecer, en las mismas condiciones se encontr6 en la region de Inquisivi.
(Anexo 3)

M. osteomeloides endémico en la comunidad de Inquisivi en época humeda se
encontré en forma de arbustos, algunos de ellos rodeadas de plantas espinosas, sus

hojas se observaban brillosas de color verde intenso. (Anexo 4)

4.2 Determinacion derendimiento de la extraccion de aceite esencial por método

arrastre de vapor y fluidos supercriticos

4.2.1.1 Determinacion de condiciones de operacion por método

arrastre de vapor.

4.2.1.1.1 Balance de materia por método arrastre de vapor.

Se define como la cantidad de materia que ingresa en un sistema, mas la cantidad de
materia que se genera dentro del sistema, menos la cantidad de materia que sale del
sistema que debe ser igual al incremento en la cantidad de materia almacenada en el

sistema.
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Recepcién de materia vegetal
(colectado secado y triturado)

1072,4 g
y

A

[ Inspeccion y coleccion de ]

materia vegetal
2 Q( Desechos (polvos y
'L cuerpos extrafos)

1000,4 g

A

[ Cargado del material vegetal ]

\ 4

o
Suministro de 82 Equipo de destilacién por arrastre
vapor de agua de vapor
a
Entrada de agua Condensacion del vapor de agua con Salida de agua
(Refrigerante) el aceite esencial (Refrigerante)

Extracto vegetal

(secar)
.

994,29 "16 °C

S

Vapor (agua)
Separacion del aceite esencial condensado, agua floral

6 ml

A

Almacén de aceite esencial

Figura 22. Balance de materia de la obtencién de aceite esencial.

En la figura 22, muestra el balance de materia mediante el método arrastre de vapor,
la cantidad de muestra para la extraccion fue 1072,4 g, separamos impurezas (plantas
ajenas, piedrillas, plantas dafiadas) que fue de 72 g, entonces al equipo de arrastre de

vapor ingreso: 1000,4 g el vapor ingreso con una temperatura de 82 °C, al cabo de 2
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horas, el extracto lo secamos y se tuvo una masa final de 994,2 g, con aceite esencial de

6 ml.
Tabla 6. Condiciones de operacion

Condiciones Datos
Materia vegetal 1000 g
Tiempo de extraccion 120 min
Flujo de vapor 15,91 ml/min
Volumen cargado en el generador 4000 ml
Volumen retenido en el extractor 197,9 ml
Volumen retenido en el condensador 379,4 ml
Flujo de condensado 1,05 ml/min
Volumen de aceite esencial 6 ml
Densidad del aceite esencial 0,9204 g/mi

Masa entra — Masa sale + Masa generada = Masa acumulada (@)

Masa acumulada =0 (2)

Vi=V2+V3z+ Vs ©))

V1= Volumen agua evaporada en el generador de vapor
V2 = Volumen de agua retenido en el fondo del extractor
V3= Volumen de agua retenido por el material

V4 = Volumen de agua en la corriente de producto

Q vapor = 15,91 m1|:1 t extraccion= 120 min
Vi= 15’91m1i|n* 120 min = 1909,2 mi

Q condensado = 1,05 ml|ln * 120 min =126 ml
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126 ml =V agua+ V aceite 4)
V condensado + 126 =V agua+ V aceite (5)
379,4 ml +126 =V agua + V aceite
505,4 ml =V agua+ V aceite (6)
V4=V agua+ aceite - V aceite
V4=505,4 ml -6 ml
V4=499,4 ml
En ecuacion (3)
1909,2 ml = 197,9 ml + V3 + 499,4 ml
V3 =1211,9 ml
Por densidad:

M aceite = 0,9204 % *6ml=5,52g

M final = M inicial - M aceite esencial M finai = 994,5 g
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4.2.1.2 Balance de materia por método fluidos supercriticos.

Recepcién de materia vegetal
(colectado y secado)

30,7637g
Inspeccion y triturado de materia 0,5984 g ' Desechos (polvos y
vegetal ———> cuerpos extrafios)
l 30,1653 g
Suministro de dioxido Carga de materia vegetal a la
de carbono camara de extraccion
Purg{ﬂ la camara de Etapa de ajuste de temperatura
extraccion por 10 seg. ’ (temperatura deseada)
l 45 °C

Etapa de ajuste presion (presurizacion)

11500 PSI

Etapa de extraccion (contacto materia
vegetal y COy)

1 1 hora

Etapa de separacion (obtencion del
aceite esencial)

29,5938 g Extracto vegetal

(sin aceite esencial)
0,5715¢g

Almacenamiento del aceite esencial

Figura 23. Balance de materia de obtencion de aceite esencial por FSC

La figura 23, muestra el balance de materia mediante el método fluidos supercriticos,

la cantidad de muestra para la extraccion fue 30,7637 g, las impurezas (plantas ajenas)
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pesaron 0,5984 g. Se trituré la muestra y se cargo en la cadmara 30,1653 g. Se ajusto la
temperatura a 45 °C (modificable segun requerimiento), posteriormente se pasoé a la
etapa de presurizacion con 1500 PSI (modificable segun requerimiento), en la etapa de
extraccion, el solvente CO: entro en contacto con la muestra, al cabo de 1 hora se pasé

a la etapa de separacion donde el extracto seco peso 29,5938 g y el aceite 0,5715 g.

4.2.2 Rendimiento de extraccion por método arrastre de vapor

Tabla 7. Rendimiento en aceite esencial de los géneros Tagetes y Myrcianthes

Aceite Esencial %Rendimiento

T. filifolia (Inquisivi) 0,4
T. filifolia (Tintilaya) 0,2
T. mandonii (Tintilaya) 0,4
T. terniflora (Tintilaya) 0,2
T. terniflora (Inquisivi) 0,3
M. osteomeloides 0,6
(Inquisivi)

Se puede observar en la tabla 7, el mayor rendimiento entre todas las especies
corresponde M. osteomeloides con 0,6%

En la especie de T. filifolia segun Maestri, Zygadlo, Grosso, Aburra & Guzman(1991)
obtuvieron un rendimiento de 0,8% proveniente de Argentina, Serrato (2015) obtuvo un

rendimiento de 0,6% proveniente de México, comparando con el trabajo se obtuvo un
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rendimiento de 0.4% y 0,2% proveniente de Tintilaya e Inquisivi respectivamente, estas
diferencias numéricas estan atribuidas al proceso y espacio geografico donde habitan.

Para el caso de T.mandonii segun Senatore (1999) en Peru tuvo un rendimiento de
0,4% de aceite y en nuestro caso fue igual.

Finalmente en el género Tagetes estudiadas, tenemos T. terniflora que, segiin Cosme
(2002) en Jujuy obtuvo un rendimiento de 0,4% de aceite esencial y en nuestro caso se
tiene los rendimiento de 0,2% y 0,3% recolectado de Tintilaya e Inquisivi respectivamente,
por lo que no tiene cambios numéricamente relevantes frente a la referencia bibliogréfica.

Para el caso de M. osteomeloides segun Lopez (2001) obtuvo un rendimiento de 0,6%
de aceite esencial proveniente del departamento de Cochabamba y en nuestro estudio
se tiene un rendimiento de 0,6% proveniente de Inquisivi, similar a la bibliografia
mencionada. Esto puede ser debido a que Inquisivi colinda con el departamento de

Cochabamba por lo tanto cuentan con pisos ecologicos similares.

4.2.3 Rendimiento por fluidos supercriticos

Tabla 8. Rendimiento con extraccién por FSC de T. filifolia

P (PSI) T(°C) %Rendimiento
1600 35 1,3
2000 35 1,7
1600 45 3,0
2000 45 3,7

En la tabla 8, se observa que a presion de 2000 PSI y a temperatura de 45 °C se

obtiene un rendimiento elevado de 3,7%, en comparacién con el segundo donde se
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trabajo a la misma presiéon 2000 PSI pero a una temperatura de 35 °C teniendo como

rendimiento de 1,72%.

Tabla 9. Rendimiento con extraccion por FSC de T. mandonii

P (PSI) T (°C) %Rendimiento
1700 35 0,60
2200 35 1,63
1700 45 1,47
2200 45 2,12

En la tabla 9, se observa que a presion de 2200 PSI y temperatura de 45 °C se obtiene
un rendimiento elevado de 2,12%, en comparacion con los tres rendimientos obtenidos,
a su misma vez notamos que a menor presion y temperatura se obtiene bajos

rendimientos en este caso de 0,60%.

Tabla 10. Rendimiento con extraccion por FSC de T. terniflora

P (PSI) T (°C) %Rendimiento
1600 35 0,83
2100 35 3,37
1600 45 1,33
2100 45 1,52

En la tabla 10, se observa que a presion de 2100 PSI y a temperatura de 35 °C se
obtiene un rendimiento mayor de 3,37%, en comparacion con los demas rendimientos

teniendo un bajo rendimiento de 0,83% a una presion 1600 PSly 35 °C.
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Tabla 11. Rendimiento con extraccién por FSC de M. osteomeloides

P (PSI) T (°C) %Rendimiento
1500 35 1,30
2100 35 2,10
1500 45 1,89
2100 45 3,01

En la tabla 11, se observa que a presion de 2100 PSI y a temperatura de 45 °C se

obtiene un rendimiento elevado de 3,01%, en comparacion con el segundo donde se

trabajo a la misma presién 2100 PSI pero a una temperatura de 35 °C teniendo como

rendimiento de 2,10%, por lo que podemos determinar que la temperatura influye en el

3,37
3,01
2,1
1,89
1,52
1,33 1,3
0,83
0,6
0'3 H

rendimiento.

w
w o,

N
o

Rendimiento (%)
o

[y

o
o

o

3,7
3
2,12
17
1645
13

0,6

04 0,4 I

T. filifolia T. mandonii

T. terniflora

M. osteomeloides

Darrastre de vapor B T=35°C, P=1600PSI| = T=35°C, P=2000PSI
B T=45°C, P=1600PS| = T=45°C, P= 2000PSI

Figura 24. Rendimiento entre arrastre de vapor y fluidos supercriticos

La figura 24, muestra la diferencia de rendimiento entre la extraccion por arrastre de vapor

y fluidos supercriticos, esta diferencia es debido a que el método de fluidos supercriticos

Anahi del Rosario Mamani Laruta

74



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

advierte que el aceite esencial presenta mayor rendimiento segun las condiciones de
presion y temperaturas aplicadas, mientras que por arrastre de vapor se obtiene al aceite

esencial en menor rendimiento.

4.3 Determinacion de las propiedades organolépticas y fisicoquimicas de los

aceites esenciales

4.3.1 Propiedades organolépticas de los aceites esenciales.

El andlisis organoléptico o evaluacion sensorial, se realiz6 a través de los sentidos de
la vista, olfato y gusto, considerando los caracteres de aspecto, olor, sabor y color de los

aceites esenciales.

Tabla 12. Analisis Organoléptico de los géneros Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial Procedencia Aspecto Olor Sabor

T. filifolia Inquisivi Liquido oleoso Agradable Dulce
caracteristico al
anis
T. filifolia Tintilaya Liquido oleoso Agradable Dulce

caracteristico al

anis

T. Mandonii Tintilaya Liquido oleoso Agradable Picante
con tintura

T. terniflora Tintilaya Liquido oleoso Agradable Picante
con tintura

T. terniflora Inquisivi Liquido oleoso Agradable Picante
con tintura

M. Inquisivi Liquido oleoso Agradable y Picante

osteomeloides mentolado
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La tabla 12, muestra el andlisis organoléptico de los aceites esenciales, resaltando el
olor de T. filifolia que es similar al anis con sabor dulce, también se destaca M.
osteomeloides por presentar un olor mentolado, en lo que se refiere a los demés aceites

presentaban un olor agradable y un sabor picante.

4.3.1.1 Determinacién de color.

Usando la escala de colores, se puede deducir que el aceite esencial es transparente
hasta una tonalidad de amarillo. Segun las soluciones de colores patrones de referencia

descrita en la NB 75003.

Tabla 13. Determinacion de color de los géneros Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial Regién Minimo Méximo

T. filifolia Inquisivi Solucion 1 Solucién 2
T. filifolia Tintilaya Solucién 1 Solucién 2
T. mandonii Tintilaya Solucién 5 Solucién 6
T. terniflora Tintilaya Solucién 5 Solucién 6
T. terniflora Inquisivi Solucién 5 Solucién 6
M. osteomeloides Inquisivi Soluciéon 1 Solucién 2

La tabla 13, muestra los resultados de color de los aceites esenciales de los géneros
Tagetes y Myrtaceae, en el género de los Tagetes se encuentran en rango de (1-2)
amarillo pélido, (5-6), para el género Myrtaceae se encuentra en rango (1-2) como se
muestra en la figura 11. Los aceites esenciales tienen color cuando hay moléculas activas
a la luz visible en el mismo. Es deseable contar con aceites en escala de 1 a 2,

considerados de mejor calidad.
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4.3.2 Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales.

4321  pH.

Tabla 14. pH de aceites esenciales de los géneros Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial pH
T. filifolia (Inquisivi) 5-6
T. filifolia (Tintilaya) 4-5
T. Mandonii (Tintilaya) 5-6
T. terniflora(Tintilaya) 4-5
T. terniflora (Inquisivi) 5-6
M.osteomeloides (Inquisivi) 5-6

En la tabla 14, se observa que el pH varia entre 4 a 6 por lo que esta dentro del rango
de pH de 4-6 que corresponden a un aceite de buena calidad segun Aromaterapia, 2009.
En la determinacién de pH en aceites esenciales determinamos la actividad frente al

tornasol y no asi el potencial de hidrogeniones.

4.3.2.2 Miscibilidad en etanol.

Tabla 15. Determinacion de miscibilidad en etanol de aceite esencial de los
géneros Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial Alcohol etilico %
T. filifolia (Inquisivi) 90%
T. filifolia (Tintilaya) 90%
T. mandonii (Tintilaya) 85%
T. terniflora (Tintilaya) 95%
T. terniflora (Inquisivi) 95%
M. osteomeloides (Inquisivi) 85%
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Los resultados de miscibilidad, tabla 15, muestran que el aceite esencial T. mandonii
y M. osteomeloides necesita menor cantidad de etanol (85%). En cambio, el aceite
esencial T. terniflora colectadas de diferentes regiones necesita etanol del 95%. En todos
los casos en esta determinacion de miscibilidad se afiadié 20 volumenes. En las tres
repeticiones que se realiz6 no se tuvo cambios, por lo tanto la desviacién estandar y el
coeficiente de varianza fue cero.

Este tipo de mezclas, segun la especies vegetal de origen pueden estar constituidos
por diferentes porcentajes de componentes cuyos grupos funcionales correspondan a los
alcoholes, aldehidos (mas solubles en agua) y de esteres, éteres, hidrocarburos (solubles
en compuestos apolares), los que determinaran su grado de miscibilidad en mezclas

hidroetandlicas (Arraiza, 2009).

4.3.2.3 Densidad relativa

Tabla 16. Determinacion de densidad (20°C) de aceite esencial del genero
Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial Promedio Desviacion % C.V. Expresién de
(g/cm?3) estandar resultado

T. filifolia (Inquisivi) 1,0761 0,0048 0,40 1,0761+0,0048
T. filifolia (Tintilaya) 1,0511 0,0022 0,21 1,0511+0,0022
T. mandonii (Tintilaya) 0,9313 0,0002 0,02 0,9313+0,0002
T. terniflora (Tintilaya) 0,9548 0,0028 0,30 0,9548+0,0028
T. terniflora (Inquisivi) 0,9685 0,0007 0,07 0,9685+0,0007
M.osteomeloides 0,9204 0,0008 0,08 0,9204+0,0008
(Inquisivi)
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En la tabla 16, se puede observar que las densidades varian segun la region de
recoleccion desde 0,9204 a 1,0761(g/cm?), por ejemplo en T. terniflora recolectado de
Inquisivi es mayor con respecto a la recoleccién en Tintilaya.

Segun Guenther (1948), la densidad de los aceites volatiles, varia entre 0,84 y 1,2
g/cm®. Por otra parte aquellos que tienen densidades mayores de 1 g/cm?3, contienen
principalmente fenoles, derivados fendlicos o ciertos esteres, entonces observando en la
tabla la densidad de T. filifolia es 1,0761 g/cm? de la recoleccién de Inquisivi y 1,0511
g/cm? de la regién de Tintilaya y segln el autor podemos indicar que este aceite contiene
fenoles, derivados de fenoles o esteres.

La densidad de un aceite esencial esta influenciado por factores como la madurez de
la planta de la cual se obtuvo, por el método de extraccién, purificacion, y la edad del
aceite.

4.3.2.4 indice de acidez.

Tabla 17. Determinacion de indice de acidez de aceite esencial en los géneros
Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial Promedio indice Desviacion % C.V. Expresion de

de acidez estandar resultado
T. filifolia (Inquisivi) 0,78 0,08 10,18 0,78+0,08
T. filifolia (Tintilaya) 0,59 0,08 13,32 0,59+ 0,08
T. Mandonii (Tintilaya) 0,78 0,08 10,18 0,78+ 0,08
T. terniflora (Tintilaya) 0,71 0,10 14,48 0,71+0,10
T. terniflora (Inquisivi) 1,20 0,16 13,32 1,20+ 0,16
M. osteomeloides 1,47 0,16 10,82 1,47+ 0,16
(Inquisivi)
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Latabla 17, indica el indice de acidez de los aceites esenciales de los géneros Tagetes
y Myrtaceae, un dato que resalta es T. terniflora y T. filifolia en recoleccidén de Inquisivi
frente al de Tintilaya tienen un indice de acidez mayor en ambos casos. Por lo que se
debe tener mayor cuidado en su conservacion con los aceites esenciales de bajo indice
de acidez, mientras que en M. osteomeloides como tiene mayor indice de acidez tiene
mayor tiempo de vida util.

Segun Dominguez (1988), la acidez de los aceites esenciales esta influenciada por la
presencia de acidos orgénicos (libres) de cadena corta que pueden volatilizarse
facilmente y ser solubles en la mezcla del aceite esencial, entonces lo que se realiz6 con

esta prueba es neutralizar los acidos organicos del aceite esencial.

4.3.2.5 indice de refraccion.

Tabla 18. Determinacion de indice de refraccién de aceite esencial de los
géneros Tagetes y Myrcianyhes

Aceite esencial Promedio Desviacion % C.V. Expresién de
indice de estandar resultado
refraccion

T. filifolia (Inquisivi) 1,5550 6x10° 0,004 1,5550+6x10°
T. filifolia (Tintilaya) 1,5531 5x10 0,03 1,5531+5x10*
T. Mandonii (Tintilaya) 1,4806 6x10° 0,004 1,4806+6x10°
T. terniflora (Tintilaya) 1,4739 3x10* 0,02 1,4739+ 3x10*
T. terniflora (Inquisivi) 1,4916 5x10°% 0,004 1,4916+5x10°
M. osteomeloides 1,4636 6x10° 0,004 1,4636+6x10°
(Inquisivi)
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La tabla 18, indica que el indice de refraccion se encuentra entre los valores de 1,4636
y 1,5550. En el caso de T. filifolia es preciso los valores (1,5550 y 1,5531) de indice de
refraccidon recolectadas en la region de Inquisivi y Tintilaya respectivamente. De igual
manera para T. terniflora los valores se acercan entre si (1,4739 y 1,4916), a pesar que
fueron recolectadas de diferentes regiones.

Segun Dominguez (1988), el indice de refraccion no varia mucho en los diferentes
aceites esenciales, los valores oscilan entre 1,46 y 1,61 a 20 °C, los 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 a 1,47 indica la posible presencia
de compuestos alifaticos oxigenados. Para los casos de T. filifolia, T. mandonii y T.
terniflora tienen un valor mayor a 1,47 entonces se presume que existe presencia de
compuestos alifaticos oxigenado, para el caso de M. osteomeloides se presume que
existe un porcentaje elevado de hidrocarburos terpénicos. El indice de refraccion de un
aceite esencial es igual a la fraccion molar de cada componente multiplicado por su
respectivo indice de refraccién; resultado que es definido por el componente mayoritario.

Delgado (2016).
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4.3.2.6 Poder rotatorio.

Tabla 19. Determinacion de actividad Optica de aceite esencial de los géneros
Tagetes y Myrcianthes

Aceite esencial Actividad Desviacion %C.V. Expresion de

Optica estandar resultados

T. filifolia +1,4 0,02 1,25 +1,4+0,02
(Inquisivi)

T. filifolia +1,3 0,01 0,89 +1,3+0,01
(Tintilaya)

T. Mandonii +4,8 0,28 5,97 + 4,8 +0,28
(Tintilaya)

T. terniflora +3,3 0,25 7,78 +3,3+0,25
(Tintilaya)

T. terniflora +4,1 0,15 3,69 +4,1+0,15
(Inquisivi)

M. osteomeloides +4,9 0,11 2,34 +49+0,11
(Inquisivi)

En la tabla 19, se observa la actividad éptica de aceites esenciales de los géneros
Tagetes y Myrcianthes predominando componentes mayoritarios dextrogiros (+).

Para el caso de T. filifolia no tiene cambios numéricamente relevantes el valor de
actividad o6ptica de ambas regiones de recoleccion; en T. terniflora se incrementa
relativamente la actividad optica recolectada en Tintilaya con respecto a la recoleccion

de Inquisivi. La actividad oOptica refleja la identidad del aceite esencial evaluada.
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Tabla 20. Resumen de propiedades fisicoquimicas de aceites esenciales de los

géneros de Tagetes y Myrtaceae

Especie pH Miscibilidad Densidad indicede  Indice de Poder
en etanol (g/cm?) acidez refraccion Rotatorio

T. filifolia 5-6 90% 1,0761+0,0048 0,78+0,08 1,5550+ 6x10° +1,4+0,02
(Inquisivi)

T. filifolia 4-5 90% 1,0511+0,0022 0,59+ 0,08 1,5531+5x10% +1,3+0,01
(Tintilaya)

T.Mandonii 5-6 85% 0,9313+0,0002 0,78+0,08 1,4806+ 6x10° + 4,8 +0,28
(Tintilaya)

T.terniflora 4-5 95% 0,9548+0,0028 0,71+0,10 1,4739+ 3x10* +3,3+0,25
(Tintilaya)

T.terniflora 5-6 95% 0,9685+0,0007 1,20+0,16 1,4916%5x10° +4,1+0,15
(Inquisivi)

M.osteomeloides 5-6 85% 0,9204+0,0008 1,47+0,16 1,4636%6x10° +4,9+0,11

(Inquisivi)

En la tabla 20, se tiene un resumen de las propiedades fisicoquimicas de los aceites

esenciales de los géneros Tagetes y Myrtaceae, observamos un pH ligeramente acido

para todas las especies, tenemos una densidad baja de 0,9204 en la especie de M.

osteomeloides y una densidad superior a uno en el caso de T. filifolia, se observa también

un indice de acides elevado en la especie de M. osteomeloides por el contrario ocurre

con la especie de T. filifolia proveniente de Tintilaya, en el indice de acidez no se tiene

cambios numéricamente relevantes abarcan entre 1,4636 y 1,555, finalmente den el

poder rotatorio para todos los casos se las moléculas se comportan de manera dextrogira.
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4.3.3 Espectroscopia UV - Visible.

El andlisis por el método espectrométrico de un aceite esencial constituido por una

mezcla de compuestos puede ser utilizado para obtener una posible composicion de ella

y asumir la ausencia o presencia de un grupo funcional.

4.3.3.1 Espectroscopia UV — Vis en aceites esenciales

s ® T filifolia Inquisivi
| @ T.filfolia Tintilaya

T. filifolia T. filifolia
Inquisivi Tintilaya
"l A A
Abs. Abs.
(hm.) (nm.)

258,51 0,995 | 258,0 | 1,818

= 204,5 | 1,202 | 209,0 | 1,544

ruE L

o e

Figura 25. Barrido espectral T. filifolia

En la figura 25, se observa sefial de actividad de la especie de T. filifolia recolectada

de la region de Inquisivi y Tintilaya de concentraciones de 1/210000 y 1/640000 en etanol

formando el pico a 258,5 y 258,0 nm, respectivamente.
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v T. mandoni
A (nm.) Abs.
< . | | 2680 | 0,375
| ._ . 2305 | 0,823
— 2015 | 1,561
e = =

Figura 26. Barrido espectral T. mandonii

En la figura 26, se observa sefial de actividad de la especie de T. mandonii recolectada
de la regién de Tintilaya. Se trabajo con una dilucion 1/32000 en etanol y se observa dos

picos el primero a 268,0 nm y el segundo a 230,50 nm.

B T ® T. terniflora (Inquisivi)

® T. terniflora (Tintilaya)

B

T. terniflora T. terniflora
= Inquisivi Tintilaya
i ¥ 2N X(nm) | Abs. | A(nm.) | Abs.

232,0 0,996 | 236,0 1,150

201,5 1,363 | 201,0 1,148

@
1
]
=
=
-

Figura 27. Barrido espectral T. terniflora
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En la figura 27, se observa sefial de actividad de la especie de T. terniflora recolectada
de la regién de Inquisivi y Tintilaya cuyas concentraciones fueron de 1/32000 y 1/80000

en etanol formando los picos: el primero de 232,0 y 236,0 nm, respectivamente.

Soen Spech T

® M. osteomeloides

(Inquisivi)
- e o S S o -
ssaf e 246,0 1,210
_ ” S 203,0 1,895

Figura 28. Barrido espectral M. osteomeloides (Inquisivi)

En la figura 28, se observa sefial de actividad de la especie de M. osteomeloides
recolectada de la region de Inquisivi, a una dilucion 1/8000 en etanol, formando un pico
a 246 nm.

Segun Lock (1988), indica que entre longitudes de onda de 202 y 210 nm existe
presencia de compuestos saturados, entre 215 y 250 nm indica la presencia de
compuestos insaturados y entre 250 y 270 nm de hidrocarburos aromaticos.

Para T. filifolia se indica la presencia en los primeros picos de hidrocarburos aromaticos.
Para T. mandonii el primer pico indica la presencia de hidrocarburos aromaticos y en el
segundo pico indica la presencia de compuestos insaturados.

Para T. terniflora indica la presencia de compuestos insaturados.

Finalmente M. osteomeloides identificariamos la presencia de compuestos insaturados

Anahi del Rosario Mamani Laruta 86



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

4.3.3.2

Supercriticos.

Espectroscopia de UV - Vis en extractos por Fluidos

Scan Spectum Cuve
2000
® P=1600 PSI T=35°C
@ P=1600 PSI T=45°C
o & P=2000 PSI T=35°C
' ® P=2100 PSI T=45°C
e o T
.uc?;utﬂ 25000 anm e —— — 000
Waretkgth|nm)
Compuestos P=1600 PSI | P=2000 PSI P=1600 PSI P=2100 PSI
Abs. T=35°C T=35°C T=45°C T=45°C
Aromaticos 0,742 0,874 1,128 0,600
(250-270nm.)
Saturados 1,455 1,585 1,339 1,480
(202-210nm.)

Figura 29. Barrido espectral de T. filifolia por método FSC

En la figura 29, se observa sefiales de actividad de la especie de T. filifolia trabajado

mediante el método de fluidos supercriticos, variando la presion y la temperatura, la

absorbancia es diferente para cada extraccion; resalta en la figura 28, la presion de 1600

PSI y una temperatura de 45 °C se encuentra la mayor absorbancia entre las demas

extracciones.
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Sean Speckum Cure

1.1m

0550

0200

@®P=1700PSIT=35°C
“ P=1700 PSIT=45°C
@ P=2200PSIT=35°C
® P=2200 PSI T=45°C

15000

50,00

“wavelenalfinm]

3100

3E0.00

Compuestos P=1700 PSI | P=1700 PSI P=2200 PSI | P=2200 PSI
Abs. | T=35°C T=45°C T=35°C T=45°C

Saturados 1,269 0,703 1,199 1,752
(202-210nm)

Insaturados 1,014 1,051 0,896 1,462
(215-250nm)

Aromaticos 1,032 0,972 0,683 1,172
(250-270nm)

Figura 30. Barrido espectral de T. mandonii por método FSC.

En la figura 30, se observa sefiales de actividad de la especie de T. mandonii trabajado
mediante el método de fluidos supercriticos, observamos que la absorbancia es diferente
para cada condicion de extraccion, por ejemplo a una presion de 2200 PSly 35 °C es
baja la absorbancia en compuestos insaturados y a 1700 PSI y 45 °C la absorbancia en

compuestos saturados es baja en relacion a las demas.
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Scan Spechum Cune

2,000

0515

0,00

@ P=2100 PSI T= 35°C
@ P=1600 PSI T= 35°C
© P=1600 PSI T= 45°C
® P=2100 PSI T=45°C

AN T )
\

190,00

25000

\wavelergh|rm]
Compuestos P=2100 PSI | P=1600 PSI P=1600 PSI | P=2100 PSI
Abs. | T=35°C T=35°C T=45°C T=45°C

Saturados 1,625 1,539 1,348 1,731
(202-210nm)

Insaturados 1,185 0,660 0,961 0,887
(215-250nm)

Arométicos | -----—--- 0,150 0,197 0,225
(250-270nm)

Figura 31. Barridos espectrales de T. terniflora por método FSC

En la figura 31, se observa las sefales de actividad de la especie de T. terniflora

trabajado mediante el método de fluidos supercriticos, a una presion de 2100 PSly 35

°C existe una mayor absorbancia en la region de compuestos insaturados.
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Scan Speciiun Cuiss

2,00

® P=1500 PSI T=35°C
@ P=1500 PSI T=45°C
@ P=2100 PSIT=45°C
P P=2700 PSI T=48°C

FI11) R A .

0515

0.020

19000 25000 20000 3|000
‘whavelenoth|rir|

Compuestos P=1500 PSI | P=1500 PSI P=2100 PSI | P=2700PSI
Abs. | T=35°C T=45°C T=45°C T=48°C

Saturados 1,131 1,507 1,895 1,387

(202-210nm)

Insaturados 0,928 1,140 1,210 0,921

(215-250nm)

Figura 32. Barridos espectrales de M. osteomeloides por método FSC

En la figura 32, se observa sefales de actividad de la especie de M. osteomeloides
trabajado por el método de fluidos supercriticos, variando la presion y la temperatura, en
cada extraccion las condiciones fueron diferentes por ejemplo a una presion de 1500 PSI
y 35 °C, entre 2700 PSI y 48 °C tiene similar absorbancia, presencia de compuestos
saturados.

Segun Lock (1988), podemos identificar los compuestos presentes en cada especie:
T filifolia existe la presencia de compuestos aromaticos por fluidos supercriticos y en la
extraccion por arrastre de vapor. T. mandonii existe presencia de compuestos
insaturados y aromaticos mediante las extracciones de fluidos supercriticos y arrastre de

vapor. T. terniflora existe la presencia de compuestos insaturados y aromaticos pero por
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arrastre de vapor no se encuentra compuestos aromaticos. M. osteomeloides se identificd

presencia de compuestos saturados e insaturados por el método de fluidos supercriticos.

4.3.4 Cromatografia en capa fina.

Los analisis realizados por cromatografia en capa fina nos muestra la composicién
guimica de manera cualitativa de los aceites esenciales. Teniendo una fase estacionaria
y una fase mdvil, con un revelador que nos permitird observar la composicion del aceite

esencial reflejado como fracciones.

4.3.4.1 Cromatografia en capa fina de los aceites esenciales obtenido

por el método de arrastre de vapor

INQUISIVI TINTILAYA Fase movil: hexano: éter de petréleo 1:2
Fase estacionaria: placa de TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck)

Revelador: Acido sulftrico- Vainillina

Distancia de recorrido de solvente: 7,2 cm
INQUISIVI TINTILAYA

Fracciones R; (cm) Fracciones R (cm)

1 0,04 1 0,04
2 0,05 2 0,07
3 0,07 3 0,09
4 0,11 4 0,12
5 0,14 5 0,14
6 0,18 6 0,21
7 0,22 7 0,44
8 0,25 8 0,76
9 0,51
10 0,80

Figura 33. Cromatografia en capa fina T. filifolia
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En la figura 33, se puede observar las fracciones presentes en T. filifolia, proveniente
de Inquisivi y Tintilaya se muestra a 10 componentes y 8 componentes respectivamente,
para ambos casos se ve a simple vista el componente mayoritario.

En relacién con la densidad para esta especie indicaba la presencia de fenoles,
derivados de fenoles por tener una densidad mayor a 1, entonces podemos asumir que

el mayor componente son fenoles.

Fase mévil: hexano: éter de petréleo 1:2
Fase estacionaria: placa de TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck)
Revelador: Acido sulfarico- Vainillina
Distancia de recorrido de solvente: 7,0 cm
Fracciones Rt (cm)

1 0,04

2 0,07

3 0,16

4 0,20

5 0,23

6 0,28

7 0,42

8 0,55

9 0,58

10 0,70

11 0,76

12 0,83

13 0,93

Figura 34. Cromatografia en capa fina T. mandonii

En la figura 34, se puede observar las fracciones en T. mandonii proveniente de

Tintilaya, con 13 componentes en la mezcla.
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TINTILAYA INQUISIVI Fase mévil: hexano: éter de petréleo 1:2
Fase estacionaria: placa de Silica Gel G F254 (Merck)

Revelador: Acido sulfdrico- Vainillina

Distancia de recorrido de solvente: 6,8 cm

' — TINTILAYA INQUISIVI
Fracciones R; (cm) Fracciones R: (cm)

1 0,05 1 0,06
2 0,08 2 0,08
3 0,12 3 0,12
4 0,19 4 0,17
5 0,20 5 0,23
6 0,24 6 0,88
7 0,25 7 0,93
8 0,87

9 0,92

Figura 35. Cromatografia en capa fina T. terniflora

En la figura 35, se puede observar las fracciones presentes en T. terniflora proveniente

de Tintilaya e Inquisivi, con 9 y 7 componentes respectivamente.

Fase movil: hexano: éter de petréleo 1:1
Fase estacionaria: placa de Silica Gel G F254 (Merck)
Revelador: Acido sulfarico- Vainillina
Distancia de recorrido de solvente: 6,8 cm
Fracciones Rt (cm)

1 0,08

2 0,35

3 0,42

4 0,48

5 0,52

6 0,60

7 0,73

8 0,85

Figura 36. Cromatografia en capa fina M. osteomeloides (Inquisivi)
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En la figura 36, se puede observar fracciones de M. osteomeloides proveniente de

Inquisivi, con 6 componentes en la mezcla.

4.3.4.2 Cromatografia en capa fina de aceite esencial obtenido por el

meétodo de fluidos supercriticos.

Fase movil: hexano: éter de petréleo 1:2
Fase estacionaria: placa de TLC Silica gel 60 Fas4 (Merck)
Revelador: Acido sulfarico- Vainillina
Distancia de recorrido de solvente: 7,0 cm
1Rf(cm) 2Rf(cm) 3 Rsi(cm) 4 Rf(cm)
0,06 0,06 0,07 0,07
0,1 0,12 0,1 0,13
0,14 0,16 0,16 0,18
0,18 0,18 0,18 0,27
0,27 0,26 0,26 0,30
0,30 0,28 0,36 0,63
0,60 0,53 0,54 0,74
0,90 0,60 0,61 0,90
0,67 0,90
0,74
0.90

Figura 37. Cromatografia en capa fina de T. filifolia extraido por FSC

En la figura 37, se aprecia las fracciones de las 4 extracciones realizadas a diferentes
presiones y temperaturas, podemos observar en el segundo revelado en condiciones de

2000 PSly 35 °C existe mayor componentes frente a las demas.
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Fase movil: hexano: éter de petréleo 1:2
Fase estacionaria: placa de TLC Silica gel 60 Fzs4 (Merck)
Revelador: Acido sulfarico- Vainillina
Distancia de recorrido de solvente: 7,0 cm
1Rf(cm) 2Ri(cm) 3Ri(cm) 4Rs(cm)
0,07 0,06 0,06 0,04
0,10 0,08 0,08 0,07
0,14 0,12 0,12 0,13
0,17 0,14 0,14 0,17
0,27 0,17 0,17 0,20
0,34 0,18 0,18 0,21
0,67 0,27 0,27 0,28
0,84 0,33 0,33 0,31
0,46 0,54 0,37
0,66 0,66 0,58
0,84 0,84 0,67
0,86

Figura 38. Cromatografia en capa fina de T. mandonii extraido por FSC

En la figura 38, se aprecia las fracciones de las 4 extracciones realizadas a diferentes
presiones y temperaturas, podemos observar en el cuarto revelado en condiciones de

2200 PSly 35 °C existe mayor componentes frente a las demas.
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Fase movil: hexano: éter de petréleo 1:2

Fase estacionaria: placa de TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck)
Revelador: Acido sulfarico- Vainillina
-_ - 1 Distancia de recorrido de solvente: 7,3 cm

1Rf(cm) 2Ri(cm) 3Ri(cm) 4Rs(cm)

- 0,04 0,04 0,04 0,07
' 0,08 0,06 0,07 0,12
0,19 0,11 0,11 0,19
0,38 0,18 0,19 0,20
0,87 0,21 0,20 0,38
0,90 0,36 0,36 0,52
0,49 0,51 0,63
0,57 0,59 0,73
0,72 0,72 0,87
0,87 0,87 0,90
0,92 0,90

Figura 39. Cromatografia en capa fina de T. terniflora extraido por FSC

En la figura 39, se aprecia las fracciones de las 4 extracciones realizadas a diferentes
presiones y temperaturas, podemos observar en el segundo y tercer revelado existe

mayor componentes frente a las demas.
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Fase movil: hexano: éter de petréleo 1:2

Fase estacionaria: placa de TLC Silica gel 60 F2s4 (Merck)

Revelador: Acido sulfarico- Vainillina

Distancia de recorrido de solvente: 6,0 cm

1Rf(cm) 2Ri(cm) 3Ri(cm) 4Rs(cm)

0,05 0,05 0,07 0,07
0,08 0,15 0,10 0,10
0,14 0,21 0,15 0,21
0,21 0,31 0,22 0,33
0,26 0,40 0,33 0,35
0,31 0,46 0,39 0,40
0,38 0,55 0,46 0,45
0,45 0,62 0,52 0,54
0,52 0,65 0,64 0,60
0,60 0,71 0,70 0,69
0,69 0,75 0,83 0,83
0,83 0,83

Figura 40. Cromatografia en capa fina de M. osteomeloides extraido por FSC

En la figura 40, se aprecia las fracciones de las 4 extracciones realizadas a diferentes
presiones y temperaturas, podemos observar en el primer y segundo revelado existe

mayor componentes frente a las demas.

4.3.5 Espectroscopia Infrarroja

El analisis de los aceites esenciales en el espectro infrarrojo fueron determinados
sobre la base de las cinco zonas de analisis en el espectro infrarrojo mediano (4000

600 cm-1).
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Figura 41. Espectrograma de IR de aceite esencial

En la figura 41, podemos observar el espectrograma de aceite esencial, este se divide
en la region de grupo funcional y la huella dactilar, y se subdivide por 5 zonas de grupo,

para determinados numeros de onda, todos los espectros son propios para cada especie.

Tabla 21. Identificacion de los grupos funcionales en las zonas de grupo

Especie  T.filifolia T.filifolia T.mandonii T.terniflora T.terniflora M.osteomeolides

Grupo Inquisivi ~ Tintilaya  Tintilaya Tintilaya Inquisivi Inquisivi
Zonal Alcohol (O-H)
Zona?2 Alcano Alcano Alcano Aryl, vinyl Aryl, vinyl Alcano (sp®C-H)
(sp®C-H)  (sp®C-H) (sp°C-H) (C-H) (C-H)
Aldehido  Aldehido  Ac. Aldehido Aldehido
(sp? C-H)  (sp?C-H) carboxilico (sp? C-H) (sp? C-H)
(O-H) Alcano
(sp®C-H)
Zona3
Zona4 Cetona(C=0) Arylcetona Aryl cetona Aldehido (C=0)
(C=0) (C=0)
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Enone Enone
(C=C-C=0) (C=C-C=0)
Zonabs Algueno Algueno Algueno Algueno Algueno (C=C)
(C=C) (C=C) (C=C) (C=C)

En la tabla 21, muestra a los grupos funcionales representativos en las 5 zonas de
cada especie, observamos en la zona 3 que no se identificé a ningun grupo funcional en
ninguna especie, en la mayoria de las especies muestra los grupos funcionales como
alcanos, aldehidos y alquenos.

En la especie T. filifolia procedentes de las regiones de Inquisivi y Tintilaya, se tiene
los grupos funcionales como: alcano (sp3 C-H), aldehido (sp2 C-H) (Zona 2); alquenos
(C=C) (Zona 5); ambos muestran similar perfil, pero varia en la intensidad y forma de los
valles (ancho, dobles, etc.).

La especie T. mandonii procedente de Tintilaya, se tiene los grupos funcionales como:
alcano (sp3 C-H), Ac. Carboxilico (O-H) (Zona 2); cetona(C=0) (Zona 4); son los mas
representativos y que se puede ver a simple vista en el espectro.

En la especie T. terniflora procedente de las regiones de Inquisivi y Tintilaya, tienen
los grupos funcionales como: Aryl, vinyl (C-H), Aldehido (sp2 C-H) y Alcano (sp3 C-H)
este ultimo identificado solo en la recoleccién de Sorata, en zona 2 ; Aryl cetona (C=0)
enone (C=C-C=0) en la zona 4 vy alquenos (C=C) en la zona 5; en la recoleccion de
ambas regiones varia la presencia de alcano proveniente de Tintilaya, de ambas regiones
muestran similar perfil, pero varia en la intensidad y forma de los valles.

Finalmente en la especie de M. osteomeloides procedente de Inquisivi, las sefales

mas representativas son: Alcohol (O-H) en la zona 1, Alcano (sp3 C-H) en la zona 2,
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Aldehido (C=0) en la zona 4 y Alqueno (C=C) en la zona 5, es la Unica especie que

muestra un grupo en la zona 1.

4.3.6 Cromatografia de gases acoplada a masas

El acoplamiento de un cromatdgrafo de gases a un espectrémetro de masas es comun
para el analisis de aceites esenciales, ya que este permite separar a la mezcla compleja
en sus respectivos componentes hasta culminar en el detector de masas con la definicién

de estructura.

17.689,843

..
s
L
¥
b o

-
il

Figura 42. Cromatograma de gases

En la figura 42, observamos en el cromatograma la separaciéon de los componentes de
una mezcla, de aceites esenciales, donde la separacion fue en 10 fracciones, con la

ayuda de acoplamiento de masas podremos identificar cada uno de estas fracciones.
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Figura 43. Comparacioén del espectro de alfa pineno con el espectro de la
biblioteca de espectrometria de masas
En la figura 43, observamos el procedimiento de determinacion estructural de un pico
por comparacion con los espectros de la biblioteca del espectrometro de masas.
Determinandose que corresponde al alpha-pineno por la mayor similitud del perfil practico

del espectro de ionizacion con el espectro de ionizacién del alpha —pineno (99%).
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Tabla 22. Composicion de aceite esencial de T. filifolia

Componentes Composicién T. filifolia %

Inquisivi Tintilaya
Anetol 92.11 88.85
Estragol 3.50 8.97
8- isopropil 1-1- metil — 5- metileno o8 e
Anis aldehido 0.79 0.21
a- farnaseno 0.65 0.57
2- propanona OIS, 3T T —
B-farneseno (0JAKOIE = ——
Transtagetona - 0.26
Germacreno - 0.67
Dihidrotagetona - 0.47

La tabla 22, muestra los resultados de separacion e identificacion del aceite T. filifolia
provenientes de las regiones de Inquisivi y Tintilaya (Anexos 9 y 10), en ambos casos
muestra como componente mayoritario al anetol (Anexo 11) responsable de aroma,
seguido por estragol que en Tintilaya se tiene mayor porcentaje de presencia, anis
aldehido en mayor porcentaje en la recoleccion de Inquisivi.

Segun los estudios realizados anteriormente, se tiene los siguientes componentes
principales en T. filifolia determinados por CG-MS: Serrato (2015) México identificd al
componente mayoritario anetol, Maestri (1991) en Argentina identificé anetol (68,1%) y
estragol (29,5%). Serrato (2008) México identificaron: 4-alilanisol y trans-anetol y

alilanisol. En el presente trabajo identificamos al anetol, observamos que coincidimos con
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todos los investigadores, estragol, coincide con el estudio de Argentina, los demés
componentes que tenemos en la tabla no se identifica por los demas investigadores

debido a que se encuentran en porcentaje bajo.

Tabla 23. Composicion de aceite esencial de T. mandonii.

Componentes Composiciéon T. mandonii %
Tintilaya

Dyhidro tagetona 48.59
Limoneno 21.73
Trans- B- ocimeno 11.84
Cis tagetona 3.15
Cariofileno 1.02
Butanona 5.8

a- pineno 0.28

La tabla 23, muestra los resultados de separacion e identificacion del aceite T.
mandonii (Anexo 12) proveniente de Tintilaya, muestra como componente mayoritario di
hidro tagetona (Anexo 13), seguido por limoneno, también resaltan trans —3- ocimeno y
cis tagetona (caracteristico de este género).

Segun Senatore (1999), en México identificaron por CG-MS los siguientes
compuestos: trans-ocimeno (15.2%), cantidades apreciables de ocimenones (12.9%),
tagetones (12,5%) y limoneno (7,9%).En nuestro estudio se identificd a trans ocimeno,

cis y dy hidro tagetona y limoneno.
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Tabla 24. Componentes de aceite esencial de T. terniflora

Componentes Composicién T. terniflora %
Inquisivi Tintilaya
Di hidro tagetona 31.86 79.91
Cis tagetona 7.98 2.63
Acido ciclopentanocarboxilato 2.52 0.95
Isoartemisia cetona 062 ' e
Limoneno 0.71% 3% -
Limonen-6-ol, pivalato 039 W= 0
Acido isopentanoico - 0.23
O-cimeno e 0.23
Estragol = = [asm e 0.18

La tabla 24, muestra los resultados de separacion e identificacion del aceite T.
terniflora provenientes de Inquisivi y Tintilaya (Anexos 14 y 15), en ambos casos muestra
como componente mayoritario di hidro tagetona (Anexo 16), seguido por cis tagetona,
pero en Inquisivi se tiene mayor presencia de este compuesto, isoartemisia cetona y
limoneno no se encuentran presentes en la especie recolectada en Tintilaya, mientras
gue el o—cimeno y estragol no se encuentran presentes en la recoleccion de Inquisivi.

Segun Saavedra (2002), en Argentina identificO a los componentes mayoritarios de
esta especie por CG-MS: cis-ocimeno, cis- trans tagetona, cis- trans ocimenona y la di
hidro tagetona. Entonces coincidimos con los investigadores en la identificacion de di

hidro tagetona, cis tagetona los demas que se identifica son de menor porcentaje.
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Tabla 25. Componentes de aceite esencial de M. osteomeloides

Componentes Composicién M. osteomeloides
%
Inquisivi
Eucaliptol 64.68
a-pineno 20.62
D- limoneno 5.42
B-pineno 3.61
Acetato de terpineol 1.96
a- terpineol 1.61
1-propenil ciclopentano 0.70
(-)-4-terpineol 0.39
Butanona 0.38

La tabla 25, muestra los resultados de separacion e identificacion del aceite M.
osteomeloides proveniente de la region Inquisivi (Anexo 17), muestra como componente
mayoritario eucaliptol (Anexo 18), seguido por a- y B-pineno, también resalta el acetato
de terpineol.

Segun Lopéz (2001), en Cochabamba identificaron por CG-MS los siguientes
compuestos mayoritarios: 1,8-cineol (55,7%) como componente principal, seguido de a-
pineno (17,9%), a-terpineol (8,5%) y B-pineno (4,6%).o0bservamos que en nuestro estudio
también identificamos a 1,8 cineol (eucaliptol), a-pineno y B-pineno, todos relativamente
mayor en porcentaje con referencia a bibliografia. Contrario al a-terpineol que en nuestro

caso tiene un porcentaje menor frente a la investigacion de Cochabamba.

Anahi del Rosario Mamani Laruta 105



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

4.4  Determinacion de actividad antioxidante y antimicrobiana
4.41 Determinacion de actividad antioxidante.
4.4.1.1 Determinaciéon por el método de Folin - Denis

El contenido total de fenoles se expresa como los miligramos de fenol en un litro de
aceite esencial, para lo cual se hizo una curva de calibracion con pirogalol tal como

muestra la figura 44.

Curva de calibracion de Polifenoles

0,9

0,8

0,7

0,6 :
» 0,5 =
o
<04 e

03 e
0,2 = ) y = 0,0894x + 0,0297
o1 (T R? = 0,9972

0 2 4 6 8 10
Conc (mg/L)

Figura 44. Curva de calibracion de polifenoles totales

Habiendo utilizado el pirogalol como estandar para la determinacion de fenoles totales
por el método de Folin (cuatro niveles de concentracion a dos repeticiones) se ha
demostrado la relacion de correspondencia (r=0,9988) con la ecuacion regresion lineal

(Anexo 19), posteriormente se realizo la lectura correspondiente para cada especie.
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Tabla 26. Concentracion de fenoles totales

Aceite esencial Concentracion % C.V. Concentracion
en pirogalol en 1 litro de

(mg/L) aceite (mg/L)
T. filifolia (Inquisivi) 1,81+0,02 0,09 326,6+0,02
T. filifolia (Tintilaya) 1,92+0,02 1,16 346,4+0,02
T. Mandonii (Tintilaya) 2,33+0,02 0,05 604,8+0,02
T. terniflora (Tintilaya) 2,26+0,01 0,57 589,3+0,01
T. terniflora (Inquisivi) 1,88+0,04 0,02 489,1+0,04
M. osteomeloides 1,91+0,03 0,17 344,7+0,03

(Inquisivi)

En la tabla 26, se puede observar la concentracion de fenoles totales presentes en un
litro de aceite esencial, la especie que muestra la mayor concentracion de fenoles totales
es T. mandonii con 604,8 mg/L de aceite esencial y el de menor concentracion es T.

filifolia proveniente de Inquisivi con 326,6 mg/L de aceite esencial.

4.4.1.2 Determinacién por el método DPPH.

En la determinacion de la actividad antioxidante se aplicé el método DPPH, el cual
consistid6 en evaluar la potencia antioxidante frente al radical DPPH de los aceites

esenciales.

Anahi del Rosario Mamani Laruta 107



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

Tabla 27. Determinacion % de Inhibicién por método DPPH

Aceite esencial Promedio de % Desviacion % C.V. Expresién de

de inhibicion estandar resultado
T. filifolia (Inquisivi) 86,7 0,29 0,34 86,7+0,29
T. filifolia (Tintilaya) 43,2 0,07 0,16 43,2+0,07
T. Mandonii (Tintilaya) 84,1 0,42 0,49 84,1+0,42
T. terniflora (Tintilaya) 63,7 0,56 0,87 63,6+0,56
T. terniflora (Inquisivi) 77,3 0,32 0,40 77,3+0,32
M. osteomeloides 88,8 0,53 0,59 88,8+0,53
(Inquisivi)

La tabla 27, muestra el porcentaje de inhibicion que presenta sobre el radical DPPH,
de manera general observamos que el mayor porcentaje de inhibicion es de 88,8% de la
especie M. osteomeloides, y el menor porcentaje de inhibicion es de 43,2% de T. filifolia
proveniente de Tintilaya, para todos los casos se trabajé con una dilucion de 1/10 del
aceite esencial, lo que significa g la potencia inhibitoria es ain mayor con aceite puro.

En la especie T. filifolia segin Sanchez y Ruiz (2017), determinaron la capacidad
antioxidante del extracto de T. filifolia en alcohol etilico por el método DPPH donde obtuvo
una actividad antioxidante de 90,3%, en nuestro estudio se tiene mayor poder de
inhibicion de esta especie proveniente de la region de Inquisivi (86,7%) y un bajo poder
de inhibicién en la especie de Tintilaya (43,2%).

En el caso de T. terniflora segun Zabaleta, Mufioz y Blanco (2005) determinaron el
porcentaje de capacidad de inhibicion que fue de 85,3% por el método DPPH en Perd,
en nuestro estudio la capacidad de inhibicién provenientes de Tintilaya e Inquisivi es de

63,7 %y 77,3 % respectivamente, esta variacion frente a la referencia bibliografica puede
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ser debido a la dilucién del aceite esencial, ya que en bibliografia no nos indica si fue

diluido o puro el aceite esencial.

4.4.1.3 Determinacion por el método ABTS.

Tabla 28. Determinacion de % de Inhibicion por el método ABTS

Expresién de Expresién de
Aceite esencial resultado para % C.V. resultado % C.V.
10 min para 30 min
T. filifolia (Inquisivi) 40,8+ 0,35 0,87 55,1+0,36 0.65
T. filifolia (Tintilaya) 19,8+ 0,13 0,64 33,2+ 0,07 0,22
T. Mandonii (Tintilaya) 75,4+0.37 0,50 93,5+0,60 0,63
T. terniflora (Tintilaya) 17,1+0,07 0,45 26,6+0,13 0,50
T. terniflora (Inquisivi) 68,1 +0,21 0,40 79,3+ 0,21 0,42
M. osteomeloides

33,9+0,37 0,90 47,6%0,28 0.60

(Inquisivi)

La tabla 28, muestra el porcentaje de inhibicién que presenta sobre el radical ABTS en
dos diferentes tiempos de lectura al cabo de 10 min y 30 min, de manera general
observamos que el mayor porcentaje de inhibicion es de 75,4% en 10 min 'y 93,52 en 30
min de la especie T. mandonii, y el menor porcentaje de inhibicién es de 17,14% en 10min
y 26,57% en 30 min de T. terniflora proveniente de Tintilaya, para todos los casos
trabajamos con una dilucion de 1/10 de aceite esencial, lo q significa q la potencia

inhibitoria es ain mayor con aceite puro.
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4.4.2 Determinacion de actividad antimicrobiana.

Figura 45. Determinacién de actividad antimicrobiana

En la figura 45, se muestra el desarrollo de las cepas en microplaca frente a los aceites
esenciales, este cultivo fue desarrollado por duplicado y las dos ultimas como referencia

(sin bacterias).

Tabla 29. Determinacion de actividad antimicrobiana en aceites esenciales del
género Tagetes y Myrciantes

Especie/ Bacterias Staphylococcus Eschericha Pseudomona Candida
aureus coli aeruginosa albicanis

T. filifolia - + ++ -

T. mandonii - + F++ +

T. terniflora - + +++ 4

M. osteomeloides - - ++ -

(-) Sin actividad
(+) Baja actividad
(++) Media actividad

(+++) Activo
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En la tabla 29, podemos observar la actividad antimicrobiana frente a los aceites

esenciales. Para T. filifolia la bacteria Pseudomona aeruginosa presento una actividad

media a una dilucion 1/400 y actividad baja a una dilucion 1/400 frente a Eschericha coli.

En T. mandonii y T. terniflora presento actividad antimicrobiana a una dilucion 1/3200

frente a Pseudomona aeruginosa, una actividad media a una dilucion 1/3200 frente a

Candida albicanis y una actividad baja a una dilucién 1/1600 frente a Eschericha coli.

Finalmente M. osteomeloides presentd una actividad media a una dilucion 1/1600 frente

a Pseudomona aeruginosa y para todos los aceites presento sin actividad frente

Staphylococcus aureus.

4.5 Formulacion del producto

4.5.1 Formulacion del gel

a) Gel base

Tabla 30. Relacién porcentual de formulacion de base

Excipientes Formulaciéon A Formulacion B Formulacién C
(%) (%) (%)
Agua destilada 62,5 95,06 98,81
Carbopol 1,25 0,95 0,98
Trietanolamina 12,5 0,20 0,098
Glicerina 12,5 3,80 0,098
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Figura 46. Formulacion de la base para la elaboracion de gel

En la tabla 30, se registra la formulacién de la base para la elaboracion del gel
terapéutico, la figura 46, muestra las tres diferentes formulaciones bases, el primero no
cumplia con la viscosidad deseada, tenia un aspecto gomoso, por lo que tenia una dificil
aplicacion y no habia homogeneidad, en la segunda tenia una consistencia, aplicacion,
untuosidad y homogeneidad similar a un gel terapéutico comercial y en la tercera pre
formulacién tenia una consistencia muy liquida, si tenia untuosidad pero no era de facil
aplicacion.

Entonces se determiné que la base ideal para el gel terapéutico era la formulacion B
ya que presentaba caracteristicas (untuosidad y extensibilidad) similares a la de los geles

comercial GX y MF.
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b) Incorporacion del aceite esencial

Tabla 31. Formulacién de gel terapéutico

Excipientes Porcentaje (%)
Agua destilada 89,91
Carbopol 2,54
Trietanolamina 0,91
Glicerina 3,63
Conservante 1,00
Aceite esencial 2,00

Figura 47. Gel terapéutico

Enlatabla 31, observamos la formulacion del gel terapéutico con la base pre formulado
de similar caracteristica aun gel comercial, se afiadié un 2% de aceite esencial al gel para
gue tenga una buena accion sobre la piel lastimada.

La figura 47, se muestra el gel terapéutico envasado, listo para su control de calidad y

aceptacion por un grupo seleccionado de personas.
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4.5.2 Control de calidad producto formulado.

4.5.2.1 Determinacién de pH.

Figura 48. Determinaciéon de pH de gel terapéutico

En la figura 48, podemos observar que el pH del gel se encuentra en el rango de pH=5

ligeramente acido.

4.5.2.2 Determinacion de extensibilidad

Tabla 32. Determinacion de extensibilidad

Promedio de Area Promedio de %C.V.
inicial (mm?) Area final(mm?)
18,4 962,1
19,7 986,4 3,7
18,6 974,8
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Figura 49. Determinacién de extensibilidad de gel terapéutico

En la tabla 32 y en la figura 49, observamos el promedio de las areas inicial antes de
gue se extienda el gel en el vidrio de reloj y después que se extendi6 el gel, podemos
notar una diferencia de 943,7 mm? de extensién con una masa de 0,5 g, por lo que

deducimos que el gel tiene una facil extensibilidad.

4.5.2.3 Determinacion de Untuosidad

Tabla 33. Determinacion de untuosidad

Masa de gel (g) Tiempo de absorcién (seg) % C.V.

0,5 120
0,5 122 2,5
0,5 126
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Figura 50. Prueba de untuosidad del gel terapéutico

La figura 50, muestra la prueba de untuosidad del gel en las manos por cierto tiempo,
la tabla 33, muestra la cantidad de masa promedio y el tiempo que tarda en absorberse

el gel en la piel, para 0,5 g tarda en absorber totalmente 120 segundos, un tiempo

aceptable para un gel terapéutico.

116

Anahi del Rosario Mamani Laruta



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

4.5.3 Aceptacion de la formulacion de gel terapéutico

4.5.3.1 Resultados de Encuesta de satisfaccion con el producto
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Figura 51. Encuesta de aceptacion del producto

En la figura 51, se muestra los resultados de la encuesta de satisfaccion con el
producto gel analgésico (Anexo 20). En las tres primeras preguntas se realiza una
evaluacion organoléptica del producto estando el 70% completamente de acuerdo con la
textura, olor y sensacion de hidratacion del producto; desde la 4ta a la 6ta pregunta se
realiza una calificacion subjetiva del producto el 65% esta completamente de acuerdo
con la sensacion de alivio de dolor muscular y el 75% con la aplicacién rapida del

producto; las ultimas 4 preguntas se realiza una apreciacién del producto el 60% tiene
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preferencia del producto sobre otros productos del mercado, 65% compraria el producto
y el 80% le agrado el producto debido a que es un producto innovador.

Ninguno de los voluntarios incluidos en el estudio presentaron reacciones cutaneas
ni durante ni después de la aplicacion, por ello se realizé un seguimiento durante 1 mes

para ver alguna anomalia en la piel.

4.5.3.2 Control negativo y positivo del producto
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Figura 52. Control positivo- negativo del producto

La figura 52, muestra el control positivo- negativo del producto, el 15% indico que el
gel “X” si tenia efecto de sensacién de alivio de dolor, sin embargo este gel “X” no tenia
aceite esencial y el 95% indico que tenia sensacion de alivio de dolor con el gel comercial
“Y” que si tenia efecto antinflamatorio, entonces podriamos deducir que las personas se

dejan guiar por la apariencia o sus sentidos.
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4.5.4 Costo de laformulacion del producto.

Un analisis econdémico financiero es un sistema de informacion con el que se establece
el costo incurrido al preparar un producto y la forma como fue generado, para cada una
de las actividades en las que se desarrolla el proceso productivo, permitiendo conocer la
factibilidad econdmica del proyecto. (Andrade, 2014)

Para determinar el costo total consideraremos los siguientes criterios:
- Costo de fabricar
-  Costo de administrar

- Costo de comercializar

4.5.4.1 Costo de fabricar.

Es un parametro que incluye el costo directo de los materiales (CDM), costo directo de

mano de obra (CDMO) y los costos indirectos de fabricacion (CIF)

Crab = (CDM) + (CDMO) + (CIF)

45.4.1.1 Costo directo de los materiales (CDM).

Participa directamente en el producto o proceso de fabricacion. En la siguiente tabla
mostramos los costos directos de los materiales, considerando una produccion final de 5

Kg de gel al dia'y 100 Kg de gel en un mes.
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Tabla 34. Costo de materia prima

Nro. Detalle Cantidad Cantidad Monto Monto
Mensual Anual Estimado Estimado
(Kg) (Kg) Mensual Anual (Bs)
(Bs)
1 Carbopol 2,5 30 12500 150000
2 Trietanolamina 0,9 108 360 4320
3 Glicerina 3,6 43,2 1080 12960
4 Agua destilada 89,8 1077,6 853,1 10237,2
5 Conservante 1 12 60 720
6 Aceite esencial 2 24 160 1920
TOTAL 15013,1 180157,2

Se produce 5 Kg al dia, por lo tanto se tiene 100 unidades al dia, 2000 unidades al

mes y 24000 unidades al afio.

Tabla 35. Costo de envasado

Nro. Detalle Precio Precio Precio
Unitario Mensual Anual
(Bs) (Bs) (Bs)
1 Envases (frascos 4 8000 96000
de pléstico)
2 Etiqueta 3 6000 72000
TOTAL 14000 168000

El costo directo de los materiales total es:

Tabla 36. Costo directo de los materiales total

Nro. Detalle Monto mensual Monto anual
subtotal subtotal
(Bs) (Bs)
1 Materia Prima 15013,1 180157,2
2 Envasado 14000 168000
TOTAL 29013,1 348157,2
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454.1.2

Costo directo de mano de obra (CDMO)

Es la remuneracion que se ofrece en dinero o en especie al personal que efectivamente

ejerce un esfuerzo fisico dentro del proceso de transformar la materia prima en un

producto final.

Tabla 37. Costo directo de la mano de obra

Cargo Cantidad Remuneracion Remuneracién
mensual (Bs) anual (Bs)
Operario 1 1 2100 25200
Leyes Sociales 300 3600
(15%)
TOTAL 2400,0 28800,0
4.5.4.1.3 Costo indirecto de fabricacion (CIF)

Denominados también carga fabril, gastos generales de fabrica o gastos de

fabricacion. Son aquellos costos que intervienen dentro del proceso de transformar la

materia prima en un producto final y son distintos al material directo y mano de obra

directa. Dentro de ellos estan: material indirecto, mano obra indirecta, servicios publicos,

arrendamientos, depreciacion de maquinaria, combustible e implementos para aseo de

la fabrica.
Tabla 38. Costo de material indirecto

Detalle Consumo Consumo Monto Monto
Mensual Anual Estimado Estimado
Mensual (Bs) Anual (Bs)

Agua 20 (m3) 240 (m3) 422 506,4

Energia Eléctrica 200(Kw/h)  24000(Kw/h) 160 1920

Gas GLP 50 600
TOTAL 252,2 3026,4
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Tabla 39. Costo de mano de obra indirecta

Cargo Cantidad Remuneracién Remuneracién
Mensual (Bs) Anual (Bs)
Jefe de Planta 1 3000 36000
Leyes  Sociales 450 5400
(15%)
TOTAL 3450 41400

Tabla 40. Costo de depreciaciones

Nro. Rubro Monto Afios Depreciacion Depreciacion
Total (Bs) de Vida Anual (Bs) Mensual (Bs)
1 Edificaciones y 21000 40 525 43,75
obras civiles
2 Magquinaria y equipo 5000 il 5000 416,66
3 Equipo 10000 15 666,66 55,55
complementario
4 Mobiliario y equipo 5000 15 333,33 27,77
5 Imprevistos 500 15 33,33 2,77
TOTAL 6558,3 545,6

Tabla 41. Costo de mantenimiento

Nro. Rubro Monto Tasa % Costo de
Total (Bs) Mantenimiento
(Bs)

1 Edificaciones y 21000 2,0 240
obras civiles

2 Maquinaria y 5000 2,0 100
equipo

3 Equipo 10000 2,0 200
complementario

4 Mobiliario y 5000 3,0 150
equipo

5 Imprevistos 500 3,0 15

TOTAL 705
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Tabla 42. Costo de transporte de producto final

Detalle Cantidad Cantidad Monto Monto
Transportada Transportada Estimado  Estimado
por Mes (Kg) por Afio (KQg) Mensual Anual (Bs)

(Bs)
Gel terapéutico 100 1200 400 4800
Imprevistos 30 360
TOTAL 430 5160

A continuacidon se mostramos los costos indirectos de fabricacion

Tabla 43. Costos indirectos de fabricacion

Nro. Rubro Monto Mensual Monto Anual
Subtotal (Bs) Subtotal (Bs)

1 Material Indirecto 252,2 3026,4

2 Mano de Obra Indirecta 3450,0 41400,0

3 Depreciaciones 545,6 6558,3

4 Mantenimiento 58,75 705,0

5 Costos de Transporte del 430,0 5160,0

Producto Final

TOTAL 4736,5 56849,7

Finalmente los costos de fabricacion se determinan por la sumatoria de los costos

directos e indirectos:

Anahi del Rosario Mamani Laruta 123



Proy. “Aprovechamiento sustentable de aceites esenciales La Paz” IDH.080/2016

Tabla 44. Costos de fabricaciéon

Nro. Rubro Monto Mensual Monto Anual
Subtotal (Bs) Subtotal (Bs)
1 Material Directo 29013,1 348157,2
2 Mano de Obra Directa 2400 28800
3 Costo Indirecto de Fabricar 4736,5 56849,7
TOTAL 36149,6 433806,9

4.5.4.2 Costo de administrar

Son los gastos operacionales de administraciéon ocasionados en el desarrollo del
objeto social del ente econdémico. Se incluyen basicamente los aspectos relacionados
con la gestion administrativa encaminada a la direccién, planeacion, organizacion,
incluyendo las actividades ejecutivas, financieras, comerciales y legales.

Los costos administrativos comprenden los siguientes rubros:

» Gastos Administrativos Indirectos

En este rubro se consideran las depreciaciones, el mantenimiento, y el costo de
transporte del producto final, del que se asume un 20.0% de los gastos indirectos de
fabricacion.

4736,5* 0,2 = 947,3 Bs/mes

56849,7* 0,2 = 11369,9 Bs/afo
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> Gastos Generales

Se asume un gasto diario de 40 Bs, siendo el monto mensual 800 Bs y anual de 9600
Bs.

Por tanto los costos totales administrativos son:

Tabla 45. Costos totales administrativos

Nro. Rubro Monto Monto
mensual subtotal anual subtotal
(Bs) (Bs)
1 Gastos 947,3 11369,9
Administrativos
Indirectos
2 Gastos 800 9600
Generales
TOTAL 1747,3 20969,9

4.5.4.3 Costo de comercializar

Comprende los gastos ocasionados en el desarrollo principal del objeto social del ente
econdmico y estan directamente relacionados con las actividades de ventas. Se incluye
basicamente los aspectos relacionados con: distribucion, publicidad, promocién,

mercadeo y comercializacion.

» Gastos de Transporte y Viaticos

Se refieren a los gastos que se incurrirdn en la venta del producto terminado por el
encargado de la planta en la ciudad de La Paz, realizando dos viajes por semana, con

viaticos que se especifican en la siguiente tabla:
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Tabla 46. Gastos de transporte y viaticos

Detalle Monto Mensual Monto Anual
(Bs) (Bs)
Transporte 430 5160
Viaticos 160 1920
TOTAL 590 7080

> Papeleria

Se considera un costo mensual sera 15 Bs y el anual 180 Bs.

» Comunicaciones

Se asume un costo diario de 5 Bs diario. Por tanto el costo mensual sera 150 Bs y el

anual 1825 Bs.

» Propaganda

Se asume que el costo mensual es de 100 Bs y el anual 1200 Bs

Resumiendo el costo de comercializar es el siguiente:

Tabla 47. Costo de comercializar

Rubros Monto Mensual Monto Anual
Subtotal (Bs) Subtotal (Bs)
Gastos de Transporte y 590 7080
Viaticos
Papeleria 15 180
Comunicaciones 150 1825
Propaganda 100 1200
TOTAL 855 10285
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4.5.4.4 Costo Total

Determinamos utilizando la relacion:

CrotaL = Crab + Cadm + Ccomercializar

CroraL = 36149,6 + 1747,3 + 855 = 38751,9 Bs/mes

CrovaL = 433806,9 + 20969,9 +10285 = 465061,8 Bs/afo

4.5.4.5 Costo Unitario
El costo unitario se determina, dividiendo el costo total incurrido entre los volimenes
de produccion.

Costo Total
Volumen de Produccion

Costo Unitario =

Costo Unit '—465061’8—19378
osto Unitario= —7---—==19,37 Bs

Costo Unitario= 19,37 Bs
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

» El rendimiento obtenido de los aceites esenciales mediante el método de
arrastre de vapor fueron 0,2% a 0,6%, en el género de Tagetes fue del 0,2% a
0,4% y en el género Myrtaceae fue de 0,6%; mientras tanto el rendimiento por
el método por fluidos supercriticos fue de 0,6% a 3,7%; en el género Tagetes el
mayor rendimiento fue de 3,7 de la especie T. filifolia y en el género Myrtaceae
fue de 3,1%. Entonces el rendimiento mediante la extraccion por fluidos
supercriticos es mayor a la de arrastre de vapor.

> Las propiedades fisicoquimicas fueron analizados por especie y en general han
mostrado similitud en sus propiedades organolépticas y color. Sin embargo, han
mostrado diferencias numéricamente en el valor del pH, densidad, indice de
acidez, indice de refraccion, actividad éptica. La evaluacién de las sefales de
actividad, cromatografia en capa fina y espectrogramas infrarrojos han
confirmado la presencia de compuestos volatiles para cada especie. Los datos
de cromatografia de gases-masas nos identificaron estos compuestos, para T.
filifolia el componente mayoritario: Anetol (92,11%, 88,85% provenientes de
Inquisivi y Tintilaya respectivamente); T. mandonii: Dihidro tagetona (48,59%
proveniente de Tintilaya); T. terniflora: Dihidro tagetona (31,86% y 79,91%
provenientes de Inquisivi y Tintilaya respectivamente) y M. osteomeloides:

Eucaliptol (64,68% proveniente de Tintilaya).
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» Las especies que muestran mejor capacidad antioxidante evaluado por el
método de Folin fueron: T. mandonii (604,812 ppm) y T. terniflora (589,316 ppm)
de fenoles totales en 1 litro de aceite esencial, por el método DPPH el mayor %
de inhibicion presenta la especie de M. osteomeloides (88,8%), seguido por T.
mandonii (86,7%), por el método de ABTS el porcentaje de inhibicibn mayor es
de T. mandonii (75,4%) y el porcentaje menor por T. terniflora (68,15).

Las cuatro especies presentaron actividad antimicrobiana frente a la bacteria
Pseudomona aeroginosa y sin actividad frente a Staphylococcus aureus.

» Se elabor6 la formulacién de un producto como gel analgésico con aceite
esencial de M. osteomeloides extraido por arrastre de vapor, realizando control
de calidad y aceptabilidad del producto.

> El costo de la formulacion del producto se tomé en cuenta los criterios de: costo
de fabricar, administrar y comercializar. Suponiendo que se producird 100 Kg
en 2000 unidades en 1 mes. Teniendo un costo unitario de formulacion de Bs.
19,37.

» Se desarroll6 la formulacion de un gel terapéutico analgésico con aceite
esencial de M. osteomeloides obtenida por arrastre de vapor proveniente del

sector valle del departamento de La Paz.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

» Realizar estudios acerca de la extraccion con fluidos supercriticos en T.
mandonii, debido a su buen rendimiento y alto contenido de antioxidantes.

» Elaborar normativa boliviana con evaluacion fisica (IR, CG-MS) de los aceites
esenciales, ademas de actualizarlos.

» Completar con pruebas especificas para determinar la propiedad antioxidante y
explorar la actividad anticancerigena en el aceite esencial T. mandonii.

» Completar la evaluacion farmacolégica “in vivo” del gel desarrollado.

» Realizar una proyeccion de ventas para el producto desarrollado.
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ANEXO 1
NOMBRE CIENTIFICO: T. filifolia Lag.
NOMBRE VULGAR: Anis de monte
FAMILIA: Compositae

EPOCA: Himeda

Figura 1. Comunidad de Tintilaya



Figura 2. Tagete filifolia

Fecha de colecta: 07-04-2018 (Inquisivi), 15-03-2018 (Tintilaya)
LUGAR DE COLECTA: crecen a las orillas del camino y por sembradios de choclos, en
lugares donde hay humedad y se encuentra entre otras plantas silvestres se colecto de
dos provincias que son las siguientes.
Tintilaya. Alt: 2652 msnm HO: 68°38°58,0"" S: 15°46°12,0”
Inquisivi. Alt: 2124 msnm HO: 67°08°40,6"" S: 16°53°16,7”
(HO es longitud oeste y S es latitud sur)
MATERIAL COLECTADO: hojas, flores y algunos tallos pequerios.
ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en el tratamiento de dolores intestinales.



ANEXO 2.
NOMBRE CIENTIFICO: T. mandonii Sch. Bip.
NOMBRE VULGAR: Anu Chijchipa
FAMILIA: Compositae

EPOCA: Himeda

Figura 3. Tagete mandonii

Fecha de colecta: 26-01-2018

LUGAR DE COLECTA: crecen a 2 metros del camino principal, pequefio arbusto y se
encuentro en la comunidad de:

Tintilaya. Alt: 2652 msnm HO: 68°38°58,0" S: 15°46°12,0”

(HO es longitud oeste y S es latitud sur)

MATERIAL COLECTADO: hojas, flores y tallos.

ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en el tratamiento de dolores intestinales y

dolores de parto



ANEXO 3

NOMBRE CIENTIFICO: T. terniflora Kunth.
NOMBRE VULGAR: Huacataya silvestre
FAMILIA: Compositae

EPOCA: Hiumeda

Figura 4. Tagete terniflora

Fecha de colecta: 26-01-2018
LUGAR DE COLECTA: crecen a 5 metros del camino principal, préximo al rio

Challapampa, en la comunidad de:

Tintilaya. Alt: 2652 msnm HO: 68°38°58,0" S: 15°46°12,0”
Inquisivi. Alt: 2124 msnm HO: 67°08°40,6"" S: 16°53°16,7”

(HO es longitud oeste y S es latitud sur)
MATERIAL COLECTADQO: hojas, flores y tallos.
ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en el tratamiento de dolores intestinales.



ANEXO 4
NOMBRE CIENTIFICO: Myrcianthes osteomeloides.
NOMBRE VULGAR: Arana
FAMILIA: Myrtaceae

EPOCA: Hiumeda

Figura 5. Myrcianthes osteomeloides

Fecha de colecta: 07-04-2018

LUGAR DE COLECTA: crecen una loma como arbusto pequefio rodeada de plantas
silvestres espinosas en la comunidad de:

Inquisivi. Alt: 2124 msnm HO: 67°08°40,6" S: 16°53"16,7”

(HO es longitud oeste y S es latitud sur)

MATERIAL COLECTADQO: hojas, flores, ramas y algunos tallos grandes.
ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en dolores de muela y dolores musculares,

también heridas.



ANEXO 5
IDENTIFICACION BOTANICA T. filifolia

Figura 6. Herborizado T. filifolia

ANEXO 6

IDENTIFICACION BOTANICA T. mandonii

Figura 7. Herborizado T. mandonii



ANEXO 7

IDENTIFICACION BOTANICA T. terniflora

Figura 8. Herborizado T. terniflora

ANEXO 8

IDENTIFICACION BOTANICA M. osteomeloides

Figura 9. Herborizado de M. osteomeloides



ANEXO 9

- TIC
13.143.021 )
l i Lb T4 4 A0 1
ki 20‘01 B i Wy 3(?:0 L 400
Peals RTime  Area® Height% A/H Name

1 19.216 3.50 7.56 2.31 Estragole
2 20,626 0.79 1.39 2.83 Benzaldehyde, 4-methoxy-
3 21.485 92.11 83.92 548 Anethole
4 23,568 045 0.77 2.96 2-Propanone, 1-(4-methoxyphenyl)-
5 24.246 0.11 0.23 2.50 Benzene, 2-(1,1-dimethvlethyl)-1.4-dimethox
6 25121 0.10 0.21 2.44 (E)-Dbeta.-Famesene
7 25883 0.85 1.69 2,51 (8.1Z,6Z)-8-Isopropyl-1-methyl-5-methylene
8 26.203 0.65 1.10 2.94 .alpha.-Famesene
9 34.499 34 295 2.27 1.2-Benzenedicarboxylic acid, butyl 2-ethylh
10 42.920 0.10 0.20 2 37 Di-n-octyl phthalate

Figura 10. Cromatograma de gases de T. filifolia (Inquisivi)



ANEXO 10

13519203
i o i1 + i 4
T T O R L B e
nun
Peak Report TIC
Peak# R Time  Area% Height% Name
| 15209 047 093 7-Octen-4-one, 2 6-dimethyl-
2 17.801 026 0.50 5 7-Octadien-4-one. 2_6-dimethyl-. (Z)-
3 19228 8.97 17.30 Estragole
4 20.632 0.21 0.39 Benzaldehyde, 4-methoxy-
5 21479 88.85 78.78 Anethole
& 25389 0.67 121 Germacrene D
7 26.209 0.57 090 .alpha-Famesene

Figura 11. Cromatograma de gases de T. filifolia (Tintilaya)



ANEXO 11

<< Tarpet ==
Lines:5 F.Time:21 480(5cans3207) MassPeaks 304

Fawliode:Averaged 21 475-21.485(3206-3208) BasePeak:148.10(2980217)
BG Moede:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

1004 e
20+
60+
40 n7
. T ogy 103 133
20+
B ‘lu El h I. ll. d 138 178 135 M8 37 X5 272 2B3 300 32330 M43FM 71 IET 407416 419 451 463 457

T e ' o e S o o] B e oy ey ey o g o vy
10 JC' ::U _."U op l_U IJU 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 380 410 430 450 470 490
Hi#:]1 Entry: 15003 LibraryMIST14.lib
S04 Formla:C10HIZO CAS:104-46-1 MolWeight: 148 Fedndexc1190
Complame: Anethole §5 Benzene 1-methomy—4-(1-propenyl)- $5 Anisole, p-propenyl- 3§ p-{1-Propenyljenisole $5 p-hlethory- beta -methylstyrene §3 p-Puo
100

148

|$|$|
O

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 370 300 410 430 430 470 490
Hit#2 Enmy:8851 LibraryNIST 1451t
SI96 Formls.ClOHI20 CAS:104-46-1 MolWeight 148 Refndex1190
Comphiame: Anethole §5 Benzene 1-mesthory—4-(1-propenyl)- 35 Anisole, p-propenyl- % p-{1-Propemyljenisole §5 p-Methory- beta -methylsryrene §3 p-Fuo
100

148

* R A hSl lf w J

I 1 T 1 T 1 T 1 1 1 T T T T T 1 1 1 1 I T 1)
lﬂ 30 50 .- ?'D 1 IJ 1:0 150 170 100 210 230 250 270 280 31
it#:3 Eniry:8853 Library WIST14s Lk
SI95 Formla:C10H120 CAS:104-46-1 MolWeight: 148 FefIndes1190
Conphame: Anethole §5 Benzane. 1-mesthory-3-(1-propenyl)- $5 Anisole, p-propenyl- 3§ p-(1-Propemyl)anisols §5 p-Methory- beta -methylsryrene 53 p-Prc
100
T T

$I$I$I
O

{ o e it i s e i e ks |
10 300 410 430 430 470 480

=]
[
i
=]
[m
-
(=1
i
i

| 7 10 133
2 » g : w #
a Ll 08 |

10 30 50 70 90 110 130 150 170 100 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 480
Hit#4 Eniry:8852 Library NIST14slib
5105 FormmlaC10HI20 CAS:104-46-1 MolWeight:148 Redndes1190
Conplame: Anethole §% Benzene, 1-methoxy—4(1-propenyl)- §5 Anisole, p-propenyl- 3§ p-{1-Propenyljanisole §3 p-Methoxy- beta -methylstyrene 53 p-Pro
100

145

§.8.8.5
O

n7 13

® 31 " a i L
A I |
i a stk s e e dabdniniainle ol t ok e il
10 30 S0 70 @0 110 130 150 170 190 210 230 250 Z70
Hi#:5 Enmy:8855 Library-NIST14s lib

SI05 Formla:C10HIZO CAS:140-67-0 MolWeight: 148 Fedndex1172

CompMame Estragole 33 Tarragon $3 Anisole, p-allyl- §§ Chavicol, O-methyl- §§ p-Allylanizole 35 p-Methoooyallylbenzene 3§ Chavicol methy] ether 3 Esc

|$I$|
O

Lo gt sk e i e i i el ol sk e
370 390 410 430 430 470 490

100 -

B0+

50

40

] :
s 7 -~
Unial T o o o
10 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 3350 370 390 410 430 450 470 490

Figura 12. Comparacién del espectro de anetol con el espectro de la biblioteca

de espectrometria de masas
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ANEXO 12

TIC
13.374.446 R
ol

=

|l|I m[l I{\ . . . . rﬂ: of? . -'1: . " . T . . . .

200 300 350
min
Pesk Report TIC
Pealc? RTime  Area% Height% Name

1 12.823 5.79 5.80 Bicyclo[3.1.0Jhexane 4-methylene-1-(1-methylethyl)-

2 14576 21.73 22.28 D-Limonene

3 14.760 11.84 12.76 trans- beta-Ocimene

4 15.226 4859 46.67 7-Octen-4-one, 2,6-dimethyl-

5 15852 027 0.28 3-Oxatricyclo[4.1.1.0(2 4]]octane, 2.7.7-trmethyl-

6 17.798 315 3.22 5,7-Octadien-4-one, 2,6-dimethyl-, (Z)-

7 23837 095 (.89 5-Decen-3-yne, 2.2-dimethyl-, (Z)-

8 24581 1.02 0.99 Bicyclo[7.2.0lundec-4-ene, 4.11 11-trimethyl-8-methylene- [ IR-(

9 253885 033 0.32 (8,1Z,6Z)-8-Tsopropyl-1-methyl-5-methylenecyclodeca-1,6-diene

10 34.505 632 6.79 Dibutyl phthalate

Figura 13. Cromatograma de gases de T. mandonii (Tintilaya)
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ANEXO 13

== Target ==

Line#4 P Time:15 225(5cans2046) MassPeaks:316

Fumaddinde: Averaged 15.220-15.230{2045-2047) BasePeak 85 12 T67455)
B ModeCalc. from Pesk Group 1 - Event 1 Scan

1005 E T

804

iy "

404 A

2]

T 34 1 4’! 112 [E NN ET 177 143 307 330 5 480 457467 L85
Uz m ol s o e w2t kb e el e o and  ae e s L e innk b e
1> 3 50 70 90 10 130 130 170 190 210 230 300 450 470 400

1
Hit#] Enmy-1810% LibraryNIST14.Hb
SI97 Formmla:C10H180 CAS1878-00-1 MolWeigh:154 Retlndexd
Coongplame: T-Octen-4-one, 2, 6-dmethyl- $3 2,6-Dimethyloc-7T-en-4-one 35 Dilydrotzzetons 33

'_IJC_ T T
80

—] L
60
40 i

_ L =
2+ ]

7] il K L pizn 139 184

10 30 50 70 90 110 130 150 170 100 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Y Enmy45032 Librany MIST14 lb

SI:86 FormmilaCSHIZFI0N CAS118465-01-5 MolWeizht: 195 Redndec(

CompiMame: 1 2 2-Trimsthylpropy] miflnoroacetate $5 Acetic acd, 2,2 2-mifluore-, 1,2, 2-mimsthylpropsd ester $5 Acetic add, omifluore-, 1,2 2-mimethyiprop
100 ;

BD: ] F

60 -:-\H)\\

- il F
-I-D: 14 i F
20 o

i EEE A A l 51113 125 141 123

10 30 S0 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Hit#3 Emiry:16531 LibwaryMNIST14 b
S35 Fommula:CEHIXWN2O CAS:68383-13-1 MolWeighe152 Retindex-1249
Complame: 1H-Inidazole, 1-{1-oxopensyl) §5 1-Valerylinidazole 33 Imidazole, 1-valeryl- §3 1-Pentanoyl-1H-imidazole = 53

100 ;
&8+ o
60 4 % 5
-HJ: T N
— 5
“Er O
- 2 ' K1 l o ' l
e mnl el e e el s b et el o ke e sy o ol ot b ke s e ke o e e i s b e el s b e Lk ol o ke ek L b ke ik L i |
10 3 50 70 90 110 130 150 170 1060 210 230 250 270 290 310 330 350 300 410 430 450 470 400
Hits4 Enmy-7834 LibraryNIST14s kb
SI:85 Formmla:CEH1402 CAS:6321-45-5 MolWeigh 142 Retindex 074
Compame: Pentanodc acid, 2-propemd ester 35 Al pentancate # 33
100
8+
60+ ”Wcﬂ
40+ o
20
10 30 S0 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 200 290 310 330 350 370 300 410 430 450 470 460
Hits5 Entry-11344 Library NIST14 kb
SI:85 Formmla:CSHI20? CAS:0-00-0 MolWeizht- 140 Retfnder017
Complame: Prop-2-yo-1-¥] 2-methylmtmmoate
100 :
20+ o

60 i
4|;E o =/"—““~CJ\[/‘\
] 15 JL JI"“' e T-:I 2135 3m

10 30 50 70 90 110 130 150 170 100 210 230 250 270 200 310 330

350 370 300 410 430 450 470 400

Figura 14. Comparacion del espectro de dihidro tagetona con el espectro de la

biblioteca de espectrometria de masas
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ANEXO 14

TIC
4.225.401 -
(]
=
=T
w 3 Uy
1 3 .9 3 3 37
T T T 1T ! I T T
20.0 30.0 40.0
nun
Peak Report TIC
Peale R.Time  Area% Height% A/H Name
1 14.561 0.71 0.64 2.50 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-,
2 15.203 31.86 32.61 2.19 7-Octen-4-one, 2.6-dimethyl-
3 16.926 0.62 0.65 2.17 1.5-Heptadien-4-one, 3.3.6-trimethyl-
4 17.795 7.98 7.72 2.32 5.7-Octadien-4-one, 2.6-dimethyl-, (Z)-
5 18.231 2.52 241 2.35 Cyclopentanecarboxylic acid, 4-pentadecyl e
6 19.226 0.22 0.20 2.50 Elsholtzia ketone
7 20.971 0.33 0.32 2.31 1-Cycloheptenecarboxamide. N-phenyl-
8 27.978 0.37 0.34 2.43 Caryophyllene oxide
9 31.502 0.27 0.19 3.26 Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
10 34.504 13.97 14.30 2.19 1.2-Benzenedicarboxylic acid, butyl 2-ethylh
11 35415 0.39 0.27 3.15 Limonen-G-ol. pivalate
12 36.285 0.29 0.31 2.14 Clrysantenyl 2-methuylbutanoate
13 36.364 38.11 37.94 2.26 Chrysantenyl 2-methuylbutanoate
14 36.900 1.43 1.27 2.52 1.5-Heptadien-4-one, 3.3.6-trimethyl-
15 37.731 0.94 0.83 2.55 2.2.6-Trimethyl-6-(4-methylcyclohex-3-en-1-

Figura 15. Cromatograma de gases de T.terniflora (Inquisivi)
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ANEXO 15

TIC
8.876.151 b
4 7] ¥ l
T TR R i, "'I"T'I'T"""LI’_'I""T"T'
10.0 200 30.0 380
nun

Peak Report TIC
Peaks RTure  Area% Height% Name

8316 023 0.15 Butanoic acid, 3-methyl-

14416 023 023 o-Cymene

15218 79.91 80.10 7-Octen-4-one. 2. 6-dimethyl-

17.798 263 255 5.7-Octadien-4-one, 2.6-dimethyl-, (Z)-

18235 0.95 092 Cyclopentanecarboxylic acid, 4-pentadecyl ester
21.354 0.18 0.14 Estragole

27.850 0.14 0.09 (-)-Spathulenol

27979 0.52 0.46 Caryophyllene oxide

34.498 9.77 10.06 1.2-Benzenedicarboxylic acid. butyl 2-ethylhexyl ester
36351 544 529 Chrysantenyl 2-methuylbutanoate

L T o R o e L o R R

Figura 16. Cromatograma de gases de T. terniflora (Tintilaya)



ANEXO 16

<< Targes ==

Lime£? B Time:15 205(5can=:2042) MassPeak: 263

RawMode Averaged 15.200-15_210{2041-2043) BasePeak:57. 10{720073)
BG ModeCalc. from Peak Growp 1 - Event 1 Scan

100 -

a0 5

60+ #1

40+ 3

2]
T 3 2 n Qi 112 139 134 1o 193 2IX 244234 271 2B 306 331 334 356 372 307 416 4m430 461 473 291
L) T T L ) 1 1 I I T T 1 T LI | 1 T I T T T T T L T 1) T T T 1 T 1 1 T L) T 1 1 1 1 T I L) T 1 T 1
10 40 70 100 130 160 190 X0 250 280 3100 340 370 400 430 460

Hit#1 Eniry:1810% LibraryIIST141ib
SI96 Formula:C10H1E0 CAS:1879-00-1 MolWeishi:154 Fetlndex:(
Compllames T-Octen—4-ons, 2, f-dimethyl- 35 2, 6-Dimethyloct-T-en<4-one 33 Dilgpdrotagetone 35

100 -
50 @
&0H
40+ o
| o7
2+
T i 43 111y 139 154
T e il b ol et e e b b el e e e e e s i it e s e e i nkn it i e bl e st s b |
10 T 1040 130 160 1840 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Hit#? Enmy:45032 LibraryNIST14 1ib
5187 Formula:CEH13F302 CAS:116465-21-5 MolWeizhe:198 Retndex:0
Complame:1 2 2-Trimethyipropyl wifluoroscetate $5 Acetic acid, 2.2 2-trifluoro-, 1,2 2-trimethyipropyl ester $3 Acetic acid, miffmoro-, 1.2, 2-mimethylprops

100 =
20+ & F
60+ a
40 41 . L F
20-] ' o
= 3 | 53 | o7 13 135 141 153
Ltk kst s b e b e b e ok e e i ke e e i mh tae mmad th  e
10 40 70 100 150 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#3 Enmy:11344 Library MIST14 lib

SI:86 Forrmmla:CEH120Z CAS0-00-0 MolWeight:140 Refindex:017
Compllame Prop-2-30-1-31 2-methylbutanoats

10

! ]
55 o

6

+ 4l =r/“—"'

. = ﬂ o

1 po s JE S §5 foi 12 129 a0

k "

s s ke ol bl mlanl il plnl pl o O O ey ey |k r
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Hit¥:4 Eniry:1653]1 LibraryMNIST141ib

51284 Formula:CEH1INZO CAS:60303-13-1 MolWeizhi-152 PFetlndex:1248

Compllame:]1 H-Imidazole, 14{1-cxopentyl}y 85 1-Valerylmidazole §5 Imidazole, 1-valeryl- % 1-Pentanoyl- 1H-imidazole # 55
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Hit#5 Enmyv:13148 LibraryIMIST141ib
SLE6 Formula:CUTH1ZO3 CAS3682-43-7 MolWeizhi:144 Fetlndex:058
Comphame Pentanoic acid, 4-methyl-2-omo-, methyl ester $3 Valeric acid, 4-methyl-2-oxo-, methyl ester 33 Methyl 4-mathyl-2-oxopentanosts £ 35

100
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. 41
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40~
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biblioteca de espectrometria de masas

Figura 17. Comparacién de espectro de dihidro tagetona con el espectro de la
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ANEXO 17

TIC
17,389.843 o
" =
| - @ =
4“4 L ' : ?‘? —F Tj' ' l t
200 30.0 350
piniiny
Peak Report TIC
Peal# RTime Area% Height% A/H Name
1 11546 20.62 2519 231 (1R)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ens
2 12.322 038 045 2.37 Bucyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-mef]
3 12.970 3.6l 424 241 beta-Pinene
4 14590 542 535 286 D-Limonene
5 14.677 64.60 58.34 3.13 Eucalyptol
6 18792 039 047 2.35 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methyleflr
7 19.154 1.61 1.88 242 alpha -Terpmeol
8 20.798 0.70 0.91 2.17 Cyclopentane, 2-propenyl-
9 22803 196 236 234 alpha-Terpinyl acetate
10 34494 0.64 0.30 224 12-Benzenedicarboxylic acid, butyl 2-ethylh

Figura 18. Cromatograma de gases de M.osteomeloides (Inquisivi)
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ANEXO 18

<= Target ==

Line:5 F.Time:14 675(5can=:1036) MassPeaks: 265

Fawiode Averaped 14.670-14.680(1935-1937) BasePeak 43 00(1576044)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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80| 81

5\'): 108

47 5 139 1%

20+ 175
b 35|l e .II,LI' |, 170 1EE 207 331 244 257 276 309309 333 338  3IIE360 3EI 307 400 43 430 460477 499
1 1 T ) T ) Ll T T 1 T T 1 1 T T T T 1 T 1 1y T T 1 T T T T 1 1 T T Ly T I 1) 1 1 1 T T LI T I 1 1 1
10 40 70 100 130 160 180 220 250 280 310 340 370 400 430 450 490

His¥:l Enmy:10306 Library IMIST14s.lib

SIS Fommla:Cl0HLI80 CAS4T0-8I-6 MolWeighr:154 Retdndec 1059
CompMName:Encalypiol 33 Cineole $3 2-Omabicyclo[2.2 2]octane, 1.3, 3-mimethyl- §3 p-Menthane, 1.8-epoxy- 33 p-Cmecle $3 Cajeputol 53 Cucalypiol 33 1
100 ]

7 180 220 250 280 310
10304 Library. "JI&I 4z.lib

LC10H120 CAS4TE-22-6 MolWeight:154 Redndec1059

(u::phame Eucabyptal 33 Cineole §§ 2-Omsbicyclo[2.2 Xoctane, 1.3 3-mimethyl- §§ p-Menthane 1 S-epoxy- $3 p-Cineole $3 Cajeputol 35 Cocalypeol 53 2
100 ]

0
60—
40+ a4 7
20 d
1 LI L rorTT rerrrererTrTT

10 40 1
Hi#3 Eniry:17977 Library MIST14 lib
SIS Formmla:C10HIBO0 CAS4T0-82-6 MolWeight:154 Retindec 1059
Conphiams: Ell.Cs.h'FFU] 33 Cineale §% 2-Omsbicyclo[2.2 Xoctane, 1.3 3-trimathyl- §§ p-Menthane 1 S-epoxy- 33 p-Cinsole 53 Cajeputol 33 Cucalyprol 35 1

1y
]!L? ]|E+ ?

5 '_T‘ l?
10 40 70 100 130 160 180 220 250 280 310
Hirt4 Enmy:10307 Library MIST14slib

5182 Formmla<Cl0HIBO CAS4T0-52-6 MolWeighr154 Redndex1059

Compliame: Eucsh'_:fu] 33 Cineole §% 2-Omabicyclo[2.2 2]octane, 1.3, 3 mimethyl- §§ p-Menthane, 1.5-epoxy- 33 p-Cinecle 3 Cajepurol 33 Cucalyprol 35 1

IC\.-

I -

} T T T 1 T T T T T T 1 1 T T T
40 T 100 130 160 120 220 250 280
Entry:10305 Library MIST14s lib
ommmla:C10H180 CAS:4T0-82-6 MolWeizht:154 Retfindex:1059

139 1H
11 BF |
T 1

(a:uplxame E.ucah‘_:fo] 3% Cineole §% 2-Oxabicyclo[2.2.X]octane, 1.3, 3-rimethyl- % p-Menthane, 1,8-epoxy- 33 p-Cinecle $3 Cajeputol §3 Cucalyptol 33 I
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Figura 19. Comparacion del espectro de eucaliptol con el espectro de la
biblioteca de espectrometria de masas

17



ANEXO 19
CURVA DE CALIBRACION DE PIROGALOL

LINEALIDAD
PATRON PIROGALOL
PRINCIPIO ACTIVO PIROGALOL
CONCENTRACION 98%
LONGUITUD DE ONDA 723,0 nm
ESPECTROFOTOMETRO PERSEE UV-Vis doble haz
METODO COLORIMETRICO
CONCENTRACION | RESPUESTA
DETERMINACION , X? G XY
(mglL) ANALITICA

1 1,0100 0,131 1,020 | 0017 | 0,132
2 2,1300 0,203 4537 | 0041 | 0432
3 2,1300 0,213 4537 | 0045 | 0,453
4 2,1300 0,211 4537 | 0044 | 0449
5 2,9300 0,294 8585 | 0086 | 0,861
6 2,9300 0,288 8585 | 0083 | 0,843
7 2,9300 0,274 8585 | 0075 | 0,802
8 4,0000 0,386 16,000 | 0149 | 1,544
9 4,0000 0,383 16,000 | 0,149 | 1532
10 4,0000 0,383 16,000 | 0,149 | 1,532
11 5,3300 0,510 28,409 | 0,260 | 2718
12 5,3300 0,504 28,409 | 0254 | 2,686
13 5,3300 0,508 28,409 | 0258 | 2,707
14 8,0000 0,740 64,000 | 0547 | 5920
15 8,0000 0,742 64,000 | 0550 | 5936




16 8,0000 0,767 64,000 0,588 6,136
17 1,0100 0,138 1,020 0,019 0,139
18 1,0100 0,131 1,020 0,017 0,132
SUMA 70,200 6,806 367,652 | 3,329 34,960
Intercepto Pendiente r r2
0,0284 0,0896 0,9987 | 0,9974

Figura 20. Calibracién de pirogalol
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ANEXO 20

Formato de encuesta de aceptacion del gel

ENCUESTA
GEL TERAPEUTICO “MYRTUS™

Femenino D MasculinoD Edad I:I

Composicion

Carbopol
Agua destilada
Trietanolamina

1.- ;Le resulta agradable la textura del producto al aplicarlo?

2.- ;Le resulta agradable el olor del producto al aplicarlo?

3.- ¢El producto hidrata correctamente en la aplicacion a su piel?

5.- ¢Le resulto el producto de aplicacion rapida y sencilla?

6.- $El producto se aplicaba uniformemente?

Glicerina
A E. Arrayan
1 En desacuerdo
2 | De acuerdo
3 | Complefamenie de acuerdo
1
2
3
1
Zz
3
1
Zz
3
4.- ;Ha notado mejoria en el estado general de su inflamacion dolor.....? 1
2
3
1
Z
3
1
2z
3
1
3 Z
7.- Comparando con cremas antiinflamatorias ;Le gusta mas este producto? T

8.- : Compraria este producto?

75 8

9.- ; Recomendaria este producto?

L By =

10.- ¢ Le ha gustado este producto?|

Aceptacion de prueba

(75 L

Que recomendacion daria para mejorar @l ProtuCtD? .. oo esssssses s eresssssa s

Figura 21. Formato de encuesta
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ANEXO 21

Prueba de aceptacion del gel y llenado de encuesta

R R A EEE E
LR R
A ~ ! [
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