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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién describe el estudio fitoquimicoxttatte
etandlico Aloysia aloysioides Loes & Moldenké& extraccion de aceite esencial y la
identificacion de los metabolitos secundarios presentes, validaetigidad antibacteriana.
La muestra fue recolectada en el distrito de Tintay, provincia de Ayspaese el
departamento de Apurimac. De la muestra fresca 673.84 gramos y se readtrackzion el
aceite esencial por destilacion por arrastre con vapor de un rendimieftd8%lde aceite
esencial, el andlisis fisico y quimico del aceite esencialstrauain liquido de color
ligeramente amarillo, olor aromatico, sabor ligeramente dulce, soluble reoi absoluto
ACS al 96% (insoluble en cloroformo y hexano), con indice de refraccion de 1.4799, una
densidad de 0.8525 g/mL y un pH cercanol Bxtracto etandlico fue obtenido a partir 623
gramos de muestra pulverizada, esta incluye las hojas y ramas, seaolec 3 litros de
etanol al 96%, se realiz6 una marcha fitoquimica la cual evidenpresancia polifenoles

como taninos y cumarinas.

De la Espectroscopia infrarroja (IR) se muestra que el aceiteiadsga@dloysia
aloysioides Loes & Moldenkepresenta moléculas en su composicién corresponden a
estructuras con grupos funcionales: isopropil, metil, metilenos, y carbonilasjdles son

caracteristicos, aromaticos, compuestos ciclicos, de alcoholes, cetotmmes €s

Luego, se identific6 sus componentes del aceite esencial por un sanalisi

cromatografica CG-MS, donde los principales componentes del aceite esentiatades



| X H U RC@riofileno (10.88 %), limonelo (9.9 %), p-cimeno (7,22%), Oxido de cariofileno
1HUROLGR Ghumuleno (4.92 %), Finalmente, se realizo ensayos donde
se evalud la actividad antibacteriana individualmente coft@phylococcus aureus,
Escherichia Coli, Candida albicans y Pseudomonas aeruginmgiaando métodos de
difusién en disco de agar y dilucién en agar, mostrando actividad contra IStapghys
aureus con la formacién halo de inhibicion de 19 mm un valor aceptable y retatteam

cercano al del reportado con la gentamicina .

Palabras claves: Aloysia aloysioides Loes & Moldenke, actividad antilza@eCGMS.



ABSTRACT
The present research work will describe the phytochemical study oftitheokc extract
Aloysia aloysioides Loes & Moldenke, the extraction of esseati@nd the identification of
the secondary metabolites present, will validate its antibacterislity. The sample was
collectedin the district of Tintay, province of Aymaraés the department of Apurimac. From
a fresh sample 673.84 grams and the essential oil was extracted bydstation with a
yield of 0.38% of essential oil, the physical and chemical analysieadsential oil indicates
that it is a liquid of slightly yellow color, aromatic odor, slightly swéator, soluble in
absolute ethanol ACS at 96% (insoluble in chloroform and hexane), with a refractive index of
1.4799, a density of 0.8525 g/mL and a pH close to 5. The ethanolic extract dadrora
623 grams of samples including leaves and branol&kters of 96% ethanol, a phytochemical
march was performed which showed the presence of polyphenols such as tannins and
coumarins.
Infrared spectroscopyR) shows that the essential oil of Aloysia aloysioides Loes & Moldenke
presents molecules in its composition correspond to structures with functjomgbs:
LVRSURS\O PHWK\O PHWK\OHQHYVY DQG FDUERR\WIOLFZKLI
compounds, alcohols, ketones, and esters. In the ultraviolet spectroscopy (8Yshuwsa
peak a band of maximum adsorption in the spectrum at 280 nm, attributed to dregrels
organic chromophores as conjugated double bonds and / or aliphatic carbonyls and aromati

rings.



Then, its components of the essential oil were identified by GC-MS chromatographicsanalysi
ZKHUH WKH PDLQ FRPSRQHQWYV RI W{ayspMAlede(V0I8® W), RLO LG
limonellum(9.9%), p-cymeng7.22%),caryophyllene oxidé€5.98%), Nerolidol (4.96%) and

.-humulene (4. Finally, tests were carried out to evaluate the antibactaviay actlividually

against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans andorRseas

aeruginosa using agar disk diffusion and agar dilution methods, showing activitytagains
Staphylococcus aureus with the formation of inhibition halo of 19 amacceptable value and

relatively close to that reported with gentamicin.

Key words: Aloysia aloysioides Loes & Moldenke, antibacterial activity, NB&: -
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Actualmente, se tiene amplio conocimiento y tradicionalmenligada en muchos
lugares como un tratamiento medicinallaievarias especies d@familia VERBENACEAE
se sabe que pueden ser usadas para contrarrestar problemas del maiseldtices tracto
digestivo, para tratar padecimientos de piel y aparato urinario (Lopefrafita et. al,

2017).

Por otro lado, la OMS informé que en el 2017 existe un crecimiento del nimero de
patégenos, muchos de ellos multirresistente, los escasos tratargiehtfecto secundarios
de los antibidticos en la sakjgroponen nuevas opciones, la familia VERBENACEAE ha
demostrado en estudios previos su gran capacidad antimicrobiana, antifartggéalaarte
y antinflamatoria esto a partir de extractos acuosos y alcohdlicos (Aguadb 2013),
mediante cromatogramas provenientes de las infusiones de las hojas se esmlgediles
cromatograficos los cuales fueron caracterizados por la presencia de #eido ga
flavonoides (Pereiraet. al, 2007, Riccoet. al, 2010) incluso con actividad contra
Streptococcus mutagsStreptococcus sobrinShafieeet. al, 2016)Lasespecies del género
Aloysia tiene actividad farmacolégica, asi, como agentes adtioos, los aceites esenciales
Aloysia Gratissima y CordiZ ERBENACEA inhiben la germinacién de las esporagde
pachyrhizi(Costa da Silvat. al,2014). Reducen el progreso de la roya asiatica de la soja;
poseen actividad antimicrobiana Rojas en el 2012 demostré que el esmmigal de la
Aloysia Triphyllademostro sus efectos sobrelefpanosoma cruenfermedad de Chagas),

otro estudio demostié eficacia del aceite esencial contra patégenos genito-urinariosry hac
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notable su uso con bajas dosis efectivo cdbtaphylococcus aureulslicrococcus luteog

inhibicion de la inflamacion (Péres. al,2018).

En el presente trabajo se investigo a la pléitgsia aloysioides Loes & Moldenke
para ello se realizd una busqueda bibliografica de sus antecedemtesvepalas
investigaciones realizadasel género, ya que da especieenestudio no hay ningun estudio

fitoquimico.
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1.1. Planteamiento del problema

1.1.1. Identificacion del problema

Enla actualidad los antibi6ticos son principalmeté@iso médico, este us@yabuso
de los antibidticos esta produciendo generaciones de bacterias resistrgando que las
infeccionesse agraven el paciente nese cure, informacion publicada pta OMS (2017)
,dan muestra que tan& Staphylococcus AureysE. Coli son bacterias responsables de

muchas infecciones hospitalarias.

Una de las maneras de consumir de antibioticos de forma indireatéraagés del
consumo de alimentos tratados previamente con antibiéticos, la FDAee20&8 y 2019
advirtio la presencia de bacterias en muchos alimentos de consumaadiad@n cereales,
asi como el uso indiscriminado de antibiéticos sintéticos por latir@laimentaria, es por
ello que ha venido implementado una serie de normas alimentariasujngee el uso de
estos compuestos sintéticos, asi como también contempla usorade atiernativas

antibacterianas sin efectos secundarios a largo plazo entre ellos el usoedecsgeaitiales.

1.1.1. Justificacion.

Motivados poelincremento de muchos patégeerosligunos casos multirresistentes,
pretendemos crear una alternativa y/o terapia complementariadresttes microorganismos,
para ser aplicada en los alimentos. Este estudio realizara ulnacéva de los efectos

antibacterianos y antifingicos del aceite esencialldsisia aloysioides Loes & Moldenke

Por ultimo, busca crear conciencia y conocimiento de nuestras especies, que va desde
las propias autoridades, hasta los nuevos pobladores ya que es actusdrdepredada por

la ampliacién de la frontera agricola.
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1.2. Objetivos

1.2.1.0Objetivo General

Extraer y caracterizar al aceite esencial délégysia Aloysioides Loes & Moldenke
y evaluar la actividad antibacteriana.

1.2.1. Objetivo Especifico

x Realizar una marcha fitoquimica del extracto alcohdliedas hojas dela
Aloysia Aloysioides Loes & Moldenke.

X Obtener el aceite esencial recolectar las hojas y ramakysia aloysioides

Loes & Moldenke.

x Evaluar las propiedades fisicas del aceite esencialaysia aloysioides Loes
& Moldenke realizar una evaluacién sensorial, determinar el indice de
refraccion, solubilidad en alcohol y densidad.

x Identificar los componentes del aceite esencial por cromato@G&fHdsS.

x Estudiadaspropiedades quimicas del aceite eserfdiaysia aloysioides Loes

& Moldenke mediante espectroscopia infrarroja.

x Evaluar la actividad antifangica-antimicrobiana del aceite esencial.
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1.3 Hipdtesis

El aceite esencial déloysia aloysioides loes & Moldenkaresentara actividad
antibacteriana y antifungica (ya que su composicion quimica incligrfenos como
limoneno y el citral); ademéas podra ser aplicado en el campo dalitosntos y; por

consiguiente, mejorar la calidad de los alimentos.

1.4 Contribucion e impacto.

Nueva alternativa terapéutica o complementaria frente a patégenos gueseins
alimentos, demostrando su capacidad fitosanitaria mediante procedsreentsostenibles,

contribuir con el respeto al medio ambiente y la conservacion de la biodiversidad.
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1.5. Antecedentes

Las plantas medicinales representan la fuente mas importanteudsosepara el
tratamiento de diferentes enfermedades de los usuarios tradicionaledn (M. 2008).
Aunque los avances tecnologicos, cientificos y la sintesis organica hazadea
enormemente, peenestos Ultimos afios, los consumidores han percibido que los compuestos
naturales pueden llegar a ser incluso inocuos y este consumo va en aunmprEddalado
paso a un desarrollo importantel@agroindustria de plantas aromaticas y medicinales a nivel

mundial (Gallegos- Zurita M. 2016).

La familiaVERBENACEAEontiene alrededor de 100 géneros con unas 2000 especies
distribuidas en muchas regiones del hemisferio sur las cuales van deadderopladas,
tropicales hasta subtropicales, generalmente son plantas lefiosas pueseatar arbustos
altos o bajos, la gran mayoria son aromaticos y con flores fragantes seipah (2000).
Estudios previos han permitido evidenciar su utilidad en la medicinaitraicontra
malestares del aparato reproductor femenino, aparato digestivo, musculo esmueléti
nosologias dependientes de la cuftureomo antioxidantes, esto debido a compuestos
fendlicos contenidosnespecies comaloysia citriodora Palayesta especie contiene un alto
porcentaje de fendlico y estos componentes, generalmente poseen una mayead activid
antioxidante (Hashemet. al, 2018), por otro lado, se ha logrado identificar mediante
cromatogramas provenienteslad@nfusion ddashojas un perfil de polifenekcaracterizados
por la presencia de &cido cafeico y flavonoides (Wereteral, 2009),se sabe también el
extracto metanolico de Kloysia Triphyllade sus ramas, hojas y flores posee un porcentaje
cumarinas y alcaloides entre otro compuestos fendlicos como aciddsdsnithvonoides,
taninos, flavonas (Bravo et al. ), los extractos alcohdlicos y acuosos poseen actividad

antiinflamatoria, atribuida la presencialetheviridosido, un glucésido iridoide, ademas, otro
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componente comun en la familia VERBENACEAE, la actividad analgés® debe a la
presencia de verbascosido y en cuanto a la actividad antipirétieatratto acuoso es

ligeramente superior al del paracetamol (Sebaral 2012).

Los estudios demuestran la amplia actividad antimicrobiana y antiflidigiclos
aceites esenciales de las especies de la farlIRBENACE A indiscutiblemente el género
Aloysiaesta entre las mas estudiadas, 5 especies con gran un poteifGiadiao frente a
hongos levaduriformes patégenos com@émdida albicany la Cryptococcus neoformans
(Jaimes et al. 2020), lAloysia Triphyllamostrando efectos sobre teypanosoma cruzi
siendo un tratamiento alternativo frente a los escasos farmacos patarsiento (Rojas et
al. 2010). Estudios realizadeaVenezuela muestratamplio espectro antibacteriano contra
patdgenos genitourinarios y hacen notable su uso con baja$ydekiaceite de laloysia
Gratissimaes un antibacteriano efectivo con8taphylococcus aureysMicrococcus luteos
(Aliaga 2013), otro precedente indica que usando el medio del método de difusionyen agar
de diluciones probo la inhibicién del crecimientoEerColiy Staphylococcus aurepseciso
la sensibilidad antibacterian@ vitro, otro articulo indica que posee actividad frente
Escherichia Coliy Bacillus subtillis (Bailac et al. 1999) e incluso mostré actividad
antiedematogena con un gran porcentaje de inhibicion de la inflamacion ssémdidtieno
aplicado de manera topica (Vandresen et al. 2010), asi pues el Yéarpespecificamente
la plantaVitex agnus-castusWLHQH FRPR FRPSRQdaalilehoSohpQdsioSD O DO
sesquiterpénico y su aceite esencial examinado muestra una impatdividad
antibacterianaBacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptegocc
fecalis, Escherichia ColiProteus Mirabilis ,Pseudomonas, aeruginosa ,Salmonella typhi T
y 2.La actividad de los aceitesmayor hacia las bacterias Gram+(Senatbad 2003), otro

estudio demostré una actividad antibacteriana moderada &stherichia Coli,
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Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus a(f&usdayo et al.,)
finalmente el génerhippia también por poseer actividad , se encontré que el dapijpéa
alba posee una fuerte actividad antifUngica conimachophyton mentagrophytes var.

interdigitaley Candida albicangFunet. al,1990).

En cuanto a la extraccion del aceite esencial, el métodoenédlesy mas usado a
trabajar resulta ser el método por arrastre de vapor (Al Di &aed, 1983), el rendimiento
engeneral de muchos ABdoysiasesde(0.21-1,35%) (Arteagat.al, 2016).La constitucidn
de los aceites asi corfaidentificacion de los analitaeapoyaenel uso dda cromatografia
gases acoplada a espectrometria de masahénkoetal. 2009,2010,2019)a detecciérenla
Aloysia Triphyllada como componentes principales como 1,8-cineol (12,4%), geranial
(9,9%), 6metil-5-hepten-2-ona (7,4%) y neral (6,9%) analizado por GC y GC / MS
(Bellakhdaret. al,1994) por otro lado, para laloysia Gratissimae logro identificar también
metabolitos secundarios de la clase de terpenos, un total de 14 compgreatet los
principales componentes identificados isopinocamphone (trans -3-pinanona) (25.4%),
limoneno (15.1%) y guaiol (12.7%) (Trovadi. al 2010), otroAloysiacon gran potencial
antibacteriano eA. Polystachyaon un contenido de limoneno (14.2%) (Pérez-Zarmetra
al, 2016),enel génerd.ippia esmuy comun encontraal p-cimenoesasi comaenla Lippia.
Multiflora P-F\PHQH -Terpinene 9.17%, el aceite esencial Ldgpia micromera
Schauerposee hasta un p-cimeno (11,5%) (Tuckearl, 1993). Otras plantas del mismo
género como lad. junelliana, L. polystachya, L. integrifolia, L. turbinatposeen en
promedio p-cimeno (0.03-097%), limoneno (5,6-13,3%) pero un porcentaje baje de
cariofileno (0,04-0,08 %) otro estudio indicaria qué.ld urbinatapodria llegar a tener a

KDVWD XQ -cariofiléne y segun Perez-Zamora un considerable porceaeaje
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limonelo de 8.73%, aceite de hoja\diéex agnus-castus, Isabineno (10,8%), p-cimeno

(4,2%), limoneno (2,5%(Ekundaycet. al,Pérez-Zamorat. al 2016, Tukeet. al 1993).
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CAPITULO I

PARTE TEORICA

2.1. Familia VERBENACEAE

Compuesto por unos 35 géneros y algo mas de 1000 especies distribuidas en regiones calidas y
templadas de ambos hemisferios, principalmenfemérica. (Willmanretal, 2000knla figura

1 se puede visualizar su distribucion en los diferentes continentesisos se pueden agrupar

por aparatos y sistemas del cuerpo humano, por diversas dolencias (erdesmeeimbolicas

y enfermedades infecciosas) y por signos o sintomas ( como alergias,iab@es y otros)

gue la poblacién del pais registra como enfermedades. (Lépez-VillafrancaGt 7,

Figura 1: La familia Verbenaceas y su distribucion mundial (Heywood, 1985)

2.1.1GeneroAloysia

El género Aloysia pertenece a la familia Verbenécea en el grupo prideipal
las Angiospermas (Plantas con flores). La Lista de plantas incluye 71 esombr
cientificos de plantas de rango de especies para el gélogsia.De estos 51 son

nombres de especies aceptados.
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2.1.2Uso y aplicacion Etnomedicinal de la¥ERVENACEAS

Gran parte de conocimiento medicinal conocido actualmente saobfamdia
la debemos al pais de México y sus investigaciones . Donde stear@yi patologias
en 16 categorias; destacan los malestares del aparato digestnabo approductor
femenino, sistema muasculo esquelético y sindromes de filiacion tutorade se
visualiza una similitud, al mostrarse que un 92% de las especies ya conocidas se usan
para dolencias del tracto intestinal o enfermedades asociedémao digestivo
(L6pez-Villafrancoet al, 2017). A continuacion, se muestra en la Tabla 1 algunas
aplicaciones:

Tabla 1: Nombres populares y usos de Verbenacea medicinales

Nombre cientifico Nombre comun Uso medicinal

Aloysia citriodora Palau| Cedrén, té cedron. | Aparato digestivo y sistema nervioso

Lippia alba(Mill.) Salvia o hierva
N.E.Br. ex Britty P. maestra Aparato digestivo, aparato reproducto
Wilson femenino y sistema nervioso.

Verbena officinalis L. | Verbena o curalo | Propiedades anticancerigenas y

todo antiespasmadico.

Verbena recta Kunth Verbena de perro o| Propiedades anticancerigenas , apara

verbena de cancer | digestivo, sistema nervioso

Lippia palmeri S. Orégano comun Aparato digestivo, aparato reproducto
Watson femenino, antiespasmadico y sistema
nervioso.

Fuente (Lopez-Villafranco €t al, 2017)

29



2.2. Aceites esenciales

2.2.1.Concepto
Resultan de metabolismo secundario de las plantas, los aceitesaées son
mezclas complejas de una gran variedad de compuestos volatiles, aonegtén

relacionados con los acido grasos son lipidos.

De forma quimica ,la gran mayoria de componentes de los aceiteslesenc
son hidrocarburos (pineno, limoneno) estos componentes pueden tener funciones
como defensa de las plantas, de los insectos, de las condicionesnmhésltaes
duras y de las enfermedades (Young. 2008, Yogarson et al. 2006), ademas los aceites
esenciales, son los que le confieren a la planta sus caracasertdiorificas (Lock
1994).
2.2.2.Clasificacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden clasificar segun (SENA 2017, Martinez.

2003).

Por su consitencia:

9 Esencias fluidas: a temperatura ambiente sueles ser liquidos volatiles .
9 Balsamos: liguidos espesos y poco volatiles, sueles polimerizarse facilmente .
9 Oleorresinas: la mayoria de son muy viscosos o semisolidos, poseen el aroma

concentrado de las plantas.

Por su origen:

9 Naturales: obtenidos Unicamente de planta.
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9 Artificiales: obtenidos a través de procesn$os cualeseadicionan esencias
con uno o varios de sus componentes.
9 Sintéticos: producidos por la combinacién de sus componentes, producidos a

partir de la sintesis quimica de estos.

Su naturaleza quimica:

9 Monoterpenoides: son aquellos con abundancia de monoterpenos (Terpenos
con 10 carbonos).
9 Sesquiterpenoides: son aquellos con abundancia de sesquiternos (terpenos de
15 carbonos)
9 Fenilterpenoides: son aquellos con abundancia de fenilterpenos (terpenos de
20 carbonos).
2.2.3.Composicién quimica
La composicion quimica de los aceites esenciales es Vairiatieso en una
misma especie esta composicién podria resultar distinta, la inBuemnaiitativa de
algunos componentes no necesariamente es directamente proporciorahtadsal

del compuesto presente en el aceite esencial .

Generalmente los aceites esenciales suelen ser mezclassddemtd0
componentes con distinta naturaleza quimica . En la tabla 2 se milgsstra
componentes de los distintos grupos funcionales. Segun Badtkali, (2008) y
Stashenko (2019).Entre los compuestos mas comunes se encuentran lossaliéati
baja masa molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, gsieidss) estos

pueden ser Monoterpenos, Sesquiterpenos y Fenilpropanos,
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Segun Arteaga (1980) incluso son estos componentes los que le dan el olor
caracteristico a los aceites esenciales. En la tabla 2 se muestra wenrdsiatgunos

grupos funcionales presentes en compuestos terpénicos y sesquiterpénico.

Tabla 2: Moléculas constituyentes y sus grupos funcionales

GRUPOS NATURALEZA EJEMPLO
FUNCIONALES QUIMICA
Hidrocarburos Terpenos Limoneno
Sesquiterpenos P-cimeno
Aromaticos Beta-cariofileno
Aldehidos Monoterpenos citral
Alifaticos Nonanal
Aromaticos Cinamaldehido
Alcoholes Monoterpenos Geraniol
Alifaticos 3-decanol
Sesquiterpenos Espatudenol
Aromaticos Alcohol bencilico
Fenoles Aromaticos Carvacrol

Fuente: Garcia, 2017.
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2.2.4.Elementos que afectan la calidad de los aceites esenciales.
Pueden existir algunos factores internos y externos que ejercen influencia e
la buena calidad del aceite esencial segun Fundacion para la Innovacidia Agra

(2003) y Crop & Food Research (2001):

9 Factores externosi clima,la estructura del suelo, asi coswpH, lasplagas,
enfermedades, origen geografico, malezas, las técnicas de cultiva,dgoc
cosecha.

9 Factores internos: variabilidades en una especie idéntica ,prefloteetapa
de desarrollo de la planta, floracién y postfloracion, edad de la pladézies
su madurez y asi como la parte de la planta de la cual fuedexéladceite

esencial.

2.2.5. Usos y Aplicaciones de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales en la actualidad los aceitesiaesrtieene multiples
aplicaciones en la medicina, industria y en las ciencias SENA (20ar9p & Food
Research (2001). Entre ellos la industria cosmética la utiliza enbiecdeion

perfumes 0 sus principios activos.

Industria de alimentos la emplean como potenciadores de sabor en productos
como bebidas, helados, galletas y de mas. Es en la industria de productos de limpieza
donde la utilizan para dar aromas a los desinfectantes, detergentes y demas productos

de uso hospitalario.

Una industria nuevanusarlaesla de los plaguicidas a travéslddabricacion

de sustancias quse usan como pulverizantes, repelentes o atrayentes de insectos.
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Finalmente, algunas esencias, como el aceite esencial de lamndélizadas en
productos farmacéuticos; los cuales son necesarios para el tratad@dmadas y

guemaduras.

2.2.6.0btencion de aceites esenciales

2.2.6.1. Destilacion por arrastre con vapor de agua

Este es el proceso mas usado de extraccion de aceites esenciales,
aplicadoenhojas y ramasenesta técnicaeaprovechda propiedad que tienen
lasmoléculas de aguenestado de vapor de asociarse con moléculas de aceite
SENA (2017) y Kuma (2000), es también la presencia de terpenoides y
fenilpropanoides en el aceite esencial, los cuales son bastadtitesgt son

arrestables por el vapor de agua (Molero, Consuelo, Camino & Alonso 2006).

La extraccion del aceite se dard cuando el agua entra en ebullicion y el
vapor de agua entra en contacto con el material vegetal, el lmaiErd 1a

esencia para ser consensada.

Un esquema basico debe constar de cuatro partes : el generador de
vapor que sera una resistencia eléctrica (1), camara de extraccion (2),
condensadqi3) y el vaso o separador florentifd). El vapor de agua generado
en 1, estos vapores pasan por material vegetal que se encuentra en la camara 2
el cual provoca que los aceites esenciales se difundan desde las membranas de
la célula hacia fuerd&l aceite extraidesarrastrado pogl vapordeagua hacia
el condensador 3 donde los vapores son condensados es asi como los vapores
de agua y aceite esencial que saleenfrian hasta regresalagfase liquida, y

se separan en un decantador (SENA 2017). Ocurre que el aceite esinmiscible
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y posee una menor densidad que el liquido en este caso el agua, estos se

separan por gravedad con ayuda del vaso florentino 4. (Armijo et. al. 2012).

Figura 2: Destilador por arrastre de vapor a escala.

Fuente: (Armijo et. al. 20])2

2.3. Caracterizacion organoléptica y fisicoquimica de Aceites Esenciales
2.3.1. Andlisis organoléptico
Este evalta y cuantifica atributos positivos y negativos, dagiorma técnica
peruana NTP-ISO 6658 es un examen de atributos organolépticos de un producto a
través de los 6rganos de los sentidos. Esta técnica se basa endelassentidos
retronasales y olfato-gustativos, la interpretacion esta dada por el deado

aceptabilidad que le da el evaluador o los participantes (Loyola, Lopez &Acufia

,2008).
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2.3.2.Rendimiento del aceite esencial
Segun Castafio (2012) el rendimiento se expresa como un porcentaje, el cual
esta dado el porcentaje en gramos de aceite esencial por cadal00dg amestra

vegetal.

2.3.3.Densidad del aceite

La Norma Técnica Peruana NTP-ISO 279:2011 (revisada el 2016), la define
como una relacion, es la relacion entre la masa de un determinado voluauositele
esencial y su volumen determinado a 20°C y la densidad relativa comdaandnre

entre la densidad del agua a la misma temperatura.

2.3.4.Solubilidad en etanol

La ISO 875 dice que un aceite eseneshiscible con V volimenesrmasde
etanol de una concentracién determinada, a una temperatura de 20 °C, cuando la
mezcla de 1 volumen del aceite en cuestion con V voliumenes de dicho etanal es clar
y sigue siéndolo tras la adicion gradual de etanol de la mismardoa@ion hasta un

total de 20 volimenes.

Estambiénla solubilidaddelos aceites esencialesalcohol da una idea de su
contenidcenMonoterpenos, cuanto mayor $aaolubilidad, menor se contenido
de estos en la esencia 0 mayor sera su contenido de compuestoadpggeomo
alcoholes y fenoles. La técnica incluso permite detectar adutieesca las que se le
suelen adicionar aceites vegetales o minerales, estas adigsukan ser insolubles

enalcohol.

36



Por otra partda solubilidadenalcohol suele ser una cualidad importante para

sus usos en la perfumeria.

2.3.5.indice de refraccion

De acuerdo con el método NTP-ISO 280:2011 (revisada el 2016) el indice de
refraccion es la razén entre la velocidad de un rayo de luz en el vacietidad
delaluz enla sustancia, varia cda temperatura {a longitud de onda del rayo de luz

refractado.

La norma técnica peruana lo define como la relacion del serangalo de
incidencia al seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de lodgitutba
determinada, que paso del aire al aceite esencial mantenioha @aemperatura
constante. Este analisis 6ptico esta relacionado de manera doedtapureza del
aceite esencial, Dominguez (1973) que establece la relacion que posée con
densidad, en la tabla 5 se puede apreciar la informacion de nos puedetanimdelr

indice de refraccion junto la densidad.

Tabla 3 Relacion densidad y indice de refaccion en aceites esenciales

Densidad | indice de
/mL refraccion
(g/mL) Componentes esperados
Menor a 0.9 | Menor a 1.47 Mayor contenido de compuestos alifaticas
hidrocarburo.
Mayor a 0.9 | Menor a 1.47 Presencia de compuestos oxigenados alifaticos
Menor a 0.9 | Mayor a 1.47 Presencia de hidrocarburos aromaticos
Mayor a 0.9 | Mayor a 1.47 Presencia de aliciclicos o compuestos oxigenac
aromaticos

Fuente Dominguez ,1973
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2.3.6.pH

Este valor indica el grado de acidez o basicidad de una solucién determinada
,dicho de otra forma, mide la concentracién de iones hidrégeno, segin (20\&)s
enlos aceites esenciales estos resultamasefectivos con muchos microorganismos

aun pH>5.

2.4. Analisis espectroscopico

2.4.1 Espectro infrarrojo (IR)

El espectro infrarrojo permite detectar la presencia de grupos hidroxilo,
carbonilo, anillos aromaticos, enlaces dobles Cis@ trans, etc.gl espectrdr de la
molécula es como una identificacion particular de la muestra y es comparable, ya qu

existen bases de datos de muchos espectros (Palomino ,2001).

Skoog et al. (2018) indica que esta técnica nos brinda informacion de los
compuestos organicos como sus propiedades , dado que una molécula vibraade form
constante sus enlaces se estiran ,contraen y tuercen , es ash @osortion de la luz

infrarroja produce alteraciones en las vibraciones de la molécula.
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Figura 3: Espectro IR y ubicacion de las regiones en una muestra de isopentano, la region de
la huella dactilar (derecha) y la region de las frecuencias de grupo (izquierda), Skoog et al.
(2018).

2.5. Separacion e ldentificacion de metabolitos secundarios presentesAdn

2.5.1. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas

La cromatografia es una técnica rapida y precisa para sustanctdes/dla
técnica se basa en fraccionamiento de los componentes en una fase movi
generalmente un gas y una fase estacionaria. La fase movil atraviaséase
estacionaria y separa los componentes de la muestra dependienddiftedasias
de volatilidad y de solubilidad de estas, razén por la cual cada contpaate por
separado y en distinto tiempo, este tiempo es caracteristico elgoes Util al

realizar la identificacion de componentes (Stashenkd2009).

Es asi como cada componente al pasar por el detector se coamiena
sefal eléctrica que es proporcional a la cantidad de muestralgynsimente esta
informacion es registrada en un graficador , la grafica resultante es idadam

cromatograma, en el cromatégrafo de gases en el que separa los componentes y luego
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pasa a el analisis espectral mediante la conexién al espectrometrsagdefonaando
asi un sistema CG-EM, siendo actualmente una las técnicasmpddaintes del

analisis fitoquimico . (Stashenko al.2010)

2.6. Evaluacion antibacteriana

2.6.1.Medicion de halos de inhibicion

El halo de inhibicién es la zona alrededor de un disco de antibi6tico en un
antibiogramaenel cual nosehaproducido crecimiento antibacteriamsuna manera

de medir la potencia del antibiético frente a un microorganismo.

El diametro de halo depende tanto de la sensibilidad y resistericia de
microorganismo a estudiar. Otros factores son el tiempo de incubaciordieldee
cultivo, la solubilidad, el espesor del medio, la concentracion de Iaeriba
inoculadas , etc.Las zonas de inhibicion del crecimiento bawterdrededor de los
discos, alrededor de los discos como se muestras en la somufeer figura 4), la
medicion de esos diametros de inhibicion y su comparacion con los valores de
referencia permite establedaresistencia dia cepa a determinada drogasabe que
existen algunos diametros de inhibicion, expresados en mm, estandarizados para cada
antimicrobiano (Juan J. Picazo 2000), particularmente en este estaremosidhabla

extracto antibacteriano.

El porcentaje de inhibicion se calcula mediante la formulal (Ramirez et al. 2007).

Formula 1

I D=HAR N=? P K«}BI=HRK K & K
TD=HWKJIPNKEEPERK=J?K

% inhibicion =
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Figura 4: Simulacion de la formacién de halos de inhibiciébn en una muestra.

2.6.2. Staphylococcus aureus
Conocido como el patdégeno oportunista y forma parte de la microflora
humana, frecuentemente colonizando la zona nasal, con altas incideacias d

colonizacion en los ambientes hospitalarios (Wensel et al 1998).

S. aereu®s una bacteria patégena y en su género es la de mayor potencial
infeccioso tanto en humanos y animales(Cervagttas, 2014).
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Micrococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus

JXHQWH ODQXDO GH %HUJH\TV

2.6.3.Infecciones causadas poBtaphylococcus aureus
Existen enfermedades, las cuales que aparecen diarastancia hospitalaria,
son uno de los problemas mas transcendentales en salud publica y poseen efect

econdémico y social; pdo que,esnecesario conocda epidemiologia yel impacto
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gue estas infecciones tienemel paciente criticaLasinfecciones son frecuentemente
asociadas &. aureuspor presentar una de las principales causas de brotes de

infecciones hospitalarias (Cervanttsal.,2014).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA
3.1. Materiales reactivos y equipos

3.1.1.Materiales

De campo : tijeras, cuchillas, costal, plumones, lapiceros, camara fotogréfica,
etiquetas papel Kraft y cajas de carton.
De laboratorio: materiales de vidrio y plastico de uso comun.

3.1.2.Reactivos

Etanol al 96, sulfato de sodio anhidro Merck ASC, Cloroformo ACS J.T Beacker,
Hexano ACS Merck,

3.1.3.Equipos

Cromatografo de Agilent ® Technologies 7890A GC-System equipado con una
columna capilar DB5-MS, 30mx0.25 nm i. d, cromatografo (GC), Agilent ® Technslogie
5975C, Inert XL MSD con detector Triple-Axis; Equipo semiindustrial de esittacle por
arrastre vapor, Balanza de precision AND 1310, Balanza analitica Sai@uiogx 124-
1S,Molino de martillos Perten 3100, Micropipeta Brand transferpette-S (100-1000
uL),cocinilla , WYA-2S Abbe refractometro digital, espectrofotometro Espm 100FT-IR
Spectrometer marca Perkin Elmer acoplado al universal ATR Samplingsance

(PerkinElmer precisely).
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3.2. Andlisis preliminar

3.2.1.Recoleccién

La investigacion es de tipo experimental. EI material vedegatecolectado
en el distrito de Tintay, provincia de Aymaraes, en el departangenfpurimac, a

2772 metros de altitud.

3.2.2.Secado y molienda

La muestraAloysia aloysioides Loes & Moldenkecolectada en la etapa 1,
después de su recoleccion se seco en el mismo pueblo de & subyge la tarde (a
partir de las 3pm), durante dos horas por 3 dias y se almaceno en papel kaaft has
molienda.

Se realizo una primera molienda para reducir el tamafio de la myestaasto
se usO un molinde martillos Perten 310@| tamafio de las particulas fue de 40 um. un
polvo fino.

3.2.3.0btencién de extracto Etandlico

La muestraAloysia aloysioides Loes & Moldenkecolectada&nla etapa 1, un
total de 623 gramos se sometieron a maceracién en frio se usando 3 litros de etanol al
96%, estesecolocdenrecipientes ambar por 15 dias, seguidamsefitiré el extracto

Etanolico resultante.

El extracto se almaceno en frasco ambar, para proceder con la marcha

fitoquimica.
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3.3 Marcha fitoquimica

Para el estudio ddloysia aloysioides Loes & Moldenke desarroll6 una marcha
fitoquimica, para ello, se aplico diferentes métodos para la detecciimimae de los
componentes quimicos de la planta basados en los procedimientos dehla fit@quimica
de la guia del laboratorio de Productos Naturales 2019, Olga Lock (1994) y Mufioz
Pinto(2016), Anexo 1 cuales muestran los principios basados en la extraccion de metabolitos
secundarios con solventes apropiados, aplicacion de pruebas de coloradidenygi@ de

precipitados.

3.4 Extraccion de aceite esencial

3.4.1.Preparacion de la Materia Vegetal

La muestraeenestudio deloysia aloysioides Loes & Moldenkae la obtenida
en la etapa 2 de la recoleccion, la cantidad de muestra fue de 673.84 gramos, envuelta
en una bolsa plastica, se acondiciono una caja de cartén, la muedwadde & lima
con un tiempo total de viaje fue 48 horas, lo cual garantiz6 queadatma llegara en

Optimas condiciones (hojas verdes y frescas)

La obtencion y caracterizacion del aceite esencial de "Lima-limaakedrde

acuerdo a la secuencia que se observa en la Figura 5.
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Figura 5: Diagrama de flujo de la obtencion y caracterizacion del aceite
esencial dé\loysia aloysioides Loes & Moldenke
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3.4.2.Extraccion de aceite esencial por arrastre de vapor

Inicialmente, se realizd el lavado del equipo extractor con agliapmo los
envases dondgerecolectaromassoluciones resultantes del destilanla extraccion
se usaron aproximadamente 18 litros de agua ,estas fueron medidas con undalde de
litros de capacidadGecolocarorasmallas que permitieron qumaterial vegetaho
estéencontacto directo coal agua ,sobria malla fueron colocadas 673.84 gramos de
las hojas y ramas seguidamente se colocé la tapa ,se aseguré las hermetic@dad proc
, después de aplico calor celquemado eléctrico, dondetomdla hora de inicio del
destilado, también se tomaron el tiempo en el que inicio el gotenaklue a los 90
minutos de haber iniciado el proceso y el tiempo final del proceso ftredboras,

tiempo en el que se recolecto la solucién del destilado.

El aceite esencial se sec6 usando sulfato de sodio anhidro y seguidamente se reservo

en refrigeracién (3°C) preferente en la oscuridad .

3.5.Evaluacion Organoléptica y fisicoquimica

3.5.1. Andlisis organoléptico

En la muestra se evaluaron y cuantificaron atributos positivos y negatvos,

emplearon los sentidos retronasales y olfato-gustativos.

3.5.2.determinacion del rendimiento del aceite esencial

Se peso la masa material vegetal antes de la destilacionigiiéeehvolumen
del aceite una vez extraido, con estos datos se estableci6 una dexlatilzad del

aceite usando un picnémetro y se relaciono se relaciona con la formula de la densidad
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férmula para determinar la densidad (formula 2)

K KK

|
&25=_R

Se reemplazé los datos obtenidos despejando las masas del aceite:

(formula 3)

= &s U &« «

Donde:

s D2s= densidad relativa a 25°C (g/ml)
1 m=masa obtenida g

¥ v= volumen del aceite obtenidol

Se determino el peso y el volumen del aceite esencial obtemitbuliante NTP
319.079:1974 (revisada el 2016) donde se hace uso de una operacion matematicaesencilla

determinar el rendimiento del aceite esencial (RAE

El rendimiento del aceite esencial se obtuvo en base al peso hiumedateesl

vegetal en funcion a la siguiente relacion . (formula 4).

RAEY —~l¥amomize=n100 «««
LAK) —mn&ERACAP=H

3.5.3. Determinacion de la densidad de Aceite esencial

La Norma Técnica Peruana NTP-ISO 279:2011 (revisada el 2016), como

primer paso se peso el picnémetro de 1 ml de capacidad, seco y vacio a una
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temperatura de 15°Geenraso corl aceiteesencial , verificando quatemperatura
se mantenga en 25°C durante aproximadamente 10 min. Luego de ser neeesario s
usaré papel adsorbente para secar y retirar el exceso de atziparse exterior del

picnébmetro, seguidamente se vuelve a pesar nuevamente (Ordofiez & Pefia, 2008).

Se realizaran tres repeticiones del ensayo donde se obtiene el promedio los

resultados se deben aproximar hasta la cuarta cifra decimal.

la densidad relativa sera determinada a partir de la diferencia de masas del

aceite esencial y el agua destiladansidad relativa a 25° C (formula 5)

_ a1/ dadadaasn)
&s =
/2 «/

X Mz peso del picnémetro con la muestra de AE.
X Mz2: peso del picnémetro con el agua destilada
X M: peso del picnémetro vacio.

3.5.4.Solubilidad en etanol

Estas pruebaserealizaron a una temperatura de 2@@saso de precipitado
secoloc6 una pequefia cantidad de etahBb % de pureza, @l aproximadamente,
se le agregaron unas gotas de aceite esencial con agitacion const#itando
visualmente y obtener una solucién limpida, esto valslasteessoluble o no, bajo
las mismas condiciones se realiz0 las pruebas para otros 2 solelentéormo y

hexano.
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3.5.5.indice de refraccion
Se verifico la temperatura de 25,1°C del aceite esencial, se colaca un
pequefia cantidad en el dispositivo en este caso un refractometro provisto de un

dispositivo optico.

Secalibrael refractometro con agua destilada a una temperdt#8°C, para
la lecturasecolocé una gota del aceite eseneiaél prisma (Martinegtal. 2012). El
analisis se realizo por triplicado se tomara en cuenta hastadeateifra decimal y
se reporta el promedio.

3.5.6.pH

Se us6 pH indicador strips-Merck, se introdujo directamente en ek aceit

obtenido AE se comparé el color obtenido con la referencia incluida en test.

3.6. Métodos espectroscépicos

3.6.1.Espectro infrarrojo (IR)

Para determinar el espectro se colocé una gota de la muestra del aceite
esencial de obtenido en una celda NaCl, la cual fue introducida en el
espectrofotometrd&espectruml00 FTIR Spectrometemarca Perkin Elmer
acoplado al universal ATRSampling accessory (PerkinElmer precigely
teniendo como rango de lectura de 40650 cm! a una temperatura 20° C y
se uso el programspectrum

3.7.Separacion e identificacion

3.7.1.Cromatografia de gases (CG)
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El Dr. Jesus Rodilla realizo el analisis cromatografico , esteisinélie
realizado con un cromatégrafo deilent ® Technologies 7890A GC-System
equipado con una columna capilar DB5-MS, 30mx0.25 nm i. d., con film de
Polidimetil Siloxane (J &amp; W LTM Column module) dn espesor de 0.25

P /D WHPSHUDWXUD LQLFLDO GH OD FROWR\QD HV

aumentando de 60°C a 200°C, con una rampa de aumento de temperatura de
4°C/min, en la siguiente rampa de temperatura aumenta de 200°C hasta los 280°C
con una rampa de crecimiento de 10°C/min; la temperatura finalasgene
constante durante 35 minutas temperatura del inyectesde 250°Cel detector
seencuentra a una temperatura de 188%@as de arrastesHelio con un caudal

de 1 mL/min, el volumen de inyeccion de la muestra es de

3.7.2.Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

Realizadenun detector acopladd cromatografo (GC), corresponde a un
Agilent ® Technologies 5975C, Inétt. MSD con detector Triple-Axjoperando
enlascondiciones indicadas anteriormente, con un voltaje de ionizdeith eV
y con la fuente i6nica a una temperatura de 230°C. A analisis se realiza

aproximadamente en 110 min.

Andlisis de los resultaddd andlisis de los resultadssrealiza corel software
Chemstation para el andlisis de las areas obtenidas para losc@ripsnentes, la
identificacion de todos los espectros de masa y de cada pico sé teaimo la
siguiente base de dato deist Mass Spectral Software, Wilgyel libro deRobert
Adamg2017).

3.8. Analisis Microbiologico
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3.8.1 Cepas microbianas

El Dr. Nelson Bautista realizl ensayo de actividad antimicrobiaea,donde
seutilizaron 3 cepas bacterianas y una cepa fur{gmago).Todadascepas utilizadas
fueron cepas clinicas aisladas de muestras clinicas humanas iprogmtas por el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y BioquimiglMSM.
Las cepas bacterianas fuerBscherichia Coliy Pseudomonas aeruginogé&ram
negativas) ystaphylococcus aurey&ram positivo) yCandida albicanghongo).
3.8.2. Preparacion de indculos y ensayo de actividad antimicrobiana

La técnica utilizada fue difusién en pozo en agar. Se realiz6 en ehtator
de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidaibhal
Mayor de San Marcos. Los microorganismos aislados mantengigar inclinado, se
cultivaron en agar tripticasa soya (TSA) paras las bacterias hodeglo en agar
Sabouraud.dextrossgincubaron a 37C x 24 h. Después de este tiengawealizo6 la
preparacion de las suspensiones microbianas en suero fisioldgico a 0,5 ddeescala
McFarland.De cada suspensién microbiasetomo 50uL y semezclécon 20mL de
agar Mueller Hinton licuado estéril a 45 °C para las bacterigarySabouraud para
Candida albicans, luego se paso a placas Petri, se dejo solidificar y se realizé 3 pozos
de 8 mm de didmetro en cada placa utilizando un sacabocados estéripdzo e
las placas se coloc6 100 ug de la muestra (crema), en el segundo polbeG&@
pL de solucién gentamicina (contrel paralasbacterias y fluconazol (contre) para
Candida albicans y en el tercer pozo se coloco 50 pL de suero fisiolégitmo(c).
Las placas de bacterias fueron incubadas a 37 °C entre 24 a 48h esngxtest
verifico la presencia de los halos de inhibicion alrededor de los pozdas Blacas
con presencia de halos de inhibicgamidieronel diametro de los hal@amilimetros

(mm). Los ensayos para la muestra se realizaron por duplicado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Recoleccion y muestreo

El material vegetal fue recolectado en época de lluvia (invierno) en la
guebrada de tajona como se muestra en las figuras 6 y 7, esto entelddistintay.
La zona de extraccion es de alta humedad se pueden apreciar pequégiaes de
agua (los pobladores las conocen como acequias). El muestreo semeairando
obtener las hojas mas verdes, se cortaron y recolectaron las ramasiehmasyt
maduras algunamn estadadefloracion, generalmentecontaron las puntas altas con
se muestra en la figura 8. Obteniéndose un peso aproximado de 0.600 kg ce muestr
vegetal, la muestra consta de 40 a 50 ramas, inmediatamergeratmleccion la
muestra se envolvié en bolsas plasticas para posteriormente pemedaa caja de
cartén, para ser enviada a la lima este trayecto demoro 10 horas)léget al

laboratorio.
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Figura 8: Fotografias Muestreo de Lima-lima.

Esta recoleccién fue en dos etapas como se muestra en la tabla 4:
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Tabla 4 Muestreo de material vegetal

Etapa Fecha de recoleccién Uso Cantidad
1 Marzo 2019 Extracto Etanolico 623 gramos
2 Junio 2019 Aceite esencial 673.84 gramos

4.2 Taxonomia y caracteristicas botanicasloysia aloysioides loes & Moldenke

La planta fue identificada y clasificada en el Museo déokH&s Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos por el Mgs. Asuncion Cano Echevarria,

posicion asignada de acuerdo al Cronquist (1988)
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Division : Magnoliophyta
Clase ‘Magnoliopsida
Subclase : Asteridae
Orden : Lamiales
Familia :Verbenaceae
x Género Aloysia
X Especie . Aloysia aloysioides Loes & Moldenke

X Nombre vulgar :30L-PLPD”

124-UNMSM-2019

x Constancia

Figura 9: Aloysia aloysioides Loes & Moldenke.

Es una planta tipo arbustiva, hojas angostas y alargadas, asperas, diéégadas,
3 - 5 cm de largo, de olor agridulce muy caracteristico, que se caen en tiof®. F
pequefias, blancas o violeta palido, dispuestas por lo general gasegpminales,

gue puede alcanzar una altura hasta 2,00 m.

Las hojas son simples, rugosas de color verde claro, presenta una nervadura

mediana, saliente en la cara inferior, presenta también flores son pequefias, de color
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blanco por fuera y ligeramente violaceas y se encuentran en el extremo de los tallos

en forma de espigas agrupadas.

4.3.Usos y aplicaciones Etnomedicinal

La 3 O L-®D RBuna planta bastante poputarel puebloenTintay,sesuelen
preparar infusiones de las ramas y hojas, para contrarrestar algunds af@sciones
gastrointestinales, digestiones pesadas, espasmos, meteorismokjynes aasos
como calmante para problemas del sistema nervioso (De acuerdo con ladifforma

recabada de los pobladores).

4.4. Marcha fitoquimica

Seemplearon como basala marcha fitoquimica descrita por look Ugaz (1994)
y la marcha la guia de préacticas de laboratorio de productos naturales (2018iz&e re
de acuerdo a la secuencia (ver Anexo 1), los resultados se presentdiatda By el
registro fotografico en anexo 2.

A partir del extracto Etanolico acuoso se realizaron las pruebas de identificacion
de tanino, saponinas y flavonoides. Se utilizo una solucién al
1% de FeGlque mostro una coloracion verde reac@an /Ql la
figura 10, dado quéa reaccion de Cloruro férrico cael }ﬁi@

z

fenol da un compuesto coordinacion coloreado verde por la

presencia de los taninos catéquicos. N
OH
3 + FeCk —_—
=
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verde oscuro- taninos catequitos

Figura 10: Identificacion de Taninos.

Para la determinacion de compuestos fendlicos como flavonas, xantonas y
flavonoides se verifico que coloracion amarilla reaccion en la figura 11.fEadaion
con NaOH se produce la ruptura del anillo C de un flavonoide el cual peredie sna
flavona o de una flavanona, lo que se evidencia con una coloracioniamagilpuede

variar en intensidad. (Rengifo.R. 2013).

OH
HO 0O | CQH
NaOH HaC.
e C D e
o
HO OH 0
CH 0O
Flavonoide Acetofenona (Amarillo)

Figura 11: Reaccion flavonoide en NaOH.

Ademas, la prueba de espuma para identificar saponinas resulto siendo negativa.
FinalmenteLascumarinagnpresencia del medio alcalino y sometido a Udztienen
fluorescencia verde amarillenta, esta prueba se realizé una lamygaaa365nm,la
reaccién se muestra en la en figura 12; prueba que nos indicé la abundagstiesde
compuestos , esto ocurre por la fuerte influencia de la naturaleza y paigclios
sustituyentes, que se modifica profundamente en medio alcalino, exaltadsencia
de una base. (Herrera Et al. 2017)

Reaccion de identificacion de cumarinas fijas:

fluorescencia verde amarillenta

Ow .0 OH CoH OH
NaOH Luz UV
—_— —
OH
Cumarina Ac. cis-o-hidréxicinamico Ac. trans-o-hidréxicinamico

Figura 12: Reaccion de identificacion de cumarinas fijas.
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Laidentificacidon de alcaloideserealiz6 usando Unicamengesecuencia descrita
en la de Guia de Practicas de Laboratorio De Productos Naturaledo @saextracto
Etanolico estas pruebas incluian el uso de 4 reactivos: reactivo denDoaf, de
Wagner, de Mayer y Otto, las 4 pruebas resultaron negativas para alcaloides.

La identificacion cualitativa de l&loysia aloysioides Loes & Moldenlan
estudio indica la posible existencia de compuestos fendélicos @nmws, flavonas y
la posibilidad de encontrar xantonas, a su vez contiene proporcién abundante de
cumarinas fijas, no contiene compuestos denominados saponinas, asimismo no contiene
alcaloides, en el Anexo 2 se muestran las pruebas realizadas wlala B an resumen
de los resultados de la marcha fitoquimica. Finalmente, no existetiossprevios del
extracto Etanolico de esta planta; por tanto, este seria esicel de futuras

investigaciones.
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Tabla 5: Resultados de la marcha fitoquimica.

Metabolitos Ensayo Color Resultado
. Reactivo de
Alcaloide Dragendorf pp verde -

Reactivo de Wagner pp amarillo -

Reactivo de Mayer amarillo -
Flavonoide NaOH al 10% amarillo ++
Taninos FeCkal 1% Verde ++
Saponinas Prueba de la espuma --

) Prueba de fluorescenci .
Cumarinas Verde amrillento +++
con lampara UV

Nota;identificacién de metabolitos: - ausencia, + poco, ++moderado, +++abundante.



4.5. Aceite esencial
4.5.1 Evaluacion organoléptica y fisicoquimica
En la tabla 5 se detalla de queA# posee caracteristicas organolépticas en la

figura 13 se aprecia el liquido obtenido.

Tabla 6: Caracteristicas organolépticas tedricas y experimentales de Aceitakdenci

Lima-lima.
Resultado Resultado tedrico
Parametro .
experimental (Aloysia citridora)
Color Amarillo claro Amarillo claro
Olor Herbaceo y citrico Herb&ceo y citrico

citrico xFresco no . )
Sabor _ citrico +fresco poco persistente
persistente

] Liquido traslucido y o . .
Aspecto comun fluid Liquido traslucido y fluido
uido

En cuanto a la obtencion del RAE del aceite esencial del Alaj®yaioides
Loes & Moldenke3 /L P D L Pdoh un rendimientde 0.38%, respectal material base
seca; valor que se considera dentro de los intervalos estandar pakeites a
esenciales, para confirmar etddabla 7se muestran rangos de porcentajes de RAE
.en tres diferentes especies\ lERBENACEAS®nNtre ellos , el génemdloysia(Rojas
et al 2010, Teixeira et al 2007), el génkifpiay en gener&/itex(Linde et al 2016

,Stashenko et al 2014, Suksamrarn et al 1991) hacer tabla comparados.
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Tabla 7: RAE % En diferentes especiesVMERBENACEAS.

Aceite esencial RAE %
Aloysia 0,2-1,69
Lippia 0,7 +4,4
Vitex 0,13-0,15

El R.A.E. % determinado mediante la formula dada en la norma técnica

peruana N° (NTP 319,079).

RAEw= —ASfammmize=g10Q
S LAK) —pav&ER £

R.AEE.% = _2.5575 gramos X 100
673.84 gramos

R.A.E. %=0.38%

El valor obtenido del R.A.E. % para una extraccion es que se dio en las
condiciones ambientales que se indican la tabla 8.

Tabla 8: Condiciones de extraccion de AE.

Humedad (%) Promedio 56%
Estaciéon de Extraccion otofio- Junio
Temperatura Ambiental 24°C

La densidad del aceite esencial déllaysia aloysioides Loes & Moldenke

soOLPLPD’
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Vaso de 50 ml vacio = 71.2132g
Probeta con el aceite esencial = 17,3837¢g
Masa = 0.1705 g
Volumen = 0.2 ml
Usando la formula 2, la densidad absoluta se obtiene de la siguiente manera para m1:

_0_
& = —=0.8525 g/m

Se realizaron 3 repeticiones como se muestra en la tabla 9

Tabla 9 Densidad Absoluta délloysia Aloysioides Loes & Moldenke

ml m2 m3 Promedio| Desv.Stad CV |w%wCV

Densidad

0.8525( 0.8542| 0.8596] 0.8561 +0.0030 | 0.0035( 0.35
absoluta

La densidad relativa del aceite esenciahtig/sia Aloysioides Loes & Moldenke,
se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10: Determinacion de la Densidad mediante Picnometria de 1 mL a 25° C dedaceit
las hojas déloysia Aloysiodes Loes & Moldenke

m1l m2 m3 Promedio

M 5.4164 | 5.4265 | 5.4215 5.4215
M1 6.2709 6.2807 | 6.2811 6.2776
M2 6.3890 6.3883 | 6.3935 6.3903 |Desv.Stad CV %CV
D25 |0.8785729 0.8881264 0.8843621 0.8836709 +0.0048 | 0.0054 0.54

La medida del pH del aceite esencial ¥ ® R\VLD DOR\VLRLGHY /RHWDOROGHQ

usando el papel indicador nos indica un valor de 5, ver figura 13.
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Figura 13: Determinacion de pH del AE.

En cuanto solubilidad del aceite esensilealizaron pruebasnla muestra con solventes como

etanol, cloroformo y hexano como se muestra en la tabla 11.

Tabla 11: Solubilidad de AE.

Solvente Soluble
Etanol +++
Cloroformo -
Hexano -

Nota: +++ muy soluble, ++ moderadamente soluble, + poco soluble, - no soluble

El método se realiza a una temperatura de 20°C y consiste en ir agregando
progresivamente el aceite esencial, es la presencia de compuoggesados
hidrofilicos que hacen posible la solubilidad del aceite esentiatanol, es esta
cualidad de ser solubles en etanol la que los hace aptos para suausulastfia de
la perfumeria, Ademas esta solubilidad de las esenciasa@obtia una idea de su

contenido en Monoterpenos. (Bandoni, 2003).

La determinacién de indice de refraccién se puede apreciar en |4Qdbka
resultados obtenidos en el laboratorio realizados por duplicado obteniéndose un valor

promedio de 1.4799, figura 41 y 42 registro fotografico (anexo 3).
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Tabla 12: indice de refraccion Aceite esencialleysia aloysioides Loes Bloldenke a una
temperatura de 20.1°C.

M1 M2 Mz | PROMEDIQ Desv.stad CV % CV

indice de

. |11.4799 1.4799 1.4797 1.4798 0.0001 | 0.0001 0.01
refraccion

Se sabe que indice de refraccién es la razon entre la velocidad de denlbaz la
velocidad de la sustancia, y que esta varia con temperatura y laidbdgionda del rayo de la
luz refractado, el valor 1.4798 a su vez este resultado indicaria y juntodmmsldad 0.8561
g/ml obtenido en el AE, se demuestra que este posee un alto porcentegieodarburos

terpénicos o compuestos alifaticos segun la relacion dada por Dominguez (1963).

Segun lo reportado en la literatura podemos apreciar en la tabla 13 que valor obtenido
se encuentra un ligeramente por debajo a los de la familia YERMENACEAS

Tabla 13: indice de refraccion edERVENACEAS

Genero indice de refraccion (25 °C)
Aloysia 1.4852

Lippia 1.4977

Vitex 1.4851.500

4.5.6. Andlisis espectrocopico

4.5.6.1.Espectroscopia infrarroja

En la figura 14 se muestra el espectro FT-IR del aceite esendifd\dza
Aloysiodes Loes & Moldenkegue permitird identificar los grupos funcionales

contenidos en los componentes quimicos del aceite esencial
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El espectro de IR de una molécula ser la identificacion castataride ella
misma, ademas puede comparar con una base de datos de espectros, ademas de
(Palomino, 2001). En este sentido, analizando el espectro IR, se observa, una banda de
tension O-H enlazado a un aromatico a 3476.88 para las bandas alrededor de 3000
en cm® (2927, 2959 y 1378 ch), son caracteristicos de la torsion y del estiramiento de
enlaces tipo C-H de los radicales metildSHs), como los dimetilos terminales que se
hallan en el 6-metil-5-hepten-RB-Q D F L Wiuj@n®. Bl é3tibamiento del C=0 en los
picos 1739 y 1677.97 cindel grupo carbonilo y evaluado con la torsiéaHCque se
muestra a 1378.36n-1, esto podria deberséegpresencia de aldehidos, con enlace C=C
ubicado en su cadena principal se muestra en el pico 1677-9&stacoincidiria con
la estructura del citral, este compuesto presente en el aseiteial de lag\loysias
Ademassemuestran mas picos de adsorcion 1446162, tipicos dda torsion de tijeras
de radicales metilenosGH-) de compuestos ciclicos pequefios-Qg). También se
visualizan picognlasbandas 2959.38 y 1446.6@1 ! que corresponden posiblemeate
grupos metilenos terminales (=@Hcomo los hallados en las moléculas de Espatulenol
o el del limonelo. Los picos de adsorcion entre las bandas en 1195 y 1418.g8
deben a la presencia de alcoholes secundarios y terciarios debid@maliesto de del
enlace G-OH. Ademas, se observa que alrededor de 2000 cm-1, hay varios picos
pequefios, el cual nos indica que el aceite esencial tiene aromdtidastabla 14 se

muestran otros puntos resaltantes.
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Tabla 14: Bandas de absorcion y estructuras organicas del espectro infrarrojo (IR) del aceite
esencial de lima-lima.

Bandas Grupo funcional Observaciones
cml identificado
3476.88 O-H una banda de tensién O-H enlazado a un aromatic
Doblete debido a las vibraciones de tension asimeétris
2959 -CHs simétrica del GH independiente de la molécula
Vibracion de alargamiento de enlacesie -
caracteristico de compuestos organicos.Valor es Ut
para determinar la hibridacién del &tomo de carbon(
2959-2870 A&z A&A 3 :
corresponde a carbono’gplcano o posibles grupos
alquilo)
Vibraciones simétricas del &tomo de hidrégeno,
2870 A&z independiente del tamafio de la molécula.
(C=0) Vibracion de alargamiento del carbonilo (C=0) valol
1739,67 caracteristico de aldehidos y cetonas.
1446 A & 7A Flexion de carbonathidrégeno.
1446 A &3+ Caracteristico del grupo metilo.
Caracteristico del isopropil (dos grupos metilo en e

1378 A&s A&A mismo carbono)

1364 A &zt Alcano, metilo +geminal.

987 Alifaticos Bandas muy débiles con dificil designacion
914 +967 Alifaticos Bandas muy débiles con dificil designacion
815 +886 &A+ Alquenos, hidrocarburos arométicos.

730 +£781 &A+ Debido a vibraciones del carbonidrégeno
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4.5.6.2.Resultados del analisis cromatografic€G-MS

En la figura Tabla 15 se visualizan los componentes con porcentaje mayor a 0.5
%, estos constituyen el 99.9%; su identificacion fue realizada mediantaetdésq
computarizada en la libreria con las siguientes bases de d#asbsMass Spectral

Softwarey Wiley, en la figura 16 se muestra es espectro de masa obtenido.

Respecto de composicion, de los treinta componentes identificados, el 30.81%
monoterpenos , monoterpenos oxigenados de 11.32 % ,sesquiterpenos 22.94 % y
finalmente con un 18.35% de sesquiterpenos oxigenados estos mostrados en la figura

IRV FRPSRQHQWHY PD\RULWD U LRNOfilenG HXDBBLW),FDGRYV
limonelo (9.9 %), p-cimeno (7,22%), Oxido de cariofileno (5.98 %), Nerolidol (4.96 %)
y .-humulenq4.92%). Los resultados solo confirm#mestrecha relacién que posee con
el aceite esencial de Foysia Thyphyllssiendo esta de la misma familia estudiada en

SUIJHQWLQEODHORILOHQR \ R WQhbofittqd @EQQH]XHOD
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Figura 15: Cromatograma GC-MS aceite esencial de Aloysia aloysioides Loes & Moldenke.

En la Figura 16 se muestra el cromatograma del aceite esenlimbadana, a un
intervalo de tiempo de 3.59 a 50.85 minutos. Se tiene una gran variedad de picos donde

VREUHVDOHQ ORV GH \ PLQXWRYV (O-SULPH

Cariofileng dos de los principales componentes de los extraibles de lima-lima.
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Tabla 15: La composicion del aceite esencial.

Componente Abundancia % RT Folggz:a
-Cariofileno 10.88 26.07 GisHos
p-cimeno 7.22 14.28 CioHig
limonelo 9.49 14.46 GioHis
Oxido de cariofileno 5.98 30.06 GisH240
Sabineno 5.61 12.48 CioHhe
Nerolidol 4.96 29.49 GisHz60
.-humuleno 4.92 26.9 CisHos
Y-terpineno 3.8 15.45 CGioHis
Citral 3.67 21.93 GioH160
Gemacreno D 2.22 27.33 GisHos
Espatulenol 2.14 29.92 GisH40
neral 2.29 21.06 CioHis0
Acetato de Mirtenilo 231 23.45 GiaHhisOs
.-pineno 1.72 10.97 GioHis
.-felandreno 1.18 13.53 GioHis
-pineno 1.05 12.55 GioHis
Acetato de Geranilo 1.62 24.96 Ci2Ha0O2
.-Chamigreno 1.72 26.1 GisHzs
Biciclogermacreno 1.31 27.55 GisHos
Germacreno B 12 29.39 CisHos
Guaiol 1.24 30.18 CisHas0O
Oxido Humuleno 1.59 30.37 CisH4O
Endo-1-bourbananol 0.94 30.51 GisHheO
Cadinol Isomero 0.83 31.29 GisHa60
-Mirceno 0.74 13.12 GioHis
gledsrgltj(i)sgf)ineno 0.67 29.14 Casfte0
Butirato de Geranilo 0.82 28.11 CiaH240,
-Bisaboleno 0.69 28.15 GisHos
Linelool 0.61 16.77 CioHisO
?lgz;)?mponentes 171
TOTAL 99.9

El componente mayoritaresel beta-Cariofileno, con casi 11 % del aceite esencial,
ademas también se identificd y verifico la presencia del limonenmrsduyd que este

componente dé&a plantaesel quele proporcionaal aceitede lima-lima un sabor y olor
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agradable, pues su contenido es importante, aunque menor al beta-CariofilenoeComo s
puede apreciar en FEigura 17 el contenido de Sesquiterpenos y Monoterpenos presentes
en el aceite de esencial de lima-lima expresado en porcertayesdiferencia es del
7.68%, que hace notable la cantidad elevada de Sesquiterpenos preséntd@bysia

Peruvianay la distingue de otras especfdsysiasreportadas en estudios previos .

Sesquiterpenos Oxigenad _ 18.35

22.94

Sesquiterpeno

Monoterpenos Oxigenad( _ 11.32

0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 16: Porcentaje de Terpenos.

Como se muestra en kigura 18 el porcentaje de alquenos y compuestos
alcohdlicos son los que conformalrgrupo mayoritario, otorgandole utzecondicion de
compuesto polaal aceite esencial dena-lima, esestaa razon pota cualla solubilidad
se hace visible con el etanol que es un compuesto polar, demostrando de forma indirecta
porque no es soluble en compuestos como el cloroformo y hexano ya que estos dos son

solventes apolares.
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H Alcohol = Aldehido

2.44

53.41

Hidrocarburos aromatic

Alguenos ® Este

Figura 17: Hidrocarburos presentes en el AE.

EnlasFiguras del 1@l 23semuestradascinco estructuras dasmoléculas mas

abundantes en el aceite esencial.

Figura 18 0 R O p F-¥adidileno

Fuente.NCBI

Figura 19 Molécula de Limonelo

Fuente.NCBI.

Figura 20 Molécula de p-cimeno

Fuente.NCBI.

Figura 21 Molécula de Sabineno

Fuente NCBI

Figura 22 Molécula de Oxido de
cariofileno

Fuente.NCBI
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Figura 23: Espectros de masa de los componentes mayoritarios.
Las fragmentaciones obtenidas, los dos componentes mayoritarios, fueron
comparados adicionalmente con informacién del libro identification of ésseiit

components by gas chromatography/mass spectrometry. (Adams, 2017).
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4.5.6.4. -Cariofileno

Figura 24: 1U D J P H Q W Eckrlofiléno®btenido con el GBIS.
En la Figura 25 se muestra la fragmentacién obtenida en el @%- GHO

Cariofileno uno de los componentes mayoritarios en el aceite esencial.

El (cariofilenoesun compuesto vegetal, miembro del Sesquiterpenos biciclico,
en laFigura 26 se muestra estructura quimicaH Qcariofileno. En la naturaleza se
presenta principalmente como trafariofileno mezclado con pequeias cantidades de

sus isbmeros, (Z) - (cariofileno (iso(cariofileno) y . (humuleno. (Fidyet.al,2016)

Figura 25: (VW U X FW X U D -daXdffeelné @,1G6, HL@rimetil-8-metilen-biciclo [7.2.0] undec-
4-eno).
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Los Sesquiterpenos biciclico naturales, elcariofileno y el -6xido de
cariofileno estan presentes en una gran cantidad de plantas en todo el rsiasd®. e
compuestos poseen importantes actividades anticancerigenas, que afectaniehtoec
y la proliferacion de numerosas células cancerosas. Sin embargo, sus efectos
antineoplasicos apenas han investigado in vivo. (Ftl,2016), admasactualmente

-Cariofilenoesuno de los productos naturales especialmente utilzaldsfitoterapias
y cOSméticos.

4.5.6.5.Limoneno.

Figura 26: Fragmentacion de limoneno obtenido en el \3S-

El limonelo es uno de los componentes mas abundantes en el aepitlede las
Aloysias(entre un 7 -11%) en la Figura 27 se muestra la fragmentacion de obtemisi de
compuesto, al ser un Monoterpenos de formubil(, presenta dos isbmeros como se muestra
en la figura 28, el S-(-)-limoneno y el R-(+)-limoneno. El limoneno egrde importancia en
la industria, se emplea en la produccion carvona y p-cimeno, se usa como disolvente de resinas,

en la fabricacion de adhesivos y tintas. (Masetdal,2002).
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Figura 27: Isbmeros 6pticos del limoneno

Algunos otros estudios sugieren que el limoneno posee propiedades antibacterianas ,
antiespasmadicas, expectorantes y anticancerigenas (Mzsat|2002).

4.5.6.6.0tros componentes presentes en el aceite esencial

Otros tres componentes presentes en los aceites esencidlleyslasque poseen
alguna actividad biolégica :
X P-cimeno
x Oxido de cariofileno

X Sabineno

Esevidente qual comparata composicion de aceite esencial 348 L- ®D Figlra
29 con un grupo déloysiasmuestra similitudes. Estos 5 compuestos mayoritarios son
componentes quimio taxonémicos. En el primer caso todas possginfilenoen menoo
mayor porcentaje, en loysia Peruviangosee un 11 % un porcentaje por mucho superior
frente otras a Aloysias citadas que solo poseen un rango de abundancia é801%lgo
resaltante también resulta la cantidad limonero presente ete Aif 9.49% en lAloysia
Peruviana Las demas muestras de AE poseen un porcentaje que va desde un 3% hasta
21 %. Al comparar los otros componentes como p-cimeno, Oxido de cariofilenmgreabi
pueden incluso estar ausentes en los aceites esencialesAty/s@scitadas.(Hashenet.

al, 2018, Roja%t. al,2010, Bailaet. al, 1999, Bellakhdaet. al,1994).
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Aloysia gratissima
Aloysia gratissima
Aloysia citridor&
Aloysia triphylli
Aloysia citridoral
Aloysia Peruviar

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

-Cariofileno ® p-cimeno limonelo Oxide cariofileno Sabiner
Figura 28: Composicion de otras Aloysias.
Es resaltante al separar solo los 2 compuestos como se muéstfigena 30 el
limonelo es representativo en el todas muestras jcatiofilenoes el méas resaltante de
entre todo el grupo de comparacion resulta se ser el de mas alto porcersiagen(iH.

al, 2018, Rojas et. al, 2010, Bailac et. al, 1999, Bellakhdar et. al, 1994).

Aloysia gratissima

Aloysia gratissima

Aloysia citridore —
Aloysia triphyll: —
Aloysia citridora __

Aloysia Peruvian

H [imonelo ® -Cariofilenc

Figura 29: Comparacion de Limonelo y B. cariofileno en otras Aloysias.

80



4.6. Actividad antibacteriana

Enlatabla 16seevidencia que pata muestra existe halo de inhibicion solo para
Staphylococcus aureusno existe halos de inhibicion par&scherichia Coli,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albic&es confirma que el aceite esencial tiene
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Gram positi@npetiene
ninguna actividad antimicrobiana contacherichia Coliy Pseudomonas aeruginosa
(Gram negativos) £andida albicanghongo).

Tabla 16: actividad antibacteriana del aceite esencial dddgsia aloysioides Loes &
Moldenkecontra cepas de referencia

Diametro de halos de inhibicion (mm)
Cepa de microorganismo Fluconazol | Gentamicina fisiSoLIjggr](i)co Muestra | Muestra
(control +) | (control +) (Control -) 1 2
Escherichia Coli 30 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 25 0 0 0
Staphylococcus aureus 26 0 19 19
Candida albicans 23 0 0 0

Al analizar su actividad frente 8taphylococcus aureusg evidencia que 100 ug
muestra (crema), resultan en un halo de inhibicién de 19 mm otorgandole estajerc
de efectividad de 73.08l ser comparado cai halo de inhibicion obtenidesde 26mm
obtenido con la Gentamicina. Los resultados que se obtuvieron al reafizdoda

repeticiones se visualizan erfigura 31.
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Figura 30: Porcentaje de inhibicion de AE comparado con la gentamicina.

De acuerdo con los resultados se propone que el AE, pueden ser considado co
potencial compuesto bioactivegevidencian propiedades antibacterianas freldeepas
S.aureus Espreciso indicar que las pruebas fueron realizadas con cepas clascaales
son diferentes a las cepas estdndar (ATCC). Las cepas clinicas peedeucho mas
resistentes a comparacion de las cepas estandar, pero realiiayel @n cepas clinicas

se acerca a la realidad si se tiene previsto aplicar el aceite epeidunto.

En los valores obtenidos se observa que el aceite esencial deaAllmysioides
Loes & Moldenke no presento actividad que otras especies de Aloysiardesma
familia. Diversos estudios indican que si son bioactivos frente a Caaltidans,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia QAliaga et. al, 1999, Demcet. al, 2005
Duarte et, al. 2006 y 2007). Esta diferencia en la actividad antilzaztepuede ser
atribuida a la variacion en la composicion quimica del acesieced, la ausencia del
geranial y el porcentaje minimo de neral el cual en el casacdée esencial de lima -
lima no supera&l 3%. Otro factor para tomancuentees la proporciénde Monoterpenos
y Sesquiterpenos es muy cercana no mayor al 7.87 % algo que se pudo avetelzi

Tabla 14. Finalmente, esta composicion podria estar influenciadaétamdbila
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ubicacion geogréfica y el habitad en la cual crece la planta. Algteyestrado en
estudios previos de otras especie\ibgsias (Hashemi et. al, 2018, Rojas et. al, 2010,

Bailac et. al, 1999, Bellakhdar et. al, 1994).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El porcentaje de extraccion del aceite esenciaAdaloysioides Loes & Moldenke
obtenido por el método de destilacion por arrastre con vapor de agua fue de un RAE% de 0,38.
El andlisis fisicoquimico del aceite esencial, nos revela que dguido cristalino de color
ligeramente amarillo, con olor citrico herbaceo, de sabor ligeramenteydtitceo, soluble en
alcohol al 96%, posee un indice de refraccion igual a 1.4798, con densidad de 0,8561 g/mL
Estos datos indicarian la presencia de hidrocarburos terpénicakyssa aloysioides Loes &
Moldenke demostré segun la marcha fitoquimica realizada al extracto etandlicestpe

contiene: fenoles, taninos y cumarinas.

El aceite esencial d&. aloysioides Loes & Moldenkpor Espectroscoplafrarroja(IR)
presenta en su composicién moléculas que corresponden a estructuras con grigragefsinc
como el carbonilo y metil metileno que son caracteristicos de compaestoéticos, cetonas,
esteres y alcoholes.

Enla cromatografia de gases acoplada espectrometria de masktSj@Caceite esencial
de laAloysia aloysioides Loes & Moldenkse han identificado y cuantificado un total de 208 ,
GRQGH ORV FRPSXHVW R V-CGabdfireablL( ¥0.B8 L) Rivioeo @0.¥ H)Lpscimeno
(7,22%), OLGR GH FDULRILOHQR Hibuke@d. 3 R2 %). La
composicion quimica del aceite esencialAleysia aloysioides Loes & Moldenkifiere a las
composiciones de otras Aloysias, ya que esta posee un bajo porcentaje de nerally gerani

Se comprobo su propiedad antibacteriana frente Staphylocagreisscon hasta un 73%

de efectividad y cercano al que ocurre con la gentamicina por estas razones podria ser usado en
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preparaciones farmaceéuticas y aplicaciones en la industria Alimentaria patarelento de
infecciones causadas pBtaphylococcus aureus
Finalmente, esta investigacion es el primer reporte de extraccion de acaital gsde la

actividad antibacteriana del aceite esencial de A. aloysioides Loesid ke contra patdogenos.

Recomendaciones

X Seria interesante realizar muestreos en las etapas dmtaste y post floracion, para
identificar en que época podria obtenerse una mejor calidad o mayor c¢algidaeite

Esencial.

X Mejorar la temperatura de enfriamiento en el condensador del equipo de aleasipor o

en caso contrario considerar otros métodos de extraccion para obtener un mayer RAE

x Continuar estudios del extracto Etanolico, ya lqudentificacion cualitativa indica una alta

presencia de cumarinas.

X Realizar mas estudios con otras cepas microbianas
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CAPITULO VI

ANEXOS

Anexo 1:Marcha fitoquimica en Extracto Etanolico.

Muestra seca y molida 623 g

Ext. etandlico

+ 3 Lt. EtOH,

por 15 dias, filtrar

En un papel de filtro
3mL de muestra 2mL Calentar a 60°C rectangular
+ + (bafio maria) Colocar 2 gotas del
NaOH 10% Afadir omL reducir a 3mL’ 20mL extracto acuoso
FeCl: en una Agitar Al= Muestra
= 3 _ A2=blanco
hasta pH =11 luna de relgj vigorosamente
‘ durante 30 s. hastz
obtener espuma
Dejar reposar 1
min
Agregar 2 gotas de NaOH
10% a Al y se compara la
. Verde oscuro : .
Amarillo fluorescencia haciendo uso
de una lampara UV a
nm
FLAVONAS TANINOS 365
XANTONAS FLAVONICOS
FLAVONOIDES $
En 4 diferentes tubos SlEiEs
Resultado positivo 4 de los reactivos fljaS
Dragendorff Mayer Wagner Otto
pp naranja o rojo pp Crema o blanco pp marron color rojo-violeta a azul
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Anexo 2:ldentificacion taxondmica de la Aloysia aloysioides Loes & Moldenke

Figura 31: Documento entregado por el museo de Historia Natural.
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Anexo 3:Pruebas cualitativas principales para la determinacion de metabolitos sesunda

Figura 32: Muestra pulverizada. Figura 33: Equipo utilizado en la molienda.

Figura 35: Extracto Etanolico. Figura 34: Identificacion de
Taninos Flavoénicos.
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Figura 36: Identificacion de Flavonas, Xantonas y Flavonoides.

Otto Dragendorff Mayer Wagner Extracto

Etanolico

Figura 37: Identificacion de Alcaloides.



Anexo 3:Extraccidon Aceite esencial del aceite esenciahldgsia aloysioides Loes & Moldenke
SOLPD”

Figura 38: Equipo semiindustrial de Extraccion por arrastre de vapor.

Figura 39: Recepcion en tubo de florentino del AE.
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Figura 41: 1ra Medicion indice de
refraccion.

Figura 42: 2da Medicion indice de
refraccion
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