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RESUMEN

El aceite esencial es el producto del metabolismo secundario de las plantas, muy
utilizado en el campo de la industria. El objetivo de este proyecto fue extraer,
caracterizar y determinar la actividad antibacteriana y antimicética del aceite esencial
de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC) Stapf). El aceite esencial fue extraido de las
hojas de la planta empleando la técnica de destilacion por arrastre con vapor, para la
caracterizacion del aceite esencial se lo analizo fisica, quimica y microbiolégicamente.
Las pruebas para comprobar la actividad antimicrobiana se las hizo contra las cepas
E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 6538, Candida albicans ATCC 10231 vy
Aspergilus niger ATCC 16404 utilizando el método descrito de la AOAC (915.12) para
valoracion de desinfectantes. Los resultados indicaron que el aceite esencial conservo
sus caracteristicas organolépticas despues de la extraccion por varios meses. El aceite
esencial presento actividad antimicrobiana, siendo mayor la actividad antimicoética que
la antibacteriana.

PALABRAS CLAVES: Aceite esencial/hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC)
Stapf)/extraccion/caracterizacion/actividad antibacteriana/actividad antimicotica.

ABSTRACT

The essential oil is the product of the secondary metabolism of the plants, very used in
the field of the industry. The objective of this project was to extract, to characterize and
to determine the antibacterial and antimicotica activity of the essential oil of hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf). The essential oil was extracted of the leaves of the
plant having used the technique of distillation by drag with steam, for the
characterization of the essential oil analyzed physics, chemistry and microbiologically.
The tests to verify the antimicrobial activity became them against the stocks E.coli
ATCC 25922, S.aureus ATCC 6538, Candida 10231 albicans ATCC and Aspergilus
Niger ATCC 16404 using the described method of the AOAC (915.12) for valuation of
disinfectants. The results indicated that the essential oil conserved its organolépticas
characteristics after the extraction by several months. The essential oil | present/display
antimicrobial activity, being greater the antimicotica activity than the antibacterial one.

KEY WORDS: Essential oil/grass luisa (Cymbopogon citratus (DC) Stapf)
[extract/characterize/antibacterial activity/antimicotica activity.
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INTRODUCCION

Ecuador posee una gran variedad de recursos de flora identificadas y que si se
los aprovecharia industrialmente se obtendrian muy buenos resultados; impulsando el
desarrollo del pais como productor de bienes naturales ya sea para consumo interno o de
exportacion. En el pais existen 500 especies de plantas medicinales, de las cuales cerca

de 125 son muy comercializadas.

En la actualidad se estan promoviendo proyectos agroindustriales orientados al
uso racional de los recursos naturales de flora y fauna para la obtencion de productos
naturales, asi es el caso de los aceites esenciales que estan desplazando a los productos

sintéticos.

Las plantas medicinales poseen en sus drganos sustancias que son usadas
terapéuticamente. Sus principios activos estan constituidos total o parcialmente por

aceites esenciales.”

Una planta medicinal aromatica que posee grandes propiedades medicinales, es
la hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), la cual es empleada en diferentes
medicamentos gracias a su actividad analgésica, antiasmatica, diurética,

antiespasmaddica, antimicrobiana, toxicidad, entre otras.
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La hierba luisa es cultiva en numerosos paises del mundo para la obtencién de su
aceite esencial, el cual es conocido por sus multiples usos. El aceite esencial posee
como componente principal el citral, que tiene un alto poder antibacteriano y
antimicotico, ademas de otras aplicaciones en las industrias de: perfumeria,
farmacéutica, alimentos, entre otras. El aceite esencial de hierba luisa es muy usado en
la industria de la aromaterapia, por las caracteristicas que este posee como:

antiinflamatoria, antirreumético y repelente contra mosquitos.*>**1>124

El aceite esencial de hierba luisa posee un color amarillo y un olor muy parecido

al limdn. Este se encuentra presente en las hojas de la planta, dentro del tejido foliar.>*

La técnica mas utilizada para extraer aceite esencial es por arrastre con vapor ya
que se obtiene aceite esencial de buena calidad que conserva sus propiedades

organolépticas, fisico - quimicas. 188

El presente proyecto tiene dos objetivos principales, el primero es desarrollar
un proceso experimental adecuado para extraer el aceite esencial de la hierba luisa de
manera eficiente sin alterar sus caracteristicas organolépticas® y su actividad
antimicotica® y antibacteriana. Como segunda parte del proyecto se va a evaluar
mediante pruebas microbiolégicas la actividad antibacteriana y antimicético que el

aceite esencial de hierba luisa posee.

* Caracteristicas Organolépticas: Son un conjunto de cualidades detectables por los sentidos: color, olor y sabor, indicativos
primarios de la calidad de un producto.®®
* Antimicético: Combate las infecciones causadas por hongos.®
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Una vez establecidos los procesos experimentales para la extraccion,
caracterizacion y aplicacion del aceite esencial como antibacteriano y antimicético, se
pretende comercializarlo. Hay que tomar en consideracion que el aceite esencial de

hierba luisa al ser un compuesto natural no produce dafios en el medio ambiente.

CAPITULO I. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Obtener aceite esencial a partir de las hojas de hierba luisa (Cymbopogon

citratus (DC) Stapf), para su aplicacion como antibacteriano y antimicotico.

1.2 Objetivos Especificos

- Realizar un proceso de extraccion que no altere las caracteristicas del aceite

esencial, mediante la identificacién de los procesos quimicos implicitos en la

obtencién del aceite esencial de hierba luisa.

- Caracterizar el aceite esencial de hierba luisa.

- Determinar si el aceite esencial de hierba luisa tiene propiedades antibacterianas

y antimicéticas para utilizarlo como desinfectante.

Para alcanzar los objetivos planteados, se empled la técnica de destilacién por

arrastre con vapor para extraer el aceite esencial, para la caracterizacion del aceite
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esencial se lo analizé fisica, quimica y microbioldégicamente. Las pruebas realizadas

para comprobar la actividad antibacteriana y antimicética del aceite esencial se las hizo

con diversas cepas ATCC de bacterianas, levaduras y hongos, utilizando el método

descrito de la AOAC (915.12) para valoracion de desinfectantes.

1.3 DATOS

Los datos obtenidos se los dividié en dos para realizar la parte estadistica:

1.3.1 Valores con datos numéricos.

1.3.1.1 Control del proceso de extraccion y del producto

13111

1.3.1.1.2

1.3.1.1.3

13.1.14

1.3.1.15

Rendimiento del proceso: cantidad de hojas (gr.) y
cantidad de aceite extraido (ml).

pH

Densidad relativa

indice de refraccion

Numero de bacterias y hongos que pueden estar

presentes en el aceite esencial.

1.3.2 Valores sin datos numéricos

1.3.2.1 Control del proceso de extraccion y del producto

13211

1.3.2.1.2

Olor

Color
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1.3.2.1.3 Pruebas de coloracion para determinar grupos
funcionales (positivo/negativo)
1.3.2.1.4 Presencia de patdgenos (positivo/negativo) por

ausencia/presencia.

1.3.2.2 Determinacion de la actividad antibacteriana y antimicética del
aceite
1.3.2.2.1 Determinacion del crecimiento de los distintos
microorganismos frente al aceite esencial de hierba

luisa (positivo o negativo).

II. MARCO TEORICO

2.1 Plantas Aromaticas Medicinales

Las Gltimas cuatro décadas se han caracterizado por el renacimiento de una
cultura naturalista cientificamente fundamentada, que incluye tanto la actividad
agropecuaria como la médica. Surge una revalorizacion en el uso y produccion de las
plantas medicinales, tanto en estado natural, como de las sustancias y productos
elaborados a partir de ellas. La busqueda de sustancias con actividad antibacteriana y

antimicotica, en fuentes como las plantas superiores, es importante para encontrar
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alternativas  terapéuticas efectivas contra las infecciones producidas por

microorganismos resistentes a los antibioticos. %

La medicina tanto tradicional como natural forman parte importante de cada pais
y regién del mundo con caracteristicas propias, dependiendo de los recursos disponibles

en ellos, y teniendo en cuenta la idiosincrasia* de sus habitantes.*

Diversas instituciones han prestado atencion a la elaboracion de productos
naturales en el pais, con variadas orientaciones respecto a las materias primas, usos y
localizacion de las plantas industriales. Dentro de esta gama de productos naturales se
encuentran los aceites esenciales que tienen una creciente demanda en el mercado
internacional y pueden proporcionar ingresos tanto a los agricultores como a los

productores.

Entre las plantas reconocidas por sus comprobadas propiedades medicinales se
encuentra el cultivo de hierba luisa (Cymbopogon citratus (D.C) Stapf), cuya
importancia se centra en la obtencion de aceite esencial, el cual es rico en citral, y

presentan varias propiedades entre ellas que es antibacteriano y antimicotico. *

2.2 Planta de Hierba Luisa (Cymbopogon citratus (D.C) Staff)

* Idiosincracia: Cualidad del caracter y temperamento de cada individuo, por la cual se distingue de los demas.®’


http://www.monografias.com/trabajos13/trainsti/trainsti.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/deficitsuperavit/deficitsuperavit.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/elproduc/elproduc.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/plantas/plantas.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/elproduc/elproduc.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/ofertaydemanda/ofertaydemanda.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/mercado/mercado.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/cofi/cofi.shtml

21

Gréfico 2.1 Plantacion de hierba luisa
FUENTE:62

2.2.1 Otros Nombres comunes:

- En Ecuador se la conoce con los nombres de hierba luisa, yerba luisa.*

- En la Amazonia se la conoce como patchuli falso.'%°

- En Cuba se la conoce con los nombres vulgares de cafia santa, cafiita de limon,
hierba de calentura, lemongrass, hierba limén, cafiuela de limén, cafiita santa,
yerba de la calentura, yerba de limén.®°

- En Estados Unidos, Antillas Francesas y las Antillas Inglesas se la conoce con
los nombres de lemongrass, limoncillo, matojo de limén, chiendent

citronnelle, nest indian lemongrass.®®

- En México, Costa Rica, Honduras, Nicaragua y Guatemala se la conoce con

los nombres de zacate limén, té de limén, zacatelimén y zacate té.3%1%°


http://www.monografias.com/trabajos6/cori/cori.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/presguat/presguat.shtml
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- EnPanama se la conoce como hierba de limén y paja de limén.®

- En Venezuela y Republica Dominicana se la conoce con los nombres de
limoncillo, pasto limén, hierba de limén, grama de limén, citronela,
lemongrés, limonera, pasto cedron, cafita de malojillo, malojillo criollo,

limonaria y lemongrass.®*%

- En Colombia y la Guayana se la conoce como limoncillo, limonera, zorra de

limon, vergata, belgata, %

2.2.2 Aspectos taxondmicos

La Dra. Rafaela Soto en su estudio de la hierba luisa la clasifica de la siguiente

manera:

Reino: Cormobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliatae (Liliopsida)
Sub-clase: Commelinidae

Orden: Cyperales

Familia: POACEAE (Gramineas).
Género: Cymbopogon Spreng.

Especie: citratus Stapf

2.2.3 Sin6nimos:


http://www.monografias.com/trabajos10/venez/venez.shtml#terr
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Andropogon citratus D.C. %1%

2.2.4 Origen y Distribucion:

La hierba luisa es originaria de la India, regiones de Asia Suroriental y Africa
ecuatorial. Se encuentra distribuida en zonas tropicales, subtropicales y

templadas 62,63,86,95,96,109

2.2.5 ldentificacién de la especie

Antiguamente existia confusion sobre la taxonomia de las plantas de las Indias
Orientales y de las Indias Occidentales, productoras del aceite esencial denominado

lemongrass.

Pero todo esta confusidn finaliza cuando el cientifico Stapf, identifica a la planta
de las Indias Orientales como Cymbopogon flexuosus y a la de las Indias Occidentales
86,96

como Cymbopogon citratus.

2.2.6 Descripcion botéanica:
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Gréafico 2.2 Planta de hierba luisa.
FUENTE: 86

La hierba luisa es una planta herbacea”, muy vigorosa.

Su tamafio es mediano, la altura maxima a la cual la planta llega es de 1.50m

hasta 2m con un diametro de 5cm., y posee de 40 a 50 hijos. ©28%

Segln lo descrito por la Dra. Rafaela Soto, en un analisis bromatoldgico®
realizado a la hierba luisa se cuantificO su composicion, y se obtuvieron los datos

descritos en la tabla 2.1:

Tabla 2.1 Analisis Bromatolégico de la hierba luisa

93.19%

86.07%

0.96%

6.03%

7.12%

* Planta herbécea: Son plantas cuyas partes aéreas son blandas, y no poseen un tallo lefioso (un tronco).®*
* Andlisis Bromatoldgico: Es un estudio realizado a las plantas utilizadas para elaborar alimentos en el cual se cuantifica su

composicion. Esta informacién es basica para planificar el suplemento de sales y minerales,'%
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29.45%
2.99%
0.41%

0.22%

ELABORADO POR: Autora FUENTE:95

En la tabla 2.2 se encuentra la descripcion de las partes de la planta de hierba

luisa:

Tabla 2.2 Partes de la planta de hierba luisa

La hierba luisa posee una raiz corta, muy
ramificada. Estudios realizados han
determinado que la mayor cantidad de
raices se encuentran en el suelo a una

profundidad de 0.30cm.

Posee una forma cilindrica, es fuerte y
corto. Su color es verde, cuando la planta

es cortada, este se torna café rojizo.
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Son de color verde oscuros, poseen una
vaina tubular la cual envuelve al tallo,
encontrandose agrupadas cerca de la base.
Tienen los bordes asperos llenos de cerdas
(parecidos al filo de un serrucho), que al
manipular la planta cortan. El largo de las
hojas va de 60cm. a 1m, y el ancho de (0.01
a 0.02)m, estas dimensiones varian con
cada estacion climatica. Las hojas poseen
un fuerte olor a limoén, ya que en el lado
central del meséfilo y entre los haces
vasculares se encuentran las células donde
se almacena el aceite esencial, el cual es
rico en citral.

Las células epidérmicas de las hojas poseen

silice, el cual puede causar ulceras.



27

Esta planta generalmente no tiende a
florecer, cuando lo hace es por que ha
crecido en un clima propicio y no ha sido
cortada en varios afos. Las flores se
encuentran sostenidas en el tallo, en varios

racimos

ELABORADO POR: Autora FUENTE:38,62,63,86,95,96,109

2.2.7 Ciclo de vida:

El ciclo de vida de la hierba luisa va alrededor de cuatro a cinco afios. En la
bibliografia se puede encontrar datos que hacen referencia a ciclos de vida de mas de 10

afios, esto depende de las condiciones en las cuales esta creciendo la planta. 1#11%%

2.2.8 Clima:

La hierba luisa crece en climas templados y calidos. Requiere para su
crecimiento la presencia de luz. Es resiste a las severidades del invierno, ya que soporta

lluvias pero no en exceso. No tolera las nieblas. 4*26286:95.9

La cantidad de aceite esencial de planta varia de mes en mes en el afio, siendo

los meses de junio, julio y agosto los que mas aceite esencial produce la planta. Esto se


http://www.monografias.com/trabajos16/proyecto-inversion/proyecto-inversion.shtml#CICLO
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debe principalmente a que el calor, el sol y la humedad climética de estos meses hacen
que la planta acumule mas aceite esencial, mientras que en épocas donde la presencia de
lluvia es constante el rendimiento de aceite disminuye, debido a que la planta llena de

agua sus células para protegerse del mal tiempo. >

Unas de las causas principales para que este cultivo varié en su produccién son
los factores ambientales (condiciones climaticas, nutricionales y otros), los cuales
afectan directamente en la expresion de los genes responsables de la produccion de los

principios activos.3:%%

2.2.9 Distribucion geografica

La hierba luisa se encuentra cultivada en regiones subtropicales y tropicales.

Esta planta crece desde el nivel del mar hasta alturas de 3000 m.” 238

La hierba luisa se encuentra en jardines, huertos caseros, plantaciones de hierbas
medicinales. En algunas zonas de la Costa y el Oriente Ecuatoriano la encontramos en

grandes cantidades. Se la comercializa en todos los mercados del pais.’*#®

2.2.10 Propagacion

La hierba luisa se propaga por division de matas, debido a que la obtencion de

sus semillas es muy dificil, ya que la planta no florece en la mayoria de zonas en el

mundo.
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Las matas son extraidas de las plantas madres que tengan uno o dos afios de

edad, y se le recorta la parte aérea y las raices. %

Las nuevas madres van a dar una produccién de 40 a 70 hijos en periodo de

alrededor de 10 meses a un afio de ser plantadas. ®2%%%

2.2.11 Suelo:

La hierba luisa crece en terrenos arenosos-arcillosos con adecuado drenaje y
profundidad. Datos encontrados en la bibliografia, indican que la hierba luisa también

puede crecer en suelos ligeramente arenosos.*®

La hierba luisa es una planta muy resistente, razon por la cual se la encuentra en
suelos de buena calidad, como abono verde en suelos infértiles, en pendientes
montafiosas, en suelos arenosos, en suelos ligeramente &cidos. Pero la produccion de

aceite esencial de esta planta se da en suelos arenosos-arcillosos.®*%

Un dato muy interesante encontrado en la bibliografia, indica que la hierba luisa
cultivada en suelos con pH de 7.5 posee un alto rendimiento de cultivo y aceite esencial,
mientras que la hierba luisa cultivada en suelos con pH de 4.8 posee bajos

rendimientos. 3¢%°%

Se debe preparar el suelo 40 dias antes de la plantacion, ya que este debe estar en
condiciones Optimas para el buen crecimiento de la planta, para lo cual se debe realizar

las siguientes actividades:
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- Labrar la tierra (profundidad de 30cm.), para facilitar el crecimiento de las

raices.

- Limpieza del suelo de todas malezas, para que estas no afecten el crecimiento

del nuevo cultivo.

- Realizar un riego periodico, para que el suelo cuente con las condiciones

Optimas para el crecimiento del nuevo cultivo.

- Surcar el suelo.

- Colocar una correcta cantidad de abono con productos tales como: estiércol

bien fermentado, azufre. %%

2.2.12 Cultivo:

En la tabla 2.3 se encuentran todos los pasos que se deben seguir para realizar un

cultivo de hierba luisa:

Tabla 2.3 Cultivo de hierba luisa

ACTIVIDAD DESCRIPCION
- Plantacion Para realizar la plantacion de la hierba luisa se deben tomar en
cuenta alguno aspectos importantes tales como: época de

plantacion, adecuado uso de la radiacion solar, evitar la
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presencia de malezas, la conservacion del agua y del suelo,
fertilidad del suelo, entre otros.

La plantacion de la hierba luisa se realiza a mano colocando en
cada hoyo del suelo de 1 a 3 hijos, posteriormente se coloca
tierra hasta cubrir la raiz. En la bibliografia se encuentran
varios datos de la distancia que se debe guardar entre planta y
planta, siendo la distancia promedio de (50x90)cm. La época de
plantacion depende de la zona donde la planta de hierba luisa
va a ser cultivada.

Las labores de cultivo se las hace a los 20 a 25 dias después de
realizada la plantacion, y posteriormente cada quincena.

Esta actividad tiene la finalidad de controlar el crecimiento de
malezas en los cultivos de hierba luisa, ya que estas hacen que
el crecimiento de la planta disminuya.

Fertilizar organicamente el cultivo ya que necesita nitrégeno,
fésforo, potasio y materia organica para su adecuado
crecimiento, previamente se debe hacer una limpieza de
maleza.

Si en la zona donde se encuentra sembrada la planta no llueve,
se debe regar la planta con agua potable si es posible. El riego
se lo debe hacer constantemente, ya que asi la planta crecera
mas rapido y en correctas condiciones, evitando que se

produzca un envejecimiento de las hojas acelerado. La hierba
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luisa no se ve afectada de manera significativa por plagas y
enfermedades.

La recoleccion de la hierba luisa suele realizarse en cualquier
época del afio. Se cortan con un machete las hojas a no menos
de 10cm. de la superficie del suelo, para permitir la reparacion
del follaje. La planta esta lista para ser cortada cuando
empieza a envejecer, mostrando como caracteristica la punta
de las hojas de color pardo amarillenta y el tallo un color
rojizo. Cuando la planta tiene de ocho meses a un afio de edad
se debe cortar solo una vez, en los siguientes afos, se realizan
de dos a cuatro cortes, cada tres o cuatro meses. Siempre la
cosecha se la realiza a las primeras horas de la mafiana, esto es
entre 5 a 6 de la mafiana.

Una vez cosechadas a las hojas de hierba luisa, se les realiza el
control de calidad, es decir, se les examina retirando aquellas
gque presentan envejecimiento, manchas, huecos debido a que
han sido atacadas por insectos, posteriormente las hojas son
lavadas y llevadas al lugar donde van a ser almacenas, el cual
debe ser oscuro, tener aireacion y baja humedad. Dichas
condiciones evitar el deterioro de la planta en forma rapida.

La planta tendra varios destinos, puede ser usada entera para
procesos de elaboracion de medicamentos, para la extraccion

de su aceite esencial en alambiques a vapor de agua o a fuego
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ACTIVIDAD DESCRIPCION
directo.
La destilacion se la realiza con las hojas enteras o picadas en
trozos pequefios. El tiempo que tarda el proceso de destilacion
es de dos horas cuando se utiliza arrastre de vapor y dos horas
y media cuando se realiza a fuego directo.
ELABORADO POR: Autora FUENTE:38,62,86,95.96

2.2.13 Usos y potencial econémico:

La hierba luisa es muy usado como planta medicinal, entre las propiedades
reconocidas tenemos: antihipertensivo, antiespasmodico, antiasmatico, antimicotico,
antibacteriano, anticatarral, antifebril, carminativo®, diaforético®, expectorante,
ansiolitico, antipaltdico, analgésico, sirve para aliviar el vomito, la tos, ayuda a

disminuir el colesterol, 663868995

Se utilizan las hojas de la hierba luisa como medicamento casero, ya que forma

parte de las cominmente conocidas “agiiitas de vieja”.

El tallo de la hierba luisa es usado como cepillo de dientes, ya que al frotarlo
contra estos hace que se tornen blancos y evita el crecimiento de caries, por las
propiedades antes mencionadas que esta planta posee, resultados que se pueden ver

después de una semana de su uso.'*

* Carminativo: Son agentes que previenen la formacion de gases, ayudan a expulsarlos, y evitan los célicos. *°
* Diaforético: Es el medicamento que se utiliza para hacer sudar al paciente. **
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Uno de los usos més relevantes de la hierba luisa para el presente proyecto es la
actividad biol6gica que presenta su aceite esencial sobre diferentes microorganismos, lo
que es de gran importancia en la parte clinica humana debido a que siempre estamos

expuestos a microorganismos que pueden ser perjudiciales para nuestra salud.

La hierba luisa se la utiliza como una barrera viva en las zonas donde existen
pendientes, y el suelo puede erosionar. El desecho de las hojas después de la destilacion
es usado como alimento para el ganado, asi como también se lo puede utilizar como

fertilizante, pudiendo ser aplicado en forma de compost o cenizas.®*%>1%

2.2.14 Especies de hierba luisa en el Ecuador:

Peter M. Jorgensen y Susana Leon (1999) en el Catalogue of the Vascular plants

of Ecuador describen a la hierba luisa como:

Especies en el pais: Una (citratus Stapf).

Nombre cientifico: Cymbopogon citratus (DC) Staff

Familia: POACEAE

Sinénimo: Andropogon citratus DC.

Descripcion: Es una hierba, introducida y cultivada en las cuatro regiones del
pais. (0 - 3000 m de altura.).

Provincias donde se la encuentra cultivada: Azuay, Bolivar, Galapagos,

Guayas, Los Rios, Morona Santiago y Pichincha.
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Gréfico 2.7 Planta de hierba luisa de Ecuador
FUENTE:AUTORA

Para la realizacién del presente proyecto se cosecho la planta de un huerto

medicinal localizado en la Parroquia Pedro Vicente Maldonado, perteneciente al Canton

que lleva su mismo nombre.

A continuacién una breve descripcion de esta de la zona.

2.2.14.1 Cantoén Pedro Vicente Maldonado
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PEDRO VICENTE MALDONADO

Gréfico 2.8 Mapa del Cant6n Pedro Vicente Maldonado
FUENTE: 46

2.2.14.1.1 Descripcién de la zona:

En la tabla 2.4 se encuentra una breve descripcién del Cantén Pedro Vicente

Maldonado:

Tabla 2.4. Descripcién del Cantdn Pedro Vicente Maldonado

Pedro Vicente Maldonado.
Es una parroquia urbana, y se encuentra en plena
region costefia

El Cantén posee una superficie de 657Km?

Se encuentra al noroccidente de Quito, y al nororiente
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de la Provincia de Pichincha.

Se encuentra al norte limitando con la Provincia de
Imbabura, al sur limita con el Cantén San Miguel de
los Bancos y Santo Domingo de los Colorados, al este
limita con el Cantén San Miguel de los Bancos y el
Distrito Metropolitano de Quito, y al oeste limita con
el Cantdn Puerto Quito.

Se encuentra a 600msnm.

Posee un clima subtropical (16 a 25)°C, con humedad
relativa.

El cant6n se encuentra rodeado por los afluentes del
Rio Guayllabamba, Rios Mulaute y Rio Blanco.

Posee bastantes recursos naturales. Es reconocida
mundialmente como un bosque nublado, con humedad
subtropical y tropical.

La poblacién se dedica a la agricultura, produciendo:
café, cacao, macadamia, yuca, cafia de azlcar, achiote,
arroz, platano, naranjas, mandarina, pifias, maracaya,
chirimoya, arasha, sidra, guayaba, papaya, frijoles.

Al visitar la zona se pueden observar plantaciones de
palma africana y palmito, como arboles de caucho y
bambu.

También se dedican a la ganaderia bovina, a la crianza
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de cerdos y caballos por los inmenso pastizales que
posee, los cuales son muy fértiles.

En la ciudad la poblacién se dedican a la manufactura
y artesania.

Esta zona es muy apta para la produccion de plantas
medicinales para comercializarlas, lamentablemente la
poblacién no lo ve como fuente de ingreso y solo en la
zona se encuentran pequefios huertos medicinales
caseros y uno que otro mas grande, que pertenecen a
campesinos que se dedica a vender estas plantas en los
mercados de Quito.

Al ser una zona que posee un inmenso ecosistema,
muchos investigadores, biélogos, cientificos visitan la
zona ya que al poseer tanta biodiversidad se presta
para estudiarla.

Esta zona atrae a muchos turistas sobre todo
extranjeros, a quienes les encanta practicar deportes

acuaticos.

ELABORADO POR: Autora FUENTE: 46,88

El mapa del Canton Pedro Vicente Maldonado se encuentra en el Anexo D

2.3 Aceites Esenciales
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Grafico 2.9 Difusor de aceites esenciales y botellas con aceites esenciales
FUENTE: 54

Los aceites esenciales son conocidos también como esencias vegetales, ya que

son productos naturales del metabolismo secundario de las plantas. *8©87730.73.2°

2.3.1 Partes de la planta donde se encuentran:

Se encuentran en forma de pequefias gotas en el interior de glandulas secretoras

de tejidos presentes en raices, hojas, flores, semillas y frutos. ¥

Estos se forman en todas las partes verdes de la planta, y cuando la planta pasa

por la etapa de crecimiento estos pasan a las flores, semillas y frutos,!®%03276.78

2.3.2 Funciones en el vegetal:

Los aceites esenciales en los vegetales cumplen con varias funciones:
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- Sirven para la defensa de la planta frente al ataque de parasitos, animales

herbivoros e insectos.

- Son sustancias de reserva como dador de hidrogeniones™ en los procesos de

oxido-reduccion.

- Ayuda a que el vegetal se adapte frente a cuadros de escasez hidrica.

- Sirven de carnada ya que mediante su aroma atraen a insectos y aves, para

que se produzca la polinizacion.

- Ahuyenta a los insectos perjudiciales.

- Protege a la plantas de otras plantas.?>’"%032.76.78

2.3.3 Propiedades

Después de diversos estudios se conoce que los aceites esenciales poseen
actividad antibacteriana, antimicGtica, antiespasmodica, antiparasitaria, expectorante,
antiviral, insecticida, favorecen la digestion, alivian los dolores musculares, relajante,
antidepresiva, afrodisiaca, entre otras. Aunque todavia el camino es largo y falta
investigar muchas mas propiedades que ellos poseen, debido a que estan formados por

una gran cantidad de sustancias quimicas. No obstante, la mas estudiada es su actividad

* Hidrogeniones: Atomos de hidrégeno. YT
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antibacteriana, 831767897

2.3.4 Rendimiento

La cantidad de aceite esencial que posee una planta varia dependiendo de varios
factores, como son: época de la recoleccion de la planta, lugar de crecimiento de la
planta, variaciones genéticas de la planta, edad de la planta cuando fue recolectada,

organo del cual se va a extraer el aceite, entre otras. Se calcula que el rendimiento de

aceite esencial que se obtiene de las plantas es de alrededor del 0.01 al 10%, siendo esta

ultima la obtenida de grandes cantidad de planta.?>3*%2%’

2.3.5 Caracteristicas fisicas:

Los aceites esenciales presentan las siguientes caracteristicas fisicas:

- Liquidos fluidos (temperatura ambiente)

- No son grasos

- Son volatiles.

- Elcolor y el olor de estos depende de la planta de la cual se lo extrae.

- Densidad inferior a la del agua.

- Indices de refraccion son mayores que el del agua.
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- La mayoria son insolubles en agua, pero se disuelven con facilidad en

alcohol, éter y entre ellos mismos. 2>30:31:32.68.77.81.97

2.3.6 Composicion quimica:

Los aceites esenciales pueden estar formados por una composicion fitoquimica”

simple o compleja. Siendo los componentes principales los descritos en la tabla 2.5:

Tabla 2.5 Composicién quimica de los Aceites Esenciales

Hidrocarburos Monoterpenos (Cio):
terpénicos que carecen - limoneno
de oxigeno - mirceno
Sesquiterpenos (Cis):
- P-cariofileno
- a-farneseno
Derivados oxigenados Alcoholes
- geraniol

- linalol

CH;=C-CH=CH;

- nerol
Esteres:

- acetato de nerilo

* Fitoquimica: Ciencia que estudia los metabolitos presentes en las plantas."/T%*
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- acetato de geranilo
Aldehidos:

- citrales

- fotocitral

Cetonas terpénicas:

- mentona
- irona
Fenoles - eugenol

Acidos organicos en - enzoico

estado libre - valérico
- isovalérico

Cumarinas - bergapteno

ELABORADO POR: Autora FUENTE: >8182530313233,68,77.81

La ruta biosintética de los aceites esenciales se encuentra descrita en los Anexos

AyB.

2.3.7 Obtencion y Almacenamiento:

Los aceites esenciales se pueden obtener de diversas formas, ya que depende del
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6rgano de la planta del cual va a ser extraido, ademas de que al momento de ser extraido
el aceite no pierda sus caracteristicas organolépticas, ni sus propiedades. Los procesos

pueden ser: 23032

2.3.7.1 Destilacion:

La parte de la planta de la cual se va a extraer el aceite se sumerge en agua
dentro del recipiente que se va a utilizar, el cual es calentado, posteriormente los
productos volatiles son arrastrados por una corriente de vapor de aguan hacia el
refrigerante, en el cual se condensan, separandose el aceite del agua en una trampa de

destilacion.

Este método no se utiliza en aquellos aceites donde las altas temperaturas les

alteran sus caracteristicas organolépticas. 23327

2.3.7.2 Expresion en frio:

Este método se utiliza para extraer el aceite esencial de los frutos de los citricos,
los cuales no soportan las altas temperaturas de la destilacion. Mediante una esponja
mojada con etanol que tiene alfileres, picar la cascara de los frutos, va a ir adsorbiendo
el aceite, posteriormente se procede a la separacion aceite-etanol mediante destilacion al

Vacio. 25,32,78

2.3.7.3 Enfleurage:

Es muy usado para extraer el aceite esencial de las flores. Se colocan las flores
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en medio de dos placas de vidrio las cuales se encuentran con grasa, se dejan estas

placas a temperatura ambiente durante un mes, cada semana se debe cambiar las flores.

2.3.7.4 Extraccion con solvente:

Con este proceso se pone en contacto el aceite con el solvente (éter etilico,
hexano, benceno), posteriormente se elimina el solvente a presién reducida y se purifica

el aceite con alcohol absoluto. 303278

Debido a que son volatiles se los debe almacenar en lugares fresco

(preferiblemente a bajas temperaturas), oscuros ya que son muy sensibles a la luz y

dentro de frasco hermético, el cual debe ser de vidrio y de color oscuro.”’

2.3.8 Pureza de los Aceites Esenciales

Para distinguir si un aceite esencial es puro o sintético, se toma en cuenta varias

caracteristicas como son:

- El aceite esencial puro tiene un olor igual que el de la planta del cual fue

extraido.

- Los aceites esenciales poseen colores claros y no son densos.
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- No todos los aceites esenciales tienen el mismo precio en el mercado, ya que
hay aceites que son mas dificiles de extraer que otros, o las plantas no son

faciles de conseguir.

- Siempre se deben estar contenido en botellas de vidrio oscuras, las cuales
deben tener una etiqueta en la cual se indique el nombre comin, nombre

cientifico de la planta, propiedades del aceite esencial.”®"

2.3.9 Uso de los Aceites Esenciales:

Los aceites esenciales tienen una gran importancia en diversas areas como:
perfumeria, cosmética, farmacéutica, alimenticia, culinaria, licorera, aromaterapéutica y

medicina.

Por lo puro que son los aceites se los utiliza en cantidades muy

pequeﬁas 15,16,25,29,30,33,73,76,77,78,97

2.3.10 Normalizacioén de los Aceites Esenciales:

La regulacion de los aceites esenciales como de los métodos que se utilizan para

extraerlos esta a cargo de los organismos: 1SO* y AFNOR". %

* 1SO: International Organization for Standardization®®

* AFNOR: Association Francaise de Normalisation®
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2.3.11 Los Aceites Esenciales Naturales y la Aromaterapia

Gréfico 2.11 Aromaterapia y los Aceites Esenciales
FUENTE: 77

La Aromaterapia como su palabra nos indica es el tratamiento curativo mediante
el uso de las aromas.

Aroma = fragancia ; Terapia = tratamiento

La Aromaterapia parte de la Fitoterapia, que es la ciencia que se dedica al uso
medicinal de las plantas para el tratamiento de diversas enfermedades. La diferencia que
existe entre estas dos terapias es, en la Fitoterapia se utiliza los principios activos™ de
toda la planta, mientras que en la Aromaterapia se utiliza Gnicamente los principios

activos del aceite esencial.**™

René-Maurice Gatteffose (quimico francés), es el padre de la Aromaterapia,

quien realiz6 varias investigaciones en las cuales comprobd los efectos positivos que los

* Principio Activo: Sustancia responsable de las propiedades de la planta.”
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aceites esenciales causan en el cuerpo humano, acttan activando la produccion de las
hormonas a través del sistema nervioso, favoreciendo el equilibrio del cuerpo.®%7""87
En la Aromaterapia, los aceites esenciales se utilizan de acuerdo al tipo de

padecimiento, los cuales estimulan, relajan o tranquilizan, tanto fisica, mental y

espiritualmente. También se utiliza la aromaterapia en sinergia con otras terapias.

16,33,77,78

2.3.11.1 Formas de usarlos:

Existes varias formas de emplear las propiedades que los aceites esenciales

brindan, tales como:

- Mediante masajes que ayudan a la relajacion y a la desinflamacion de los

musculos.

- El uso de los aceites esenciales en la tina de bafio ayuda mucho a la

relajacion, después de un dia ajetreado.

- Al realizar vaporizaciones con los aceites esenciales el ambiente se torna

armonioso.

- Mediante inhalaciones de los aceites, se producen efectos muy buenos en el

cuerpo, dependiendo de las propiedades de estos.*®**"’
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2.3.11.2 Precauciones:

El uso de los aceites esenciales cada vez es mas amplio, razon por la cual se
debe tener cuidado al momento de usarlo, ya que existen aceites que en usos
inadecuados resultan toxicos para el organismo, mientras que otros aceites pueden
producir efectos narcéticos o estupefacientes. Antes de usar un aceite esencial de debe

tomar en cuenta algunos factores, como:

- El aceite esencial debe ser puro, para lograr su objetivo.

- Elaroma del aceite o los aceites debe ser agradable para el paciente.

- La cantidad o dosis y la duracion del tratamiento, las cuales debe ser dada

por un especialista.

- Se los puede utilizar en forma individual o mezclados (solo 3), pero hay que

tener cuidado de usar aquellos que tienen propiedades similares.

- Los aceites esenciales siempre deben usarse en pequefias cantidades (3 a 4
gotas) y diluidos en aceites bases o vegetal como son: de girasol, mani, soja

0 germen de maiz.
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- No se deben ingerir los aceites esenciales, salvo el caso que el médico
tratante lo aconseje. Antes de utilizar un aceite esencial por cualquier via, se

debe realizar una prueba cutanea para saber si se presenta alergia.

- No deben ser usados por mujeres embarazas, ni por nifios menores de 3 afos.

- Se deber tener cuidado con los aceites esenciales fototoxicos, es decir, que al

exponerse al sol la persona puede adquirir manchas o irritaciones en la

I 16,33,68,74,77,78,93

pie

2.4 Aceite Esencial de Hierba Luisa

Grafico 2.12 Aceite Esencial de hierba luisa
FUENTE: 55

El aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) se lo
obtiene por la destilacién de sus hojas, en las cuales se encuentra en una proporcion del

0.25 al 0.35%.

Mundialmente al aceite esencial de la hierba luisa se lo conoce con el nombre de
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95
“lemongrass”.

2.4.1 Caracteristicas fisicas del aceite esencial:

Sus caracteristicas organolépticas son:

- Posee color amarillo palido.
- Suolor es intenso a limgn,>>°06289%

- Ladensidad relativa a 20°C esta entre: 0,878-0,900.

- Elindice de refraccion a 20°C esta entre: 1,4830-1,4890.%08%

- El pH esta alrededor de:5 — 6.%°

2.4.2 Propiedades del aceite esencial de hierba luisa:

El aceite esencial de hierba luisa al igual que la planta, posee variadas

propiedades, antes ya mencionadas®°06386:89.95

En el presente proyecto se tomaron en cuenta dos propiedades de este aceite
esencial: antibacteriana y antimicoética, para lo cual se ha buscado en la bibliografia los

diferentes microorganismos como bacterias y hongos sobre los cuales ejerce su poder.

En varios estudios realizados sobre el aceite esencial de la hierba luisa se a
demostrado que detiene el crecimiento de ciertos patdgenos como son: Vibrio cholerae

y Salmonella paratyph, diferentes dermatofitos: Epidermophyton floceosum,
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Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes y T. rubrum, inhibe el desarrollo de
bacterias como la Escherichia coli, Bacillus subtilis, y Staphylococcus aureus. También
se ha comprobd que el aceite esencial actua sobre el Aspergillum flavus, siendo méas

potente que los fungicidas sintéticos.**'%

Cave mencionar que también posee propiedades potenciales como
anticancerigeno por el contenido de mirceno (el cual actla junto con otros componentes

del aceite, solo no).%9>%

2.4.3 Componentes principales del aceite esencial de hierba luisa:

Los componentes principales que se encuentran en el aceite esencial de hierba

luisa se describen en la tabla 2.6:

Tabla 2.6 Composicion quimica del Aceites Esenciales de Hierba Luisa

COMPONENTE PROPIEDADES FORMULA
- Citral: Es el componente principal del g, formula  molecular es:
aceite esencial de hierba luisa, C10H160

se encuentra entre un 70 a 85%.

El citral es un aldehido.

Posee propiedades, como:

- Antibacteriano. Hl:::l

- Antihistaminico. |

- Fungicida
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- Expectorante

_ Anticancerigeno. Gréfico 2.13 Formula Estructural

del Citral
FUENTE: 17
Es un metabolito secundario
terpenoide.
2 CH,OH

Posee propiedades, como:
- Anticancerigeno

- Expectorante

- Antiséptico

- Antiespasmadico. . )
Grafico 2.14 Formula Estructural

del Geraniol
FUENTE: 39
Es un metabolito secundario
terpenoide.
- ‘H“H‘
Posee propiedades, como:
- Antiséptico CHEDH

- Antiespasmaodico.

Grafico 2.15 Formula Estructural

del Nerol
FUENTE: 39
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Es un metabolito secundario
terpenoide.
Posee, la propiedad de dar

énfasis al olor en la perfumeria.

Es un metabolito secundario
terpenoide.
Posee, la propiedad de:

- Antiséptico

Es un metabolito secundario
terpenoide.

Posee propiedades, como:

- Anticancerigeno

- Antiespasmodico

- Antihistaminico

- Hipnotico

CH,

HaC

CHs
H4C X

OH

Gréfico 2.16 Férmula Estructural

del Farnesol
FUENTE: 83

OH

Gréfico 2.17 Férmula Estructural

del Citronelol
FUENTE: 39

OH

Gréafico 2.18 Formula Estructural

del Linalool
FUENTE: 39
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Es un metabolito secundario

terpenoide

Se lo utiliza como componente

de: CHO
- Perfumes. |

- Repelentes de insectos.

Gréfico 2.19 Férmula Estructural

del Citronelal
FUENTE: 69

Es un metabolito secundario CI—:[3
terpenoide.

Posee propiedades, como:

- Antibacteriano

- Anticancerigeno

)
Q
s

- Antiespasmodico H
3 2
- Expectorante.
Grafico 2.20 Férmula Estructural
del Limoneno
FUENTE: 120
Es un metabolito secundario GHE
terpenoide.
Posee propiedades, como:
- Analgésico ‘
- Anticancerigeno. (B-
Mirceno) |
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COMPONENTE PROPIEDADES FORMULA

Gréfico 2.21 Formula Estructural

del Mirceno
FUENTE: 39
Una serie de aldehidos y otros compuestos en concentraciones traza.®*#%#°
ELABORADO POR AUtOFa FUENTE:9,60,62,86,89,95,73,15

2.4.4 Duracion del Aceite Esencial:

El aceite esencial de hierba luisa tiene un tiempo de vigencia de 3 meses, en un
lugar a temperatura ambiente y con poca luz, a partir de esta fecha el aceite tiende a
degradarse, ya que es sensible a la exposicion a la luz y al aire, de acuerdo a lo descrito

en la bibliograffa.®®®°

2.4.5 Usos del aceite esencial de hierba luisa:

El aceite esencial se lo utiliza:

- Para la obtencion de iononas y metil iononas.*

- Para la sintesis de vitamina A y de compuestos aromaticos.®*"

- Para extraer el citral, el cual se lo utiliza como saborizante en la industria

alimenticia. También es muy usado en las industrias de perfumeria,

farmacéutica y en la que se encarga de elaborar desinfectantes. %%
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- En la industria cosmética se lo utiliza como componente para elaborar
shampoo contra cabellos grasos y también como componente de cremas

contra el acné y pieles con celulitis.*>***

- Como repelente de insectos.™>*>'%

- Enla Aromaterapia se lo utiliza para dar masajes y de esta manera lograr que
los masculos se relajen, también se lo utiliza para calmar los dolores
producidos por exceso de actividad. Inhalando este aceite mezclado con
aceite base sirve para aliviar dolores de cabeza intensos, ayuda a eliminar el
stress, ya que logra que el cuerpo se relaje, combate los resfriados, la fiebre.

- Paraaliviar los dolores de estomago, mediante compresas. *>42°>77

2.4.6 Importancia econémica:

El aceite esencial de hierba luisa posee un alto valor agregado. Una botella que

contenga 10ml esta alrededor de $ 6.00. >>"
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I11. DESCRIPCION DE LOS PROCESOS

3.1 Destilacion

La destilacion es una de las técnicas mas importantes que existen para purificar

sustancias volatiles insolubles en agua, de otras no volatiles.

El principio de la destilacidn es usar la diferencia que existe entre los puntos de
ebullicion de las sustancias que forman las mezclas. Una sustancia que posee un punto
de ebullicién bajo es "volatil”, en comparacion con el resto de sustancias que forman la

meZC|a.77’81’87’90

En el proceso de destilacion existen dos fases, que son:
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- Vaporizaciéon®

- Condensacion®

Hay varios tipos de destilacion, la seleccion de la técnica de destilacion

dependen principalmente del liquido que se va a purificar. &’

3.1.1 Destilacion por Arrastre con Vapor:

La destilacion por arrastre con vapor también se la conoce como hidrodestilacion
(HD), y tiene como proposito separar sustancias volatiles e insolubles en agua de otras

sustancias menos volatiles.

El liquido hierve antes de alcanzar su punto de ebullicién, debido a que la

presion de vapor del liquido, mas la presion de vapor de agua, son superiores a la

presién atmosférica, dando lugar al proceso de destilacion.?>2°

Esta método es un buen sustituto de la destilacion al vacio, y tiene algunas

ventajas, ya que la destilacion se realiza a temperaturas bajas.”"®

3.1.2 Extraccion de Aceites Esenciales:

* Vaporizacién: Es el cambio del liquido en vapor.?’
* Condensacién: Es el cambio de vapor en liquido.?’
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La HD es el método que mas utilizado para extraer aceites esenciales. El método

es sencillo. 5,8,14,18,60,73,75,94

El agua en la cual se encuentra el material vegetal fresco, pasa a través de una
trampa de destilacion en forma de vapor. Este vapor producido arrastra los aceites
esenciales de las plantas hasta el refrigerante el cual se encuentra a temperatura mas
fria. Este cambio de temperatura hace que el vapor se condense y se vuelva nuevamente

liquido (agua y aceite esencial).

En uno de los brazos de la trampa se puede observar como queda el agua y sobre

este el aceite, lo cual facilita el momento de la recoleccién. El aceite debe ser

almacenado en frascos de vidrios herméticos oscuros,>&4 759
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Gréfico 3.1 Equipo para destilacion de Aceites Esenciales
FUENTE: AUTORA

Se debe tener presente que entre mas cantidad de planta se destile, méas aceite

esencial se va a obtener. Alrededor de 1ml se obtiene por 100gr. de planta destilada.>

El célculo del porcentaje de rendimiento del aceite esencial se lo hace mediante

la ecuacion 3.1; >™
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Ca
% Re = M—XlOO Ecuacién 3.1

Donde:
%Re= Porcentaje de rendimiento del Aceite Esencial (%)
Ca = Cantidad de Aceite Esencial extraido (ml)

Mp = Cantidad de planta destilada (g.)
3.2 Caracteristicas Organolépticas

Son un conjunto de cualidades detectables por los sentidos: color, olor y sabor,

indicativos primarios de la calidad de un producto.®®

3.2.1 Determinacion de las caracteristicas organolépticas de los Aceites Esenciales
En los aceites esenciales las caracteristicas organolépticas varian dependiendo

del tipo de planta del cual se extrae. En el caso del aceite de lemongrass se debe tener

presente los siguientes aspectos:

- El color va de amarrillo palido a pardo.

- Laapariencia debe ser transparente.

- Elolor es igual al que tienen las hojas de hierba luisa.
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Grafico 3.2 Caracteristicas Organolépticas del Aceite de Lemongrass
FUENTE: AUTORA

3.3 Densidad

La densidad de una sustancia es la relacion que existe entre la masa y el volumen
de dicha sustancia. Con estos dos datos en cualquier estado que se encuentre la

sustancia, sea solido, liquido o gaseoso, se determina su densidad mediante la ecuacion

3.2.%

M
V Ecuacioén 3.2
Donde:

p = Densidad (g/ml)

M = masa de la sustancia (g)

V = Volumen de la sustancia (ml)

3.3.1 Determinacion de la densidad de un liquido
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La densidad de un liquido se establece comparandola contra la densidad de otro

liquido, casi siempre es el agua.

Donde, la relacién que existe entre las densidades, es igual a la relacion que

existe entre las masas de dichos liquidos, los cuales ocupan un mismo volumen.?**°

3.3.2 Medicion de la densidad relativa de los Aceites Esenciales

Para poder determinar la densidad de los aceites esenciales o de cualquier
liquido, es necesario conocer el volumen que estos poseen, para lo cual se utiliza un

picnémetro, que ayuda a determinarlo con exactitud.

3.3.2.1 Picnébmetro

El picnémetro es un pequefio matraz de fondo plano que se prolonga hacia un
lado por un tapon esmerilado alargado, en cuyo centro se encuentra un capilar (tubo
delgado), en el que existe una sefial marcada para enrasar”, de manera que el volumen
ocupado se fije con exactitud. El matraz en su parte central tiene un cuello esmerilado al

cual se conecta a un termémetro.

* Enrase: igualar ~VTORA
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Grafico 3.3 Picnémetro de 10ml con Aceite Esencial (20°C)
FUENTE: AUTORA

El picndmetro estard enrasado cuando el liquido coincida exactamente con la
sefial de enrase, lo cual indicara que el picndmetro se encuentra calibrado a la

temperatura que marque el termémetro (generalmente 20°C).?%°%%

El céalculo para determinar la densidad relativa de los aceites esenciales se hace

mediante la ecuacion 3.6:2:%2

M L= M p M P Ecuacion 3.3

M A= M AP T M P Ecuacion 3.4

V|_ = VA Ecuacion 3.5
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Ecuacién 3.6
P M,

Donde:

V. = Volumen del liquido

Va = Volumen del agua

pt = Densidad total

pL = Densidad del liquido

pa = Densidad del agua

M. = Masa del liquido

Ma = Masa del agua

M_p = Masa del liquido dentro del picnémetro
Map = Masa del agua dentro del picnémetro

Mp = Masa del picnémetro vacio
3.4 Indice de Refraccion

Se llama indice de refraccion a la relacion que existe entre la velocidad de luz en

el vacio y la velocidad de la luz a través de la muestra cuyo indice se calcula.

La velocidad de la luz a través de la muestra esta relacionada con la clase de
grupos funcionales (estructura de las moléculas) que la sustancia posea. Esta

determinada por la interaccion que existe entre las ondas luminosas con los electrones
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de orbitales enlazantes” y antienlazantes* de las sustancias.?®

3.4.1 Determinacién del Indice de Refraccion

El indice de refraccion es un valor adimensional, cuya formula para determinarlo

se encuentra la ecuacion 3.7: **181%

Ecuacion 3.7

< | O

Donde:
n = Indice de Refraccion de la muestra
¢ = Velocidad de la luz en el vacio (3x10% m/s)

v = Velocidad de la luz en la muestra

Como la velocidad de la luz a través de cualquier muestra es menor que en el

vacio, el indice de refraccion sera: **

- Enelvacioesn =1.

- Encualquier muestra n >1.

* Orbital Enlazante: Orbital con menor energia que cualquiera de los orbitales atdmicos a partir de los cuales se cred. Se encuentra

en estado de atraccién. *?
*Orbital Antienlazantes: Orbital con mayor energia, se encuentra en estado de repulsion.*??
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En la tabla 3.1 se hace referencia a algunos indices de refraccion:

Tabla 3.1 indice de Refraccion de ciertas sustancias

1.33
1.47
1.56
1.31
1.92
1.36
2.417
1.36

1.33-1.66

ELABORADO POR: Autora FUENTE:28,60.89,95,118

El valor del indice de refraccién depende de la temperatura a la cual se lo este

midiendo, ya que por diferencia de 1°C se hace una correccién de 0.0004 unidades.

Cuando la temperatura es menor el indice de refraccion es mayor y cuando la

temperatura es mas elevada este valor del indice de refraccion va disminuyendo. 2

Se utiliza el valor del indice de refraccion para determinar la pureza de los

quimicos. 2818
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3.4.2 Medicién del Indice de Refraccion de los Aceites Esenciales

Para poder determinar el indice de refraccion de los aceites esenciales o de

cualquier sustancia, se utiliza un equipo denominado refractémetro de Abbe,>°2°36089.9

3.4.2.1 Refractometro

Gréfico 3.4 Refractémetro de angulo limite (20°C)
FUENTE: AUTORA

El refractdbmetro es un equipo que permite medir de forma sencilla y répida el

indice de refraccidn de las sustancias sin necesidad de realizar ningun calculo.
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El campo ocular del refractometro de angulo limite, esta dividido en dos partes,
siendo una de ellas iluminada y la otra sin iluminacion. La separacion existe entre las

dos partes es el rayo limite. 2

Gréfico 3.5 Campo Ocular del Refractometro
FUENTE:79

Cuando existe esta linea de separacion en el centro bien marcada, se procede a

realizar la lectura del valor del indice de refraccion, el cual aparece en el campo de

escala, en la escala superior.®2°% %%

I:[ L IR UL

% T R ek 1 1T 1L.XERn  LAF

Gréfico 3.6 Campo de Escala del Refractometro
FUENTE:79

3.5 Potencial Hidrogeno (pH)

Se define el potencial hidrégeno, como el logaritmo negativo de la

concentracion de los iones de hidrégeno presentes en una sustancia.?**%3124
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El calculo del pH del lo hace mediante la formula 3.8:'2%%*

pH = —|0910[H +] Ecuacion 3.8

Donde:
pH = Valor de pH calculado
H™* = Concentracion de iones de Hidrogeno

3.5.1 Determinacion del pH de las sustancias:

Mediante la determinacion del pH se expresa la acidez o alcalinidad de una

sustancia, usando una escala descrita en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Escala para determinar el pH de una sustancia

pH SUSTANCIA
1-6,99 Acida
7 Neutra
7,01-14 Alcalina

ELABORADO POR: Autora FUENTE:52,123,124,43
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3.5.2 Medicién del pH de los Aceites Esenciales

Para poder determinar el pH de los aceites esenciales o de cualquier sustancia, se
utiliza un equipo denominado peachimetro o papeles de pH si la medicion no es

exacta.>>®°

3.5.2.1 Peachimetro

Grafico 3.7 Peachimetro con el electrodo introducido en Aceite Esencial
FUENTE: AUTORA

El peachimetro es un equipo que permite medir de manera automaticamente la
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acidez o la alcalinidad que posee una sustancia.

Este equipo posee un circuito eléctrico en el que esta intercalada la muestra
(solucién) y sumergido el electrodo. Mediante resistencias se nivela el puente eléctrico
hasta que se consigue el equilibrio, es decir, que no existe pasaje de corriente eléctrica
entre los componentes. Lo que permite que en la pantalla se pueda leer el valor de pH

que posee la sustancia analizada. ***

3.6 Espectroscopia de Infrarrojo

Mediante el uso de la espectroscopia de IR se pueden conocer los principales
grupos funcionales que forman la estructura molecular de una muestra. Informacion que
se obtiene por la accién de la radiacion IR sobre la muestra, obteniéndose un espectro de

absorcion en el espectrofotometro.

El espectro IR se encuentra ente 2.5um a 15um en unidades de longitud de onda,

0 en 4000 cm™ a 666 cm™ en niimero de onda.”

3.6.1 Caracteristicas de un espectro Ir

El espectro IR de una muestra es una representacion grafica de los valores de

nimeros de onda (um) o de frecuencia (cm™) ante los valores de % de transmitancia

(%T) 71
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Gréfico 3.8 Espectro IR de una muestra
FUENTE: 104

La absorcion de la radiacion IR por una muestra a una longitud de onda dada,
origina un descenso en el % T, observandose esto en el espectro mediante la formacion

de unos picos.™

3.6.1.1 Vibracion Molecular

La formacion de estos picos son movimientos vibracionales continuos que

poseen las moléculas, cuya frecuencia de vibracion de los enlaces de ellas, depende de

la masa de los atomos que las forman y de la fuerza de unidn que existe entre ellos.

Las vibraciones pueden ser de dos tipos:

- De estiramientos (stretching)

- De flexion (bending)
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3.6.1.2 Absorcién de Energia

La absorcion de energia infrarroja por parte de una sustancia, ocurre cuando la
energia que incide sobre ella, tiene el mismo valor que la energia de vibracion que

poseen las moléculas de dicha sustancia.
En el espectro de IR surgen picos de absorcién a distintos valores de frecuencia
y de longitud de onda, dado que en una molécula existen diferentes atomos que forman

distintos enlaces.”

La informacion sobre la absorcion de grupos funcionales en el IR se encuentra

en el Anexo E.

3.6.2 Medicion del espectro IR de los Aceites Esenciales

Para poder obtener un espectro IR de los aceites esenciales o de cualquier otra

sustancia se utiliza un espectrofotémetro de IR>®
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3.6.2.1 Espectrofotémetro de transformada de Fourier (IR-TF)

Grafico 3.9 Espectrofotometro IR-TF
FUENTE: AUTORA

El espectrofotometro IR-TF se basan en el interferometro de Michelson, que
funciona de la siguiente manera: primero la radiacion golpea a un divisor que escinde el
haz de la luz en dos partes iguales (espejo semirreflejante). La formacion de estos dos

haces de luz interfieren en el divisor cuando son reflejados sobre otros dos espejos.

El espejo mévil 1 situado frente a la trayectoria del haz original y el espejo fijo 2
situado perpendicularmente a la trayectoria del haz original En esta trayectoria se

dispone la muestra y a continuacion el detector IR.


http://es.wikipedia.org/wiki/Luz
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Gréfico 3.10 Esquema de un interferémetro de Michelson
FUENTE: 104

La intensidad resultante de la intercalacion de los dos haces es medida en
funcion del desfase del espejo moévil en su desplazamiento respecto la posicion

intermedia, obteniéndose un interferograma’.

Se utiliza como método matematico la transformacion de Fourier, que es la
sumatoria de senos y cosenos de las distintas frecuencias Opticas que componen la
radiacion. Actualmente existe un programa de ordenador el cual realiza este calculo
matematico, y da resultados exactos y rapidos de las frecuencias elementales contenidas
en el interferograma. La transformada de Fourier del interferograma es el espectro IR

ordinario obtenido por aparatos convencionales de IR.*%4!*°

A continuacion se presente un diagrama de flujo del proceso que realiza un

espectrofotometro de transformada de Fourier IR-TF).

* Interferograma: Gréfico que se obtiene en el espectrofotémetro. YO
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Gréfico 3.11 Diagrama de Flujo del Espectrofotometro de transformada de

Fourier IR-TF
FUENTE: 104

3.7 Caracterizacion de grupos funcionales (coloracién)

Las moléculas organicas poseen en su estructura uno 0 Vvarios grupos
funcionales®, los cuales se pueden determinar mediante reacciones de coloracion y

precipitacion.
Entre los grupos funcionales que se determinan tenemos: >®

- Aldehidos

- Cetonas

* Grupos funcionales: Son agrupaciones constantes de atomos.”
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- Carbonilo del Aldehido
- Esteres

- Fenoles

- Insaturaciones

- Compuestos Aromaticos

Gréfico 3.12 Pruebas de Coloracion para Aceites Esenciales
FUENTE: AUTORA

3.7.4 Presencia de grupo carbonilo de Aldehidos y Cetonas:

Los aldehidos y las cetonas se identifican mediante la prueba de Brady, en la
cual estos grupos funcionales reaccionan con la 2,4-dinitrofenilhidrazina, formandose

las correspondientes 2,4-dinitrofenilhidrazonas.

La prueba es positiva cuando cambia de coloracion de cristalino a: amarillo,
anaranjado o rojo, que indica la presencia de moléculas que poseen un grupo

carbonilico.
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Grafico 3.13 Reacciones para la formacién doe la 2,4-dinitrofenilhidrazona
FUENTE: 7

Si la prueba es positiva, la diferenciacion entre cetonas y aldehidos es posible
debido al hecho de que aldehidos se oxidan a acidos carboxilicos, mientras que no

sucede asf para cetonas,>®99:100:102

3.7.5 Presencia del grupo carbonilo de aldehido:

Para determinar la presencia del grupo carbonilo de un aldehido se realiza la

prueba de Tollens y la de Fehling.

3.7.5.1 Prueba de Tollens

El reactivo de Tollens contiene el ion plata en forma de un complejo amoniacal.
El ion plata se reduce a plata metalica al reaccionar con el grupo carbonilo de un

aldehido, formando un espejo de plata.

Los aldehidos se oxidan hasta los correspondientes &cidos que forman a su vez

las sales 59,70,99,102
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Grafico 3.14 Reacciones para la reduccién de la plata
FUENTE: 70

3.7.5.2 Prueba de Fehling

El reactivo de Fehling proporciona, a partir de la mezcla de dos soluciones al
momento de usar, el ion clprico que en medio alcalino forma un complejo cupro-
tartarico, que oxida a los aldehidos pero no a las cetonas, de acuerdo con la siguiente

reaccion:

O O

I —
R—C + 2Cu(OH); + NaOH R—C—ONa + Cu0 + 3Hz0

H ROJO

Gréfico 3.15 Reacciones para la formacion de un comolejo cupro-tartarico
ELABORADO POR: AUTORA FUENTE: 99

La formacion de un precipitado rojo es prueba positiva para aldehidos. ***%
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3.7.6 Presencia de Esteres:

Los ésteres reaccionan con la solucion alcalina de hidroxilamina para producir

acidos hidroxamicos, que dan una coloracién purpura o roja intensa al agregar unas

gotas de FeCls.'®

R4
R4 NH;0H | .. HN Ri
2 4 FE-_-
0 0  Fe” 0
- ,:;}: HON \
2 P

acido hidroxamico .
1

Gréfico 3.16 Reacciones para la formacion de ac. hidroxamico
FUENTE: 100

3.7.4 Presencia de Fenoles:

Los fenoles con la solucion de FeCl; forman complejos cuyos colores

caracteristicos son verde, rojo, azul y violeta oscuros. #2102

Fenol + FeCl; — Fenol-Fe**
3CI

Grafico 3.17 Reacciones para la formacion del complejo Fenol-Fe**
ELAFORADO POR AUTORA FUENTE: 102
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3.7.5 Presencia de Insaturaciones (dobles enlaces):

El permanganato de potasio es una sustancia oxidante que reacciona con las
insaturaciones de los compuestos organicos (dobles enlaces). El permanganato de
potasio al unirse al doble enlace de un alqueno lo convierte en 1,2-dioles:
dihidroxialcoholes que contienen dos grupos OH en carbonos adyacentes. Su formacion
se reduce a la adicion de dos grupos hidroxilo al doble enlace. Se forma un precipitado

café. Se conoce a esta prueba con el nombre de prueba de Bayer.>®°%

KMnOQO., - | ,

|
—cTc T T ¢ ¢+ Mo,
OH OH cafe
1,2-dliol

Gréfico 3.18 Reacciones para la formacion de 1,2-diol
FUENTE: 65

3.8 Determinacion de patdgenos en una muestra

La determinacion de patdgenos en una muestra, tiene como finalidad contar el
namero de colonias que hayan crecido en una caja petri transcurrido un tiempo y a una
temperatura de incubacion determinada. La caja petri contiene un medio solido (apto
para el crecimiento de todo tipo de microorganismos) y volumen conocido de la

muestra.

Cuando existe crecimiento de estas colonias se calcula el nUmero formadoras de
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colonias mediante la siguiente ecuacion:

Factor de dll'ucmn X _ promedio de ufc=—UfC Ecuacion 3.10
Volumen analizado ml o g
Donde:

ufc = unidades formadoras de colonia
Factor de dilucién 10

Volumen analizado 1

Al realizar estas pruebas se determina la presencia o ausencia de los siguientes

microorganismos en el aceite esencial: aerobios totales, mohos, levaduras,

Staphylococcus aureus y Escherichia coli. 1%

3.7.1 Aerobios totales

Gréfico 3.19 Colonias de aerobios totales en caja petri (22°C)
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FUENTE: 103

Son todos los microorganismos que pueden crecer en presencia de oxigeno a una

temperatura de 22 a 37°C. %

3.7.2 Mohos

Grafico 3.20 Colonia de moho en caja petri
FUENTE: 105

El moho es un hongo filamentoso. Crece mejor en condiciones calientes y
hamedas, pero tienen la capacidad de adaptarse a condiciones que no todos los
microorganismos son capaces de tolerar. Se adaptan a pH de 2 a 9, siendo el pH 6ptimo

aproximadamente 5.6. Su reproduccidn es mediante esporas. Poseen diversos colores y

tamarios. *>8%1%

3.7.3 Levaduras
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Grafico 3.21 Colonias de levadura en caja petri
FUENTE: 105

Las levaduras son hongos unicelulares. Son cremosas y poseen colores blancos,
beiges 0 un poco mas oscuros, por la presencia de carotenoides® algunas presentan

colores rosados o rojos. Miden de 2,5 a 10um de ancho y 1,5 a 21um de largo.

Tienen formas esféricas alargadas. Se reproducen asexualmente, normalmente

por gemacion. En el medio de cultivo tarden en crecer de 24 a 48 horas, a 32°C. **/

3.9 Determinacion de la actividad antibacteriana y antimicdtica del Aceite Esencial

Para determinar la actividad del aceite esencial de hierba luisa se va a utilizar el

siguiente método de valoracion de desinfectantes:

3.9.1 Método Valoracién de Desinfectantes Método AOAC (Association of official

analytical chemists)

* Carotenoides: Son pigmentos organicos naturales que se forman en plantas y otros organismos como algas, algunas clases de
hongos y bacterias.**®
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El método de valoracién de desinfectantes esta fundamentado en poner en
contacto las bacterias con el producto a evaluar por un tiempo determinado, y
posteriormente se realizard su aislamiento en medios de cultivos especificos para cada

cepa.

Con frecuencia se emiten diversas opiniones sobre las bondades o fracasos de un
determinado desinfectante; esto encuentra su explicacion en la diversidad de factores
que deben ser tomados en cuenta para que un desinfectante pueda actuar con toda su
capacidad en un proceso de desinfeccion.

El nimero vy tipo de microorganismos y las caracteristicas quimicas de los
desinfectantes, son factores que varian de lugar en lugar y determinan la buena o mala
desinfeccion a pesar de que las otras normas basicas del proceso de desinfeccion se

cumplan a cabalidad.*®

3.9.2 Bacterias, Levaduras y Hongos ATCC

3.9.2.1 The American Type Culture Collection (ATCC)

Es un recurso privado unico, no lucrativo dedicado a la coleccidn, preservacion

y distribucion de las cultivos auténticos de: microorganismos vivos, virus, DNA

genomas, plantas, y de células humanas y animales.**%

3.9.2.2 Bacterias ATTCC

3.9.2.2.1 Escherichia coli
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Es una bacteria anaerobia facultativa®™. Se moviliza mediante flagelos (que

rodean su cuerpo), no forma esporas.***

3.9.2.2.1.1 Clasificacion cientifica:

A la Eschetichia. coli se la clasifica de la siguiente manera:

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichea

Especie: E. coli **

3.9.2.2.1.2 Localizacion:

Se encuentra en el tubo digestivo de los mamiferos. En condiciones normales

constituye una parte esencial de la flora bacteriana humana. 3%

3.9.2.2.1.3 Utilizacion:

Se la utiliza la E. coli para experimentos de genética y biotecnologia

* Anaerobio facultativo: Microorganismo que crece tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.'*°
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molecular.!**

Ejemplo:

La interaccion entre la genética y la biotecnologia es importante, ya que al
conocer el genoma de un patégeno se puede deducir la estructura de cualquiera de las

proteinas que este posee.

Si una de estas proteinas es esencial para el funcionamiento de la especie, se
utilizara este conocimiento para tratar de disefiar una sustancia quimica que interfiera

con dicha protefna (antibiético). 2

3.9.2.2.1.4 Cepas patdgenas de Escherichia coli

Existen cepas de E. coli especificas que son patdgenas, las cuales provocan
alteraciones infecciosas graves en forma de enteritis*. La manera de transmision es feco-

oral. 37,114

3.9.2.2.1.5 E.coli ATCC 25922

* Enteritis: Inflamacion del intestino delgado causada por una infeccion viral o bacteriana que frecuentemente también compromete
al estémago y al intestino grueso.*’
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Gréfico 3.22 Cultivo de Escherichia coli ATCC 25922
FUENTE: 35

Organismo: Escherichia coli
Medio de Cultivo: Tryptic soy agar
Condiciones de crecimiento: aerobicas

Temperatura: 37.0 C.%

3.9.2.2.2 Staphylococcus aureus

Es una bacteria aerobia y anaerobia facultativa por lo que puede crecer tanto con
oxigeno Yy sin el mismo.
d 67,125

Tiene forma esférica y crece agrupada en racimos. No posee movilida

3.9.2.2.2.1 Clasificacion cientifica:

A la S. aureus se la clasifica de la siguiente manera:
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Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: S. aureus **
3.9.2.2.2.2 Localizacion

Generalmente se encuentra en los alimentos, producidos por animales infectados
con esta bacteria.

Crece hasta con un 10 % de sal comun, razon por la cual puede crecer en el agua
del mar. Se desarrolla en temperaturas desde 6,5 a 50°C, siendo la temperatura Optima
30-40°C.°"1#°

3.9.2.2.2.3 Cepas patdgenas Staphylococcus aureus

S. aureus y sus diversas cepas patdgenas producen infecciones en la piel y en el

tracto nasofaringeo.

3.9.2.2.2.4 S.aureus ATCC 6538
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Gréafico 3.23 Cultivo de StaLPhyrlococcus aureus ATCC 25922
FUENTE: 36

Organismo: Staphylococcus aureus subsp
Medio de Cultivo: Tryptic soy agar
Temperatura: 37.0 C.%

3.9.2.3 Levaduras y Hongos ATCC

3.9.2.3.1 Candida albicans
Es una levadura, con forma esférica. **2

3.9.2.3.1.1 Clasificacion cientifica:

A la C. albicans se la clasifica de la siguiente manera:
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Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: C. albicans 2

3.9.2.3.1.2 Localizacion

C. albicans vive en las mucosas oral, gastrointestinal y genital de individuos

San08.48'106'112

3.9.2.3.1.3 Cepas Patogenas Candida albicans

C. albicans se convierte en patdgeno cuando hay un cambio en la morfologia del
microorganismo mediante la emision de un filamento. Esto ocurre en personas en las

cuales sus defensas disminuyen.

Una de las infecciones que produce es la candidiasis, la cual puede ser leve en

personas sanas, pero muy grave en personas inmunodeprimidas, **%°*+2

3.9.2.3.1.4 Candida albicans ATCC 10231
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Organismo: Candida albicans (Robin) Berkhout
Medio de Cultivo: YM agar

Temperatura: 25.0 C.%°

3.9.2.3.2  Aspergilus niger

Aspergillus niger es un hongo. Produce ennegrecimientos en vegetales. ***

3.9.2.3.2.1 Clasificacion cientifica:

A. niger se lo clasifica de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Aspergillus

Especie: Aspergillus niger ***

3.9.2.3.2.2 Cepas Patogenas Aspergillus niger

A. niger en grandes concentraciones puede producir aspergillosis, que es una


http://es.wikipedia.org/wiki/Aspergillus
http://es.wikipedia.org/wiki/Aspergillosis
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alteracion a nivel pulmonar.**!

3.9.2.3.2.3 Aspergilus niger ATCC 16404

Organismo: Aspergillus niger van Tieghem
Medio de Cultivo: Potato dextrose agar (PDA)

Temperatura: 24.0 C.%°

Se utilizan estas bacterias, levadura y hongo ya que son los recomendados para

demostrar la efectividad de un producto como desinfectante.

IV. METODOLOGIA

4.1 Tipo de Investigacion

El presente proyecto es una investigacion documental debido a que se recurrié a
fuentes bibliograficas que describen temas similares al investigado en este proyecto, y
una investigacion experimental debido a que se separ0, caracterizO y se comprobo la
actividad antibacteriana y antimicotica del aceite esencial de hierba luisa mediante

ensayos en el laboratorio.

4.2 Muestra

Se trabajo con 11300 gramos de hojas de hierba luisa (Cymbopogon citratus

(DC) Staff). La planta fue recolectada de un huerto medicinal perteneciente a la sefiora
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Maria Orve, localizado en la Parroquia de Pedro Vicente Maldonado (Provincia de

Pichincha). En la tabla 4.1 se detalla las fechas y horas de recoleccién:

Tabla 4.1 Recoleccion de la planta de hierba luisa

1820
5:00 1740
5:00 2020
5:00 2020
5:00 2020
5:00 1700
ELABORADO POR: Autora FUENTETAUTORA

4.3 Materiales:

4.3.1 Reactivos y Medios de Cultivo

- Sulfato de sodio anhidro
- Tricloruro de antimonio
- Nitrato de plata

- Hidroxido de sodio

- Hidroxido de amonio

- Tartrato de sodio y potasio
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- Sulfato cuprico

- 2,4-DNFH

- Acido sulfurico concentrado
- Hidroxilamina

- Cloruro férrico

- Permanganato de Potasio

- Etanol

- Agua Purificada

- TAT

- TSA

- SAB

4.3.2 Microorganismos

- E.coli ATCC 25922
- S.aureus ATCC 6538
- Candida albicans ATCC 10231

- Aspergillus niger ATCC 16404

4.3.3 Materiales:

- Frascos de vidrio ambar pequefios
- Vaso de precipitacion
- Matraz

- Probeta
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- Cajas petri

- Tubos de ensayo

- Cuchillo

- Micropipetas

- Agitador

- Parafilm

- Tijeras

- Recipientes de plastico
- Balanza

- Estufa

- Cronémetro

4.3.4 Equipos:

- Equipo de destilacion.

Balén de 5 L.

- Manta de calentamiento
- Trampa Dean Strark con llave de teflon
- Refrigerante de bolas

- Mangueras

- Picnémetro
- Picnémetro calibrado, con termémetro

- Balanza Analitica
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- Equipo Shimadzu IR
- Celdas de Cloruro de Sodio

- Porta celdas

4.4 Procedimiento Experimental

A continuacién se describe la metodologia que se sigue para realizar cada

proceso.

4.4.1 Extraccion del Aceite Esencial por HD

- Recolectar la planta en horas de la mafana, y llevarla al lugar donde se
va a realizar la extraccion del aceite esencial (limpiar la planta).

- Cortar la planta en trozos pequefios (alrededor de 3cm a 5cm), para
facilitar la extraccion del aceite esencial.

- Pesar la planta cortada y posteriormente lavarla.

- Colocar la planta en el balon de HD y agregar agua purificada.

- Armar el equipo de HD: manta de calentamiento (100°C), sobre la cual
va el balén, conectado a la trampa de destilacion Dean Stark, la cual
servira para separar el aceite esencial del resto de componentes de la
planta y poderlo extraer; unida a la trampa de destilacion Dean Stark se

encontrarad un refrigerante, que permitira que el proceso se lleve a cabo,
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ya que permite el cambio de temperaturas, para que el vapor pase a
estado liquido. El proceso de destilacidn se llevar a cabo durante 2 horas.
- Recoger el aceite esencial en un frasco de vidrio color &mbar.
- Secar el aceite esencial con sulfato de sodio anhidro.
- Almacenar el frasco a temperatura fria (4°C), hasta realizar las pruebas

de caracterizacion.

En este proceso se realizan los célculos para determinar el porcentaje de

rendimiento del aceite esencial mediante la ecuacién 3.1.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para la obtencién

del aceite esencial de hierba luisa por HD:

Hojasde — - 5

TROCEADO nreatr—————— | AVIARA
hierba luisa hojas en hojas
nnnnnhadan trozos hojas

, : P 4—
PEAMI EACTAN HIDRODESTILACION
Aceite esencial de
T:100°C
Frascos de
viidvriaA ArahAare
4
CCrANMN

v

ALMACENAMIENTO

Aceite esencial de

Sulfato de

Andin AnhidvA

Agua
purificada
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Gréfico 4.1 Diagrama de Flujo del proceso de extraccion de aceite esencial de

hierba IuisaRpor HD
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.2 Caracteristicas organolépticas del Aceite Esencial

- Colocar en un vaso de precipitacion el aceite esencial de hierba luisa

extraido.

- Determinar las caracteristicas organolépticas: color, apariencia y olor

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para determinar las

caracteristicas organolépticas del aceite esencial:

— 5 Olor del aceite

Anannial hiavha Liiaa

» Color del aceite esencial

»

Aceite Esencial R
Determinacion de las nomavhn fren

AA hiAaviha LiiiAan
caracteristicas

L5 Apariencia del aceite

Ananninal AAa hiavha Liisaa

Gréfico 4.2 Diagrama de Flujo del proceso para determinar las caracteristicas

organolépticas del aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA
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4.4.3 Determinacién de la densidad del Aceite Esencial

- Secar bien el picnémetro y pesarlo en la balanza

- Llenar el picnémetro con agua purificada hasta la sefial de enrase, ver
que el termdmetro este a 20°C y pesarlo en la balanza.

- Vaciar el picnometro y llenar hasta el enrase con el aceite esencial cuya
densidad se va a determinar.

- Calcular la masa del aceite esencial con la ecuacion 3.3 y calcular la
masa del agua con la ecuacién 3.4.

- Determinar la densidad relativa del aceite esencial con la ecuacién 3.6.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para determinar la

densidad relativa del aceite esencial:

Agua
NiiviFiAanAA
Rinndmmntrn—— neeAa it ninndonnden > heoa 1
Célculos para
v
«—
determinar la —  oa e, —— Acel'Fe Esenc.lal
densidad relativa del Picnémetro de hierba luisa
aceite esencial de
v

Agua

NDuvifFinadAa
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Grafico 4.3 Diagrama de Flujo del proceso para determinar la densidad relativa

del aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.4 Determinacion del Indice de Refraccion del Aceite Esencial

- Limpiar el prisma del refractometro

- Colocar una o dos gotas de la muestra sobre el prisma. Cubrirlo con la
tapa con cuidado. Al cerrar, la muestra debe distribuirse sobre la
superficie del prisma

- Manipular los controles para enfocar los campos oscuros e iluminados.

- Leer el nimero correspondiente en la escala.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para determinar el

indice de refraccion del aceite esencial:

RFFRACTOMFTRO

Aceite Esenciall —— . Prismadel —

AA hiavihha hiiina

1 CATIIDA

DAfrantAmntra

2 gotas del

Gréfico 4.4 Diagrama de Flujo del proceso para determinar el indice de refraccion

del aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA
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4.4.5 Determinacion del pH del Aceite Esencial

- Calibrar el peachimetro.

- Colocar el electrodo en el aceite esencial

- Leer en la pantalla el valor de pH determinado.

- Lavar el electrodo con agua purificada y colocarle el capuchon.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para determinar el

pH del aceite esencial:

PEACHIMETRO

|

Aceite Esencial —, Electrododel —

AAa hiavlhha LiiianA mAanahinmaAtvrA

1 CATIIDA

Gréfico 4.5 Diagrama de Flujo del proceso para determinar el pH del aceite

esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.6 Medicion del espectro IR del Aceite Esencial

- Colocar las celdas de cloruro sodio en el porta celdas, para leer el blanco.
- Colocar 10ul de la muestra en las celdas de cloruro de sodio, y proceder
a la lectura.

- Imprimir el espectro IR del aceite esencial obtenido.
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A continuacién se presenta un diagrama de flujo del proceso para obtener el

espectro IR del aceite esencial:

Aceite Esencial » Celdas de Cloruro
An hinvha biica 10 pl de aceite An Codin
v
Celdas de ClI —» Porta—, LECTURA DEL —» Portae—— ESPECTROFOTOMETRO
eldas de Cloruro orta orta
AA CAAiA AnldAA ESPECTRO EN AnlAdAA N Tr

IMPRESION DEL ESPECTRO IR
«— LECTURA DEL ESPECTRO
DEL ACEITE ESENCIAL DE T

Gréfico 4.6 Diagrama de Flujo del proceso para obtener el espectro IR del aceite

esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7 Caracterizacion de grupos funcionales del Aceite Esencial mediante

pruebas de coloracion

En el Anexo G se encuentra la preparacién de los reactivos utilizados en las

pruebas de coloracion.
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4.4.7.1 Presencia de grupo carbonilo de Aldehidos y Cetonas (Prueba de Brady):

- Colocar en un tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 4 gotas de 2,4-
DNFH.

- Llevar a bafio maria por 5min.

- Observar si se forma un precipitado rojo, anaranjado o amarillo, indicara que

la prueba es positiva.

A continuacién se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificar el

grupo carbonilo de Aldehidos y Cetonas en el aceite esencial:
2,4-DNFH

|

Aceite Esencial » BANO MARIA

NAC7/1 AND

AA hiaviha hiiina P—

Mezcla l

Formacién de un

nraninitadA vrAaiA

Gréfico 4.7 Diagrama de Flujo del proceso para identificar el grupo carbonilo del

aldehido y cetona en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7.2 Presencia del grupo carbonilo de aldehido:
4.4.7.2.1 Prueba de Tollens

- Colocar en tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 5 gotas del reactivo de

Tollens, agitar.
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- Si no ocurre reaccion, calentar el tubo a bafio maria, sin dejar de agitar
durante el calentamiento.

- Laaparicién de un espejo de plata indica prueba positiva.

A continuacidn se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificar el

grupo carbonilo del Aldehido en el aceite esencial:

Reactivo de
TAllAanA
Aceite Esenciall — . >  A~iTAN
An hinvha biina e Mezcla l
BANO MARIA

hasta calentar,

l

Formacién de un

Gréfico 4.8 Diagrama de Flujo del proceso para identificar el grupo carbonilo del

aldehido en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7.2.2 Prueba de Fehling

- Colocar en un tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 5 gotas de la
solucion A y 5 gotas de la solucién B, agitar.

- Calentar el tubo a bafio maria.
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- Laaparicién de un precipitado indica prueba positiva.

A continuacién se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificar el

grupo carbonilo del Aldehido en el aceite esencial:
Solucién A

l_

Aceite Esencial — = — 5

AA hiavlha LiiiAan ~ - .
I Mezcla l

Solucion B BANO MARIA

|

Formacién de un

nraninitadA vrAaiA

Gréfico 4.9 Diagrama de Flujo del proceso para identificar el grupo carbonilo del

aldehido en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7.3 Presencia de Esteres:

- Colocar en un tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 4 gotas de la
solucidn alcalina de hidroxilamina, afiadir 1gota de FeCls.
- Observar si se forma una solucion purpura o roja, indicativo de que la prueba

es positiva.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificarla

presencia de esteres en el aceite esencial:
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Solucién alcalina

AA hidvavilanaina

v

Aceite Esencial — . __ » Formacion de una
AA hiavlha Liii~a A A Mezcla AnliiAlAn WIivrarniva
[ mr-Yad I8

Gréfico 4.10 Diagrama de Flujo del proceso para identificar presencia de esteres

en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7.4 Presencia de Fenoles:

- Colocar en tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 2 gotas de la solucion

de FeCls.

- Observar si se forma una solucion azul verdusca, roja verdusca o violeta

verdusca, indicativo de que la prueba es positiva.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificarla

presencia de fenoles en el aceite esencial

CAaliinildn Aa FaArd

Aceite Esencial —— » Formacién de una

NAC7/1 AD

-7z
AanhiAiAn viavAiinAaAa

AA hianvlha LiiiaA A~ - .
Mezcla
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Grafico 4.11 Diagrama de Flujo del proceso para identificar presencia de fenoles

en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7.5 Presencia de Insaturaciones (Prueba de Bayer):

- Colocar en un tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 2 gotas de la
solucion de KMnOs,.
- Observar si se forma un precipitado cafe, indicativo de que la prueba es

positiva.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificarla

presencia de insaturaciones en el aceite esencial:

Solucion de
IZNAwMN
Aceite Esenciall — » Formacion de un

An hiavihha hiiina P

nraninitadA AnFA

Mezcla

Gréfico 4.12 Diagrama de Flujo del proceso para identificar presencia de

insaturaciones en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.7.6 Presencia de compuestos aromaticos (triterpenos):
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- Colocar en un tubo de ensayo 0.5ml de aceite esencial y 2 gotas de la
solucion de tricloruro de antimonio.
- Observar si se forma un precipitado rojizo, indicativo de que la prueba es

positiva.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para identificarla

presencia de insaturaciones en el aceite esencial:

Solucioén de tricloruro

AA AntirmaAaniA

Aceite Esencial — » Formacion de un

NAC7/1 AND

AA hiaviha hiiina P nraninitadA rAalioA

Mezcla

Gréfico 4.13 Diagrama de Flujo del proceso para identificar presencia de

compuestos aromaticos en el aceite esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.8 Pruebas para determinar patdgenos en el Aceite Esencial

En el Anexo H se encuentra la preparacion de los medios de cultivo utilizados en

las siguientes pruebas:
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4.4.8.1 Preparacion de la muestra:

- Colocar en un tubo de ensayo 1ml de la muestra 'y 9ml de TAT.

- Agitar el tubo por 15 a 16 minutos en un agitador.

4.4.8.2 Prueba para determinar aerobios totales, mohos y levaduras

- Pasar 1 ml del tubo de ensayo con la muestra a cuatro cajas petri

- Afadir en dos cajas 15 a 20ml del medio TSA.

- Afadir en las otras dos cajas petri 15 a 20ml del medios SAB

- Agitar de forma que se permita una homogenizacion de la muestra con el
medio de cultivo

- Dejar que el medio se solidifique a temperatura ambiente

- Incubar las cajas de TSA en forma invertidas en una estufa de 2 a 4 dias a
una temperatura de 32.5 + 2.5°C

- Incubar las cajas de SAB en forma invertida por 5 a 7 dias a una temperatura
de 225+ 2.5°C

- Examinar las cajas petri cada 24 horas y determinar si existe crecimiento

- Siexiste crecimiento calcular con la ecuacion 3.10

- Sino existe desarrollo en ninguna de las cajas reportar como < 10 ufc/ ml
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A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para determinar

patdgenos en el aceite esencial:

TSA
—>
Agitar
TAT TSA
—>
l . Agitar
Aceite Esencial — |
. . MEZCLAR
flf\ l‘\lf\v‘l‘\f\ Illlf‘ﬂ - . - .
Agitar por SAB
—>
Agitar
SAB
—»
Agitar

Gréfico 4.14 Diagrama de Flujo del proceso para determinar patdgenos en el aceite

esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.8.3 Prueba para S. aureus y E. coli

Incubar la botella con el medio TAT, de 16 a 24 horas a una temperatura de

325+25°C

- Con asa estéril, sembrar en el medio VJ Staphylococcus aureus y en EMB
Escherichia coli

- Incubar cada una de las cajas por 24 horas a una temperatura 32.5 + 2.5°C

- Realizar la lectura

- Si existe crecimiento realizar las pruebas de identificacion

- Sino existe crecimiento reportar como ausencia.
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A continuacion se presenta un diagrama de flujo del proceso para determinar la

presencia de S. aureus y E. coli en el aceite esencial:

Aceite Esencial — INCUBAR
o MEZCLAR ™~ —’SEN‘BRAR
noiavin s 16-24d
Agitar por
\YA EMB
Incubar 24 Incubar 24
h h
T:325% T:325+

Gréfico 4.15 Diagrama de Flujo del proceso para determinar patdgenos en el aceite

esencial de hierba luisa
ELABORADO POR: AUTORA

4.4.9 Pruebas para determinar la actividad del Aceite Esencial

4.4.9.1 Fase de adaptacion de los microorganismos:

- Colocar cada cepa ATCC liofilizada en tubos de ensayo que contienen caldo
TSB.
o E.coli ATCC 25922 (bacteria)
o S.aureus ATCC 6538 (bacteria)
o Candida albicans ATCC 10231 (levadura)

o Aspergilus niger ATCC 16404 (hongo)
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- Incubar durante 24 horas, a temperatura de 35 + 2.5°C las bacterias y la
levadura. Incubar durante 48 a 72 horas a temperatura de 20 + 3.5°C el
hongo.

- Sembrar las cepas ATCC en cajas petri que contienen los medios:

o TSA para E.coli, S. aureus y
o SAB para C.albicans, A. niger.

- Incubar en forma invertida las cajas petri durante 24 horas a temperatura de
35 + 2.5°C. para E.coli, S. aureus y C .albicans,

- Incubar en forma invertida las cajas de SAB con A.niger, durante 48 a 72
horas a temperatura de 20 + 3.5°C.

- Ver si existe crecimiento.

A continuacion se presenta un diagrama de flujo de la fase de adaptacion de los

microorganismos:

TSA
t=24 h
TSA
INCUBAR — =24 h
T=35+2.5°C
CepaS ATCC_’ Teop > - » crnabPh AR >
Linfilioadan t=24h
bacterias y levadura SAB
—>
ST t=24 h
SAB

t=48-72 h
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Grafico 4.16 Diagrama de Flug'o de la fase de adaptacion de los microorganismos
LABORADO POR: AUTORA

4.9.9.2 Fase de crecimiento de los microorganismos:

- En cajas petri que contienen el medio TSA sembrar las cepas de E.coli y S.
aureus, y en el medio SAB sembrar C. albicans, e incubar durante 24 horas a
temperatura 35 + 2.5°C.

- En cajas petri que contienen el medio SAB, sembrar las cepas de A. niger, e
incubar durante 48 a 72 a temperatura 20 + 3.5°C

- Ver si existe crecimiento

- Sembrar de cada cepa ATCC en tubos de ensayo que contienen caldo TAT, e
incubar para bacterias y levaduras durante 24 horas a temperatura 35 +
2.5°C, la cepa ATCC de hongos incubar por 48 horas a temperatura de 20 +
3.5°C

- Nuevamente sembrar en cajas petri que contienen el medio TSA las cepas
de E.coli y S. aureus, en SAB C. albicans, incubar durante 24 horas a
temperatura 35 + 2.5°C, y en cajas petri que contienen el medio SAB
sembrar las cepas de A. nigere incuabar por 48 horas a 72 horas a
temperatura de 20 + 3.5°C.

- Ver si existe crecimiento

A continuacion se presenta un diagrama de flujo de la fase de crecimiento de los

microorganismos:
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TSA TAT TSA

t=24 h t=24 h t=24h

TSA TAT TSA
—> — —

t=24 h t=24 h t=24h

craaDNn AP

SAB TAT SAB
—> — —

t=24 h t=24 h t=24h

SAB TAT SAB

— —
t=48-72 h t=48-72 h t=48-72 h

Gréfico 4.17 Diagrama de Flujo de la fase de crecimiento de los microorganismos
ELABORADO POR: AUTORA

4.9.9.3 Prueba para determinar la actividad antimicética y antibacteriana de

Aceite Esencial:

- Utilizar los tubos de TAT con los microorganismos listos del paso fase de
crecimiento

- Colocar en tubos de ensayo que contienen TAT cada uno de los
microorganismos a trabajar hasta llegar a una escala Mc. Farland 0,5

- Realizar controles de cada tubo, y de cada caja.

- Dividir cada caja petri en 4 mitades.

- En tubos de ensayo colocar 500ul de TAT con cepas ATCC a escala de Mc.

Farland 0.5 y 500pl de aceite esencial.
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- Encender el Cronometro

- Sembrar con aza por estriado las cepas ATCC de bacterias con aceite
esencial en TSA a: 1min., 2min., 5min. y 10min., e incubar durante 24 horas
a temperatura 32,5 + 2,5°C.

- Sembrar con aza por estriado las cepas ATCC de hongo y levadura con
aceite esencial en el medio SAB a: 1min., 2min., 5min. y 10min., e incubar
durante 24 horas la levadura a 32,5 £ 2,5°C y el hongo durante 48 a 72 horas
a225+25°C

- Realizar la correspondiente lectura.

- Si existe crecimiento reportar como positivo en el tiempo encontrado el

desarrollo del microorganismo.

En el Anexo I se encuentra la preparacion de la escala Mc. Farland.

A continuacién se presenta un diagrama de flujo de la fase del proceso para

determinar la actividad del aceite esencial:



TAT
t=24 h

TAT
t=24h

TAT
t=24 h

TAT
t=48-72 h

TAT

Mc. Farland

TAT

Mc. Farland

TAT

Mc. Farland

TAT

Mc. Farland
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NAC7/1 AD

500l 500l
NMETZAI AR
500l 500l

NAC7/1 AD

500ul

NACT7/1 AD

500ul

500ul

500ul

Aceite
Esencial de

| PR P -

Aceite
Esencial de

| PRy PO - A

Aceite
Esencial de

| PRy PO - A

Aceite
Fsencial de

Gréfico 4.18-a Diagrama de Flujo para determinar la actividad del aceite esencial

Mezcla

—

TAT (Mc. Farland 0.5 Cepa ATCC) + AE

ELABORADO POR: AUTORA

SEMBRAR
t= Imin.,

2min., 5min. y

—>|

TSA
Incubar 24 h

TSA
Incubar 24 h

SAB

Incubar 24 h

SAB
Incubar 48-72 h

Gréfico 4.18-b Diagrama de Flujo para determinar la actividad del aceite esencial
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ELABORADO POR: AUTORA
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V. RESULTADOS

5.1 Rendimiento del aceite esencial extraido:

En el Anexo C.2 podemos ver fotografias sobre el proceso de extraccion del

aceite esencial de hierba luisa. A continuacion en la Tabla 5.1 se indica el porcentaje de

rendimiento que se obtuvo del aceite esencial recolectado.

Tabla 5.1 Rendimiento del aceite esencial de hierba luisa

INDICADORES 1 2 3 4 5 6
Fecha extraccion 07/05/2006 | 20/05/2006 | 26/05/2006 | 03/06/2006 | 17/06/2006 | 24/06/20(
Peso de la planta (g.) 1820 1720 2020 2020 2020 1700
Cantidad de

: 13 11 30 24 23,8 19
aceite(ml.)
Rendimiento (%) 0,714 0,640 1,485 1,188 1,178 1,118

ELABORADO POR: Autora
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Como se ve en Tabla 5.1 el aceite esencial fue extraido en 6 épocas distintas. De
cada muestra se obtuvo el porcentaje de rendimiento, y se realiz6 un promedio de los
rendimientos correspondientes a los indicadores 3, 4 y 5. Se tiene como resultado que de
2020g de hojas de hierba luisa se obtienen 25,93ml de aceite esencial, cuyo rendimiento es

de 1,284%

5.1.1 Calculos:

Peso de la planta: 2020+2020+2020 = 6060

2020/ 3 = 20209

Cantidad de aceite: 30+24+23,8 = 77,80

77,813 =25,93ml

Rendimiento del aceite esencial:

1: £100 =0,714% 2: i100 =0,640% 3: ﬂ100 =1,485%
1820 1720 2020

4: AIOO =1188% 5: ElOQ =117/8% 6: £100 =1118%
2020 2020 1700

T: @100 =1,284%
2020
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5.2 Caracteristicas Organolépticas del aceite esencial de hierba luisa:

En el Anexo C.3 podemos ver una fotografia en la cual se aprecian algunas caracteristicas organolépticas del aceite. A continuacion en la

Tabla 5.2 se indica las caracteristicas organolépticas del aceite esencial recolectado.

Tabla 5.2 Caracteristicas Organolépticas del aceite esencial de hierba luisa

INDICADORES 1 2 3 4 5 6 ESPECIFICACIONES
Apariencia Transparente | Transparente | Transparente | Transparente | Transparente | Transparente TRANSPARENTE
Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo i
Color o o . . . . AMARILLO PALIDO
Palido Palido Palido Palido Palido Palido
olor Fuerte olor a | Fuerte olor a | Fuerte olor a | Fuerte olor a | Fuerte olor a | Fuerte olor a FUERTE OLOR A
limoén limoén limon limén limén limon LIMON

ELABORADO POR: Autora

El aceite esencial posee un fuete olor a limén. La apariencia del aceite esencial es transparente, y el color del aceite es amarillo palido.
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5.3 Densidad, Indice de Refraccion y pH del aceite esencial de hierba luisa:

En los Anexos C.4, C.5 y C.6 podemos ver fotografias de los procesos para calculara la densidad, el indice de refraccién y el pH del

aceite. A continuacion en la Tabla 5.3 se indica los valores calculados de la densidad, el indice de refraccion y el pH del aceite esencial

recolectado.

Tabla 5.3 Densidad, Indice de Refraccion y pH del aceite esencial de hierba luisa

INDICADORES 1 2 3 4 5 6 ESPECIFICACIONES
Densidad
) 0,8793 0,8978 0,8892 0,8886 0,8743 0,8859 0,8859
Relativa (20°C)
indice de
Refraccion 1,485 1,477 1,483 1,478 1,477 1,478 1,480
(20°C)
pH 5,00 5,36 5,19 5,51 5,50 5,65 5,37

ELABORADO POR: Autora
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A cada muestra se le determing:
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- Densidad relativa, posteriormente se realiz6 un promedio de las 6 densidades
relativas obtenidas. Se tiene como resultado que la densidad relativa del aceite

esencial de hierba luisa es de 0,8859.

- Indice de refraccion, posteriormente se realiz un promedio de los 6 indices de
refraccién obtenidos. Se tiene como resultado que el indice de refraccién del

aceite esencial de hierba luisa es de 1,480

- pH, posteriormente se realizd un promedio de los 6 pH obtenidos. Se tiene
como resultado que el pH del aceite esencial de hierba luisa esta en el rango de

5,00 - 6,00.

5.3.1 Calculos:

Densidad Relativa: 0,8793+0,8978+0,8892+0,8886+0,8743+0,8859 = 5,3151
5,3151/6 =0,8859
indice de Refraccion: 1,485+1,477+1,483+1,478+1,477+1,478 = 8,878
8,878/6=1,480
pH: 5,00+5,36+5,19+5,51+5,50+5,65 = 32,21

32,21/6=5,37
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5.4 Espectro IR del aceite esencial de hierba luisa:

En el Anexo C.7 podemos ver fotografias del equipo que se utilizé para obtener el
espectro IR del aceite. En el Anexo C.8 tenemos el espectro IR obtenido del aceite

esencial.

A cada muestra se realizé la medicion del espectro IR, posteriormente se analizo

cada espectro y se determinaron los grupos funcionales presentes.

Se tiene como resultado que los grupos funcionales presentes en el aceite esencial

de hierba luisa son:

- Grupo C — H: Se observa una flexién C-H en la zona de 1440cm™

- Grupo C=C de alqueno: Se puede observar una banda de vibracion de tension
en la zona de 1620cm™ de estiramiento

- Grupo Carbonilo (C=0): La espectroscopia IR es el método méas seguro para
reconocer la presencia del grupo carbonilo en la molécula de “Citral” , ya que
se puede observar un banda muy intensa y definida de absorcion, debido a la
vibracion de tension del grupo carbonilo en la zona de 1695 a 1717cm™. Por
ser un estéreoisomero” la banda esta un poco desplazada.

- Grupo C - H aldehidico: Se puede observar una banda de alargamiento del

hidrégeno del aldehido caracteristica en la zona 2820cm™.

* < 7 .z z - . . z 7 - 7 e
Estereoisomero: Es un isomero de una molécula que tiene las mismas conexiones atomo a &tomo que dicha molécula, pero difiere en
la orientacién espacial de los mismos.**®

* |sémeros: Son moléculas con la misma formula quimica, pero en el que los atomos estan dispuestos de diferente forma. **°
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Grupo C — H de alcano: Se puede observar una banda de alargamiento en la
zona de 2850 — 3000cm™.

Grupo C — H de alqueno: Se puede observar una tensién en la zona de 3080 —
3140cm™.

No posee bandas pronunciadas a campos bajos lo que demuestra que no es un

compuesto aromatico.
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5.5 Caracterizacion de grupos funcionales del Aceite Esencial mediante pruebas de coloracion

En el Anexo C.9 podemos ver fotografias que indican la presencia o ausencia de determinados grupos funcionales en el aceite. A

continuacion en la Tabla 5.4 se indica la ausencia o presencia de algunos grupos funcionales.

Tabla 5.4 Caracterizacion de grupos funcionales del Aceite Esencial de hierba luisa

El aceite esencial

presenta grupos
X X X X X X

carbonilos de aldehidos

y cetonas.

El aceite esencial
presente grupos
carbonilos de aldehidos
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El aceite esencial
X X X X X X presente grupos
carbonilos de aldehidos

El aceite esencial no
X X X X X X |presenta ésteres con

grupos aromaticos

El aceite esencial tiene
X X X X X X lausencia de grupos

fenoles
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El  aceite  esencial
X X X X X X presenta insaturaciones
(dobles enlaces).

El aceite esencial no
presenta triterpenos

ELABORADO POR: Autora

P=POSITIVO
N=NEGATIVO

A cada muestra de aceite esencial se le realizaron las pruebas de coloracion, obteniéndose:

- Formacion de 2,4-dinitrofenilhidrazonas ( test de Brady ): Prueba positiva, se observo la formacion de un precipitado rojo. Lo cual

indica que las moléculas poseen un grupo carbonilo de un aldehido o de una cetona, la reaccion de oxidacion se produjo

inmediatamente sin necesidad del bafio maria.
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- Prueba de Tollens: Prueba positiva, formacion de un espejo de plata en la base del tubo de ensayo. Indicativo de que en el aceite

esencial existen moléculas que poseen grupos carbonilos de aldehidos.
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Prueba de Fehling: Prueba positiva, formacion de un precipitado rojo.
Indicativo de que en el aceite esencial existen moléculas que poseen grupos
carbonilos de aldehidos.

Solucién alcalina de hidroxilamina con FeCls: Prueba negativa, no existio
cambio del color de la solucién a parpura o rojo. Indicativo de que el aceite
esencial no tiene presencia de ésteres con nlcleo aromatico.

Solucién de FeCls: Prueba negativa, no cambio el color de la solucion.
Indicativo de ausencia de grupos fenoles en el aceite esencial.

Solucion de KMnQy,: Prueba positiva, formacion de un precipitado café oscuro
en fondo del tubo. Indicativo de que las moléculas presentes en el aceite
esencial poseen dobles enlaces.

Solucion de tricloruo de antimonio: Prueba negativa, no se formo un
precipitado rojo. Indicativo de que el aceite esencial no existes moléculas
triterpenoides, debido a que en la extraccion por arrastre con vapor, los
triterpenos son compuestos pesados y son dificilmente arrastrados por la

corriente de vapor.



114

5.6 Pruebas para determinar patégenos en el Aceite Esencial
En el Anexo C.10 podemos ver fotografias que indican la ausencia de patdgenos
en el aceite esencial de hierba luisa. A continuacion en la Tabla 5.5 se indica los

resultados que se obtuvieron.

Tabla 5.5 Pruebas para determinar patogenos en el Aceite Esencial de hierba luisa

INDICADORES 1 2 3 4
Microorganismo P N P N P N P N P
Bacterias
Mohos y
X X X X
Levaduras
Pat6genos X X X X

ELABORADO POR: Autora

P=POSITIVO
N=NEGATIVO

A cada muestra se le realizaron las pruebas de patdgenos. Se tiene como
resultado que el aceite esencial no presenta patdgenos.
5.7 Prueba para determinar la actividad antimicética y antibacteriana de

Aceite Esencial:

En el Anexo C.11 podemos ver fotografias que indican la actividad antimicotica
y antibacteriana del aceite esencial de hierba luisa. A continuacion en la Tabla 5.6; 5.7;

5.8 y 5.9 se indican los resultados que se obtuvieron.
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Tabla 5.6 Determinacion de la actividad antibacteriana del Aceite Esencial de

hierba luisa contra E. coli

. 1min. 2min 5min. 10min.
E. coli ATCC 25922 ESPECIFICA!
P N P N P N P N
F1 X X X X
2 X X % N A -Ios 10 -ml
aceite esencial
F3 X X X X |luisa muest
F4 X X X X |actividad anti
F5 X X % % ya que int
crecimiento
F6 X X X X bacteria E. coli

ELABORADO POR: Autora

Tabla 5.7 Determinacion de la actividad antibacteriana del Aceite Esencial de

hierba luisa contra S. aureus

1min. 2min 5min. 10min.
S. aureus ATCC 6538 ESPECIFICA
P N P N P N P N
F1 X X X X
2 % X N N A .Ios 10 .ml
aceite esencial
F3 X X X X |luisa muest
F4 X X X X |actividad anti
5 X X x X ya que inl
crecimiento
F6 X X X X bacteria S. aure

ELABORADO POR: Autora
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Tabla 5.8 Determinacion de la actividad antimicética del Aceite Esencial de hierba

luisa contra C. albicans

. Imin. 2min 5min. 10min.
C. albicans ATCC 10231 ESPECIFI
P N P N N P N
F1 X X X X
2 X X X X E_I acelt_e
hierba luisa
F3 X X X X__|importante
F4 X X X X |antimicotics
£5 X X X X inhibe el cr
la levadura
F6 X X desde el pri
X X
ELABORADO POR: Autora
Tabla 5.9 Determinacion de la actividad antimicética del Aceite Esencial de hierba
luisa contra A. niger
A. nigers ATCC 16404 1min. 2min 5min. 10min. ESPECIFI:
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P N P N P N P N

F1 X X X X
F2 X X N X E_I acelt_e
hierba luisa
F3 X X X X__|importante
F4 X X X X |antimicotice
E5 X X X X inhibe el cre
hongo A. n
F6 X X primer mint

X X

ELABORADO POR: Autora

P=POSITIVO
N=NEGATIVO

A cada muestra se les realizd las pruebas para determinar la actividad
antibacteriana y antimicdtica. Se tiene como resultado que el aceite esencial de hierba
luisa es un potente antimicotico ya que inhibe el desarrollo de hongos y levaduras en un
tiempo muy corto. También se demostré que posee actividad antibacteriana pero inhibe

el desarrollo de las bacterias es un tiempo mas largo.
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VI. DISCUSION

De acuerdo con los andlisis y los datos obtenidos en la parte experimental que se
indican en la Tabla 5.2, el mejor método para extraer el aceite esencial de las hojas de
hierba luisa es a través de una destilacidn por arrastre con vapor, ya que no se modifican

las caracteristicas organolépticas del aceite esencial.

El rendimiento del aceite esencial varia con la época de recoleccion de la planta
y siendo las fechas de cosecha y extraccion distintas con espacios largos de tiempo, el
rendimiento es variable dependiendo de la temperatura ambiental durante este proceso y
debido a que al poseer compuestos con elevada volatilidad éste se va perdiendo en el
aire. Ademas que en la fase de lavado de la planta también existe una pequefia perdida
de aceite esencial. Cabe sefialar que solo se pudo sacar una comparacion del
rendimiento del aceite esencial de 3 indicadores, como se observa en la Tabla 5.1 ya que
solo en esas fechas se recolectd la misma cantidad en peso de las hojas de hierba luisa,
debido a que el huerto medicinal del cual se cosecho la planta era muy pequefio y en las
otras fechas no existia la suficiente cantidad de planta. Es muy importante sefialar que
este dato de rendimiento del aceite esencial no forma parte de los objetivos que se

trazaron para esta investigacion.

Hay que sefialar que en nuestro pais en este afio el clima ha variado mucho y que
el mismo dia se tiene clima calido en la mafiana y en la tarde el clima es frio, o
viceversa, dicho factor también afecta mucho en el rendimiento del aceite esencial,
debido a que la planta genera mas aceite esencial en clima calido, mientras que en clima

frio aumenta la cantidad de agua en las hojas, disminuyendo la produccion del aceite
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esencial.

Las pruebas de coloracion y el analisis del Espectro IR del aceite esencial
indican la presencia de un compuesto que posee un grupo carbonilo libre y de acuerdo
con la bibliografia corresponde a la molécula de citral el mismo que esta presente en
concentraciones altas, este aldehido se encuentra junto a otros compuestos con grupos

funcionales diferentes presentes en menor concentracion.

El anélisis de Espectroscopia de Masas que se encuentra en el Anexo I el cual
fue realizado por ingenieros del Laboratorio de Espectroscopia de Masas de la
Universidad Salesiana, muestra que en la composicion del aceite esencial estan
presentes los siguientes compuestos: 1R B-pineno, linalol, trans crisanterma, B citral,
lemonol, citral ¢, geranil acetato. Estos compuestos juntos le dan la actividad
antimicrobiana que posee el aceite esencial de hierba luisa. Algunos datos que se
obtienen en la bibliografia de otros estudios que se le han realizado al aceite esencial de

hierba luisa, indican el que la molécula de citral sola no actia como antimicrobiana.

En nuestro pais se tienen huertos con plantas medicinales, para usarlas
diariamente en productos de consumo popular en las cominmente llamadas “aguitas de
vieja”, si se explotara y aprovechara todas las propiedades que tienen estas plantas, se
obtendrian productos 100% naturales que nos sirvan como en el caso de este aceite

esencial de hierba luisa que puede ser utilizado como desinfectantes.
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones:

El aceite esencial de hierba luisa obtenido mediante destilacion por arrastre
con vapor conservo todas sus caracteristicas organolépticas durante cuatro

meses, almacenandolo a 4°C y con proteccion de la luz ultravioleta del sol.

El aceite esencial de hierba luisa presenta altas concentraciones del
aldehido citral que junto con otras moléculas con grupos funcionales en
menores proporciones: B-pineno, linalol, trans crisanterma, lemonol,
geranil acetato, le dan la actividad antimicrobiana que posee el aceite

esencial.

El aceite esencial de hierba luisa posee una mayor actividad antimicotica
que antibacteriana, ya que inhibi6 totalmente el crecimiento de la

levadura C. albicans ATCC 10231 y del hongo A. nigers ATCC 16404.

El aceite esencial extraido de la planta de hierba luisa ecuatoriana posee
una alta actividad antimicotica inhibiendo el crecimiento de la levadura C.
albicans, a diferencia de los datos obtenidos en la bibliografia del aceite
esencial proveniente de la planta de hierba luisa cubana que no inhibe el

crecimiento de este microorganismo.
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El porcentaje de rendimiento del aceite esencial de hierba luisa varia entre
los meses de Mayo (0,714% - 1,485%) a Junio (1,188% - 1,178%), debido
a factores como las condiciones climaticas al momento de la cosecha las
cuales iban variando de templado-humedo a calido-himedo, o viceversa, la
cantidad de planta recolectada y el tiempo que transcurrié desde que la
planta fue cosechada hasta el momento de la destilacion. Siendo el clima
mas apto para cosechar la planta de hierba luisa el calido-himedo (dato

obtenido en la bibliografia)

Los datos obtenidos en el aceite esencial de hierba luisa de: densidad
relativa, indice de refraccion y pH concuerdan con los datos encontrados

en la bibliografia.

La investigacion del aceite esencial de hierba luisa es muy importante para
la obtencion de productos 100% naturales como antimicrobiales, pero
debido a factores economicos este proyecto se ve limitado al estudio de la

planta cultivada en la Sierra Ecuatoriana.

7.2 Recomendaciones:

Se debe destilar las hojas de hierba luisa el mismo dia que se las cosecho

para evitar disminucion en el rendimiento del aceite esencial.

Se debe limpiar la planta antes de pesarla, para evitar contaminantes.
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Controlar la temperatura a la cual va a ser extraido el aceite esencial para

evitar que este pierda sus caracteristicas organolépticas.

Las condiciones de almacenamiento deben ser apropiadas como bajas
temperaturas y protegidos de los rayos UV para evitar reacciones que
cambien las caracteristicas propias del aceite por un periodo determinado

de tiempo.

No se aconseja el consumo (oral o cutaneo) del aceite esencial puro, pues
constituye un producto de alta concentracion y puede ser perjudicial para la
salud, debido a que al estar tan concentrado puedo producir quemaduras,
manchas, entre otras molestias. Razon por la cual siempre se lo debe diluir

en un aceite bhase.

Para tener un estimado real del rendimiento de aceite esencial de la planta
de hierba luisa, se debe realizar un estudio tomando en consideracion
factores como la fecha de cosecha (un minimo de 6 cosechas variando de

mes) cantidad de planta recolectada, el clima, el cultivo, entre otros.

Seria muy interesante continuar la investigacion del aceite de hierba luisa y
realizar una comparacion de la actividad y rendimiento del aceite esencial
de las tres regiones del pais, haciendo un control de malezas, riego y abono
para determinar los factores temperatura y altura en la concentracion y

actividad que estos pueden presentar.
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