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RESUMEN

Tagetes erecta L. especie vegetal del bosque y sotobosque amazdnico cuyas flores
contiene carotenoides que son utilizados para dar coloracion a la carne y huevos de
las aves de corral, sin embargo, las hojas que contienen aceite esencial no han sido
estudiadas, el proposito de este trabajo fue aislar y caracterizar el aceite esencial de
las hojas de T. erecta L recolectada en la comunidad de Zungarococha, San Juan
Bautista, Maynas, Loreto. La extraccion del aceite esencial fue utilizando solventes. La
caracterizacion fisicoquimica se realizd6 mediante la determinacion de los parametros
fisicoquimicas y por analisis cromatografico con espectrometria de masas el nimero
de componentes. Las pruebas fisicoquimicas dieron como resultado lo siguiente:
densidad 0,8132 g/cm?, indice de refraccion 1,468 y la prueba colorida positiva. Se
determinaron 22 compuestos siendo los mayoritarios: Piperitona 28,98%, D-limoneno
13,79%, PB-Linalool 8,95%, B-cis-Ocimeno 6,03%, Terpinoleno 5,42%, B-Feniletil
acetato 3,94%, B-Cariofileno 3,11%, a-pineno 2,79% y Sabineno 2,01%. El aceite
esencial de T. erecta Linn de la Regidn Loreto por contener un 28,98% de Piperitona
gue no esta presente en ninguna de las especies del género Tagetes constituye un

nuevo Quimiotipo.

Palabras clave: Aceite esencial, Tagetes erecta L, caracterizacion fisicoquimica,

cromatografico.



ABSTRACT

Tagetes erecta L. A plant species of the Amazon forest and understory whose flowers
contain carotenoids that are used to give color to the meat and eggs of poultry,
however, the leaves that contain essential oil have not been studied, the purpose of
this The work was to isolate and characterize the essential oil from the leaves of T.
erecta collected in the community of Zungarococha, San Juan Bautista, Maynas,
Loreto. The extraction of the essential oil was using solvents. The physicochemical
characterization was carried out by determining the physicochemical parameters and
the number of components by chromatographic analysis with mass spectrometry. The
physicochemical tests resulted in the following: density 0.8132 g/cm?, Refractive Index
1.468 and the positive color test. 22 compounds were determined, the majority being:
Piperitone 28.98%, D-limonene 13.79%, B-Linalool 8.95%, [B-cis-Ocimeno 6.03%,
Terpinolene 5.42%, B-Phenylethyl acetate 3.94%, B-Caryophyllene 3.11%, a-pinene
2.79% and Sabinene 2.01%. The essential oil of T. erecta Linn from the Loreto region,
because it contains 28.98% of Piperitone, which is not present in any of the species of

the genus Tagetes, constitutes a new Chemotype.

Key words: Essential oil, Tagetes erecta L, physicochemical characterization,
chromatographic.



INTRODUCCION

En la Amazonia Peruana no se ha realizado un proceso de investigacion Fitoquimica
pionera en afan de encontrar especies vegetales con contenido de aceites esenciales,
en este contexto se precisa realizar el estudio de Tagetes erecta L, (rosa sisa), cuyas
hojas contienen aceite esencial, pero son desestimados a pesar de que ofrece mayor

ventaja comparativa para ser usado en la industria de los aceites esenciales.

Soukoop en su obra vocabulario de los nombres vulgares y catalogo de los géneros
hace un recuento de las especies vegetales en el que sefiala por primera vez a T.
erecta L, (rosa sisa). Judd et al, menciona a T. erecta L, (rosa sisa) como una planta
ornamental, que ha sido naturalizada y tienen una importante adaptacion que poseen
olores sui-generis, solo parcialmente son usados por otros fines tales como en la
industria de los colorantes naturales cuyas flores aportan luteina una xantofila (grupo
carotenoide) que se afiade al alimento de aves para dar coloracion a su carne y huevos
1, 2).

Existen estudios realizados por otros autores sobre el aceite esencial de Tagetes
erecta L, en otras regiones del mundo, podemos citar a Baslas, RK. et al. (3) que aislo
y caracterizo el aceite esencial de T. erecta L de la India, los principales componentes
fueron el Linalool y limoneno, Alok, K. et al. (4) aislé aceite esencial de las flores y
hojas de Tagetes erecta L del norte de la India, determino 43 componentes en las hojas
y 45 componentes en las flores, Isiaka, A. et al. (5) también aisl6 aceite esencial de las
hojas y flores de T. erecta L. de Suroeste de Nigeria determino 32 componentes en las
hojas y 28 componentes en las flores. También existen estudios de otras especies del
género Tagetes. Entre ellos tenemos a Diaz Cedillo, F. et al. Que aisl6 aceite esencial
de T. parryi A. determind 7 componentes y de T. lacera 6 compontes y Segovia, |. et
al. Aislo, determind sus componentes y realizé pruebas de actividad antibacteriana de
T. elliptica Smith de la Regién Ancash, pero no existe estudios de T. erecta L, en la
Amazonia Peruana por lo que no se cuenta con informacion acerca de los

componentes de esta especie.



Si no se realiza el trabajo de esta especie que crece en la Amazonia Peruana, no se
puede conocer los componentes que posee, ni la naturaleza de esos metabolitos que
permitiria el aprovechamiento de esta especie con fines de obtener aceite esencial e
indicar su mayor ventaja de uso ya sea en la industria farmacéutica, cosmética,
perfumista o alimentaria. Ademas, no se puede indicar si esta especie es un nuevo
quimiotipo en relacion a las especies estudiadas en otras partes del mundo, ya que
una especie, aunque sean las mismas cuando crecen en diferentes latitudes producen
diferentes metabolitos, caracteristica que se conoce con el nombre de quimiotipo (raza

quimica).

En base a estas consideraciones, el objetivo fue aislar aceite esencial de las hojas de
T. erecta L. y determinar las propiedades fisicoquimicas, también se encontr6 el
namero de componentes y la naturaleza quimicas de cada uno esos componentes
comparados con el resultado de otros estudios. Nos indica que T. erecta L. de la

Amazonia Peruana es un nuevo quimiotipo (raza quimica).

Formulacién del problema

¢ Es posible realizar el andlisis de las hojas de Tagetes erecta L, por cromatografia
HRGC-MS?



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

Baslas, RK. et al. (1981), en su articulo “Chemical Examination of Essential Oil From
The Leaves of Tagetes erecta Linn, aislé de las hojas aceite esencial por arrastre de
vapor y analizd sus componentes, con técnicas de espectrometria infrarroja,
cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia de gases que le permitié determinar
los componentes siguientes: d- limoneno 19,67%, a- pineno 1,36 %, B- pineno 0,80%,
Dipentano 0,67%, Ocimeno 7,61%, B-Felantreno 4,97%, Linalool 26,80%, Mentol
0,93%, Tagetona 3,39%, también, usando técnicas combinadas tales como
espectrometria infrarroja, resonancia magnética nuclear, cromatografia de capa fina
(TLC) y cromatografia de gases encontré la presencia de Geraniol 0,86 %, Nonanol
1,34%, usando espectrometria infrarrojo, refractometria, cromatografia de capa finay

cromatografia de gases, encontré la presencia de Linalool acetato (3,56%) (3).

Alok, K. et al. (2004), en su articulo “Composition of the Essential Oils of the Leaves
and Flowers of Tagetes erecta L.”, extrajo aceite esencial por hidrodestilacion en un
aparato tipo Clevenger de las hojas y flores de T. erecta L. de norte de India y analizado
en un cromatografo de gases y espectrometria de masa. En el aceite de las hojas
determinaron 43 componentes los principales fueron: pipiritone 52,4%, terpinoleno
11,2%, limoneno 7,6%, piperitenone 5%, (Z)-myroxide 4,2%, indole 2,3% a-terpineol
1,8% y (E)-tagetenone 1,8% y en el aceite de flores determinaron 45 componentes los
principales fueron: pipiritone 28,5%, piperitenone 11,0%, (Z)-myroxide 7,9%,
piperitenone oxide 7,2%, B-caryophyllene 7,1%, limonene 6,9%; terpinoleno 4,7%,
dihydrotagetone 3,1%, (Z)-B-ocimene 2,8%, linalool 1,9% y germacrene D 1,5%. El
autor sefiala que la alta concentracion de pipiritone en el aceite de las hojas, T. erecta

L seria una fuente alternativa para perfumeria (4).



Isiaka, A. et al. (2006), publicaron un articulo bajo el nombre de The Essential OIl
from the Leaves and Flowers of “African Marigold,” Tagetes erecta L. aislaron aceite
esencial por separado de las hojas frescas y flores por hidrodestilacion en un aparato
tipo Clevenger de T. erecta L. de suroeste de Nigeria y analizado en un cromatégrafo
de gases y espectrometria de masa. En el aceite de las hojas determinaron 32
componentes, 11 monoterpenos hidrocarbonados 15,6% y los principales fueron (E)-
B-ocimene 6,7% y limonene 4,1%, 13 monoterpenos oxigenados 75,2% los principales
fueron piperitone 50,7%, piperitenonel3, 2%, camphor 4,7% y 1,8-cineole 2,0%, 6
sesquiterpenos hidrocarbonados 2,2% el principal es el B-caryophyllene 1,6% y 2
hidrocarburos alifaticos 0,8%. Y en el aceite de flores determinaron 28 componentes,
6 monoterpenos hidrocarbonados 20,2% los principales fueron a-pinene 11,7% vy
sabinene 5,6%, 13 monoterpenos oxigenados 61,1% los principales fueron 1,8-cineole
23,1%, a-terpineol 10,7%, piperitone 8,0% y piperitenone 4,0%, 7 sesquiterpenos
hidrocarbonados 11,4% los principales fueron B-caryophyllene 3,3%, allo-

aromadendrene 2,3% Yy a-longipinene 2,0% y 2 hidrocarburos alifaticos 0,8% (5).

Segovia, I. et al. (2010), en su tesis “Composicion Quimica del aceite de Tagetes
elliptica Smith “chincho” y actividad antioxidante, anti-bacteriana y anti fungica”, aislé
aceite esencial de las hojas recolectadas a orillas del rio santa en Huaraz por arrastre
de vapor de agua, y determiné por cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC/EM) los componentes siguientes : 2- metil-1-butil acetato, 2(10)-pineno, [1S,5S)-
(-), a — pineno, 4 — etil — 4 metil — 1 — hexano, 1 — Pentanol 5 — (ciclopropil metileno),
3-t-butil-6-metil-2H-pirano, Verbenona, acido ciclopropanocarboxilico 2-metil-2,6-di-t-
butil-4-metilfeniléster forbolico, Ambrosin, butanimida, metoxicitronelol, Isocariofileno,

a-cadineno, cadino-3,9 dieno, a- cadinol (6).

Diaz, F. et al. (2012), en su articulo “Composicion del aceite esencial de Tagetes parryi
A, aislé por hidrodestilacion de las partes aéreas de la planta, procedente del Estado
de San Luis de Potosi, México, el aceite esencial y usando CG- MS, encontré 7

componentes: canfeno 9,6% ,3, 6, 6-trimetil2-norpinanol 9.10%, Anisol 6,0%, 4-



isopropil-1-metil-2-ciclohexenol 5,0%, Cineol 4,8%, eugenol 1,4% y a-terpineol 1,2%

).

Diaz, F. et al. (2012), también estudi6 la especie Tagetes lacera bajo el Titulo,
“Composicion del aceite esencial de Tagetes lacera” planta endémica de la baja
california sur, donde sefiala que aisl6 por hidrodestilacibn empleando la parte aérea
de esta planta, e identificandolos por CG-EM encontro los compuestos siguientes: E-
Tagetona (26,2%), crisantenona (2,8 %). Verbenona (22,1%), a-Thujeno (20,5%), B-
pineno (3,1%), y a- pineno (1,9%), como aromas mas significativos que representan el
73,8% de abundancia (8).

1.2 Bases teodricas

1.2.1 Especie en estudio Tagetes erecta Linn “rosa sisa”

Identificacion Taxondémica.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Genero: Tagetes

Especie: Tagetes erecta Linn
Nombre Vulgar: rosa sisa, aya sisa

Descripcidn botanica: Planta herbacea de hojas opuestas dividida en foliolos, las hojas
superiores algunas veces alternas, disectadas con venacién palmada. Flores
bisexuales densamente agregadas en un numero indeterminado de cabezas que estan
rodeadas por una envoltura de bracteas simetria radial o bilateral, sépalos altamente
modificados, con 5 pétalos connatos formando un corola radial, tubular y bilateral con

2 labios, usualmente con 2 pétalos en el labio superior y 3 pétalos en el labio inferior



o formando una corola bilateral carente de un labio y el labio inferior elongado, las
anteras son usualmente connatos 2 carpelos connatos, ovario infero con
placentacion basal, 2 estilos ramificados, un 6vulo por ovario, el fruto es un aquenio
coronado por un caliz alternante. En las hojas verdes contiene aceite esencial y en la

flor luteina (2).

Distribucidén y ecologia: Es una planta cosmopolita se encuentra especialmente en
regiones templados o tropicales, pero también abunda en suelos secos, no es un

género muy abundante, pero crece en comunidad cuando se hacen plantaciones (2).

Usos e informacién etnobotanica: T. erecta se usan para incorporar en el alimento de
aves de corral para dar coloracion al huevo y carne por la presencia de un pro-
carotenoide conocido como luteina. En la Amazonia esta planta es usada como
ornamental, pero también para el tratamiento del “sindrome del mal aire” en nifios entre

1 a 4 afos.

1.2.2. Sustancias aromaticas

Los aceites esenciales son sustancias volatiles olorosas que se encuentran en los
organos vegetales y se caracterizan por ser sensibles al 6rgano del olfato, en seres
humanos, mamiferos y pajaros debido a que en las fosas nasales existen receptores
que captan las moléculas olorosas (10,11). El olfato y gusto son nuestros sentidos mas
antiguos probablemente desarrollados en organismos muy primitivos como un
artefacto para obtener informacion acerca de los cambios quimicos medio ambientales
(10,12).

P4jaros diurnos, animales acuéticos confian en lo que captan con el sentido del oido,
para el hombre y los monos el 6rgano de la vision es fundamental, pero otras especies
como los insectos usan las antenas y el gusto, como sentidos quimicos; a través de
las cuales, obtienen informacion acerca del mundo en el cual viven, siendo el olfato
una importante fuente de informacion sin que eso suponga que en la naturaleza se
haya desarrollado un importante y sofisticado sistema, para el analisis de las

sustancias quimicas que se difunden en el medio ambiente (10,12).



Los organismos vivientes usan los sentidos quimicos como un medio de comunicacion,
gue se capta y se va acumulando en la memoria como un recurso involuntario que se
codifica y luego aparece como componente de la herencia olfativa (10). La volatilidad,
de los aceites esenciales constituye un factor importante en la comunicacién quimica,
cuanto mas volatil es una sustancia tiene mayor capacidad de difusion en esto reside
la facilidad para que los insectos cumplan su papel en la polinizaciony en la dispersion
del polen como un hecho indispensable, una forma de afirmacién de la vida vegetal y
animal, los olores tienden a difundirse por anemotoxia positiva suele decirse que las
moléculas olorosas se difunden sin ser detenidas durante su viaje sorteando los flujos
turbulentos de las nubes porque lo hacen con una elevada energia cinética superior
a la energia potencial de una barrera infranqueable que es superada mediante el
denominado “Efecto Tunel” de la mecanica cuéntica (11,12).

1.2.3. Propiedades del aceite esencial

A todo aceite esencial le caracterizan 3 propiedades sobresalientes y son las
siguientes (10).

Carécter: dado por los compuestos aromaticos de mayor volatilidad son estos los que
se distinguen con mayor nitidez por ser de naturaleza monoterpenoidal, tienen menor

peso molecular poseen estructuras Cio, Y tienen mayor presion de vapor.

Intensidad: dada también por los componentes mas volatiles que tienen mayor presion
de vapor y se manifiesta como la fuerza con la que trasciende el aroma en el medio
para que pueda ser percibida facilmente por el olfato o por las antenas del insecto,

también esta propiedad es propia de los Monoterpenos.

Persistencia: es la capacidad de permanecer mayor tiempo en el medio donde se ha
esparcido y en la que los sesquiterpenos moléculas de estructuras Cis que acompafian
a los monoterpenos intervienen como sustancias fijadoras del aroma de las sustancias

mas volatiles.



1.2.4. Localizacién de los aceites esenciales en los 6rganos vegetales

Los aceites esenciales se encuentran en las plantas casi exclusivamente en el gran
grupo de las faner6gamas es decir plantas que poseen flores y semillas actualmente
conocidos como las Magnoliophytas pertenecientes a los oOrdenes: Magnoliales,

Laurales, Rutales, Asterales y Lamiales (11,12).

Los aceites esenciales pueden encontrarse en todos los 6érganos vegetales por
ejemplo flores (Bergamota, Nardo y Rosas), en hojas (Toronjil, laurel y eucalipto), en
raices (vetiver), rizomas (jengibre), lefios (palo de rosa), corteza (canela), frutos (anis,
clavo), semillas (nuez moscada) (11).

Cuantitativamente el contenido de aceite esencial en las plantas es muy bajo,
normalmente inferiores al 1% pero también hay quienes tienen porcentajes mas
elevados como los botones florales del clavo que poseen el 15% del peso de la
muestra en forma excepcional, pero en la mayoria de las plantas nunca varia el
contenido entre 1-3 % y mas bien hay valores relativamente bajisimos de (0,001%)
(11), que poseen olores excepcionalmente gratos y que por esta razén son requeridos,
caso de las orquideas y los lotos, cuyos aromas por encontrarse en cantidades

minimas se trata de sintetizarlas.



1.2.5 Biogénesis de los aceites esenciales

A. Biogénesis de los Monoterpenos

El acido mevaldnico por reaccion con el pirofosfato forma el pirofosfato
fosfomevalonato, que por rearreglo molecular se transforma en pirofosfato de
isopentenilo y por isomerizacion en pentenil pirofosfato de acuerdo con la reaccion

siguiente: P,0,H,

M M J N

OPP

Acido mevalonico Pirofosa 1*- Isopentenil
Fosfomevalona

pirofosfato

!
A

Pentenil
pirofosfato

H
1, Y, 2= YN
oPP opp Sintasa OPP —> Monoterpeno C,,

Geranil pirofofato

El pentenil pirofosfato y el A3 — isopentenil pirofosfato por accién del geranil pirofosfato
sintasa forman el geranil pirofosfato que al perder el OPP se transforma en

monoterpeno.



B. Biogénesis de sesquiterpenos
Luego el monoterpeno geranil pirofosfato por interaccion con el isopentenil pirofosfato

da lugar al sesquiterpeno Cis

OPP

— —  Sesquiterpeno C,g
OPP

Geranil pirofofato Farnesil pirofostato

C. Biogénesis del aceite esencial via shikimato

El acido shikimico por reacciones sucesivas forma el acido prefénico, este acido

también por reacciones sucesivas forma los derivados fendlicos del modo siguiente

(8):

OH
H\(\ COOH GOOH HOOC
PO OH \[r — Fosfoenol COCH

) Plruvato
Eritrosa - 4 - fosfato Fosfoenol Piruvato HO OH

ACIdO prefenlco

A3OC]©/\/\OH
O
Coniferina
@]

Eugenol

OH
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1.2.6. Métodos de obtencién del aceite esencial

Por arrastre de vapor: El método tiene tres variantes: segun la textura y fragilidad de
la materia prima, la primera posibilidad consiste en sumergir directamente el material
vegetal intacto o pulverizado en agua hasta ebullicion (100°C), los principios volatiles
son arrastrados y después de condensarse el destilado al pasar por el refrigerante se

separa por decantacion (11).

La segunda posibilidad estad referido a los productos que pueden alterarse por
ebullicibn prolongada en este caso se sumerge en agua la materia prima, los
compuestos volatiles son arrastrado por el vapor producido por un generador que se
inyecta directamente en el medio donde se halla la materia prima con este vapor se

separa el aceite esencial que asciende al refrigerante (11).

El tercer caso es aquel que la materia prima es sometida directamente a la accién de
una corriente de vapor sin maceracion previa, el agua saturada de aceite esencial, que
se recupera en el destilado se reenvia al destilador (primer caso) al final de la

operacion el agua aromatizada o re- extraida puede ser reutilizado como solvente (11).

Por expresion: Se aplica en pericarpios frescos de citricos, que se escarifican y
cuando se rompen las cavidades secretoras el aceite esencial fluye y se recupera
manual o mecénicamente, existen diferentes variantes en la aplicacion de este
principio: por ejemplo rallando las pieles en corriente de agua y separandolo de la fase
acuosa por centrifugacion, otro procedimiento es el de aplastamiento de los frutos
enteros entre dos rodillos cilindricos metélicos (prensa),seguido de eliminacién de los
desechos solidos y separacion del aceite esencial contenido en el zumo donde
sobrenada, se separa por centrifugacion el aceite esencial es posible recuperar una
nueva porcién de aceite esencial, por arrastre de vapor de agua de los materiales

solidos residuales(11).
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Extraccion con solventes: Pybus, D. et al. Propuso un método muy funcional para
obtener el aceite esencial tratando el material vegetal segun el esquema siguiente (ver
fig. 1)

Materia Vegetal
" <<\”"/
el ¥ 00’.9
o| B @a
=| 8
5| <
vl @
Pl €
3 x| g
Tintura = S Pomada
Y
Concreta 3
(Resinoide) 3
£
&
o
0
S g
& &
g &
IS4
Analisis por HRGC-MS Andlisis por HRGC-MS
Analisis Propiedades l«——| Aceite Esencial Absoluto | —| Anlisis Propiedades
Fisicoquimicas Fisicoquimicas
<
o
i
g
g
y
a
v
Aceite Esencial
Desterpenado

Figura 1. Esquema de extraccion del aceite esencial con solventes

Fuente: The chemistry of Fragances de Pybus D. y Sell CH.

12



De acuerdo con la Fig.1 en este esquema, solo hay una linea de extraccion exclusiva
con solventes polares, como solvente el etanol para obtener tinturas, opcion aplicada
a la esperma de la ballena y cachalote que produce un terpeno conocido como
Ambreina que lo genera en su tracto intestinal (10). Pero las concretas (resinoide) y
pomadas se obtienen con solventes de baja polaridad que luego se extraen con alcohol
y se destila para obtener la esencia absoluta (Absoluto) pero cuando se elige un
solvente de extraccion del aceite esencial este debe cumplir los requisitos

siguientes:(11).

Poder de disolucion, temperatura de ebullicion, poder de penetracién del solvente,
facilidad de reciclaje y caracteristica del 6rgano vegetal. Los solventes de extraccion

apolar mas utilizados son: pentano, hexano y éter de petroleo.

1.2.7. Extraccién con gases licuados. Método de los fluidos sUper criticos

Un caso particular de este método es la utilizacién del diéxido de carbono liquido o en
estado super critico, el inconveniente es el costo de las instalaciones, pero el método
ofrece ciertas ventajas tales como: inocuidad, no inflamabilidad, la temperatura de

manipulacion es baja y hay recuperacion del solvente (11).
1.2.8. Medicion de parametros fisicoquimicos

Densidad: Se determinara por el método picnométrico que es el de mayor precision
en relacién con el método de la balanza de Westphal, para la cual se debe calibrar el
picndmetro de Weld, que se halla calibrado a 20° C, y recalibrarlo en funcion de la
temperatura del laboratorio donde se realizara el experimento, con este propdsito se
introduce agua destilada libre de gases, en el interior del picnédmetro, conociendo la
temperatura del agua a nivel del laboratorio se busca su densidad a esa temperatura
en el Handbook of Chemistry and Physics CRC- Press USA en la pag. F-10 de este
manual con la densidad del agua a la temperatura experimental es posible poder
determinar indirectamente el volumen del picnometro (13). La densidad del aceite
esencial es un indicador importante si este es menor de 0,9 es facil predecir que

contiene un alto porcentaje de hidrocarburos terpénicos, pero si es mayor de 0,9 se
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debe a la presencia de compuestos oxigenados alifaticos (9). Y si es mayor de 1 es

porque contiene aceites esenciales de naturaleza fendlica.

indice de refraccion: Se mide en un refractometro ABBE, en los modelos disponibles
los rangos son n = 1,30 — 1,71 yde 1,45 — 1,84. La reproducibilidad de las lecturas
individuales tiene un error cuyo valor es muy pequefio de 0,0002 conocida como indice
refractivo.

El valor del indice de refraccion en el instrumento se lee directamente, la fuente de luz
que se emplea es una luz blanca de sodio el equipo posee dos prismas de vision
directa, llamado prismas de Amici, una arriba del otro frente al objetivo telescopico,
gue se construye de variedades diferentes de vidrio y estan disefiados para no desviar
el rango de la luz correspondiente a la linea D de la luz del sodio.

Con un refractobmetro ABBE de precision se obtiene una reproductibilidad mejorada y
puede aprovecharse los rangos entre 1,30 — 1,50; 1,40 - 1,70y 1,33 — 1,64. Si el indice
de refraccion de un aceite esencial es menor de 1,47 se puede predecir la presencia
de un alto porcentaje de hidrocarburos terpénicos o de componentes alifaticos, si a la
vez la densidad es mayor de 0,9 y el indice de refraccion menor de 1,47 es posible
que en el aceite esencial haya presencia de compuestos oxigenados alifaticos.

La densidad es inversa del indice de refraccibn por eso existe una importante

correlacion entre ambos parametros.

Solubilidad: Se usa para medir la miscibilidad del aceite esencial en soluciones de
alcohol, es util para averiguar el contenido de sustancias oxigenadas alifaticas en el
aceite esencial para lo cual se preparan soluciones etandlicas de 95%, 90%, 80%,
70%,60%, 50% en peso, para esta determinacion se pone 1 ml de esencia en una
probeta de 10 ml y graduado en 0,1 ml, y en un tapon de cierre hermético se afiade
lentamente en porciones pequefias soluciones etanolicas de la concentracion

adecuada, después de cada adicidn se sacude la mezcla (11).

Reacciones coloridas: Para averiguar si el aceite esencial contiene componentes de
estructuras alcohdlica se mezcla unas gotas de aceite esencial, 8 gotas de disulfuro

de carbono y 100 mg de KOH triturado. La mezcla se agita 5 minutos, en caso positivo
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aparece una coloracion o un precipitado amarillo debido a los xantatos; si no hay
reductores se afiade 2 gotitas de molibdato de amonio al 1%, cuidadosamente se
acidula la mezcla con H2SO4 1M, se enfria en bafio de Hielo, luego se agrega 4 gotitas
de cloroformo, se agita la mezcla y se deja estratificar, debe observarse si la capa
cloroférmica muestra color violeta en este caso es por la presencia de alcoholes. Los
aldehidos y las cetonas forman un precipitado amarillo o rojo, cuando a una gota del
aceite esencial se le agrega 2 gotas de etanol y una gota de solucién de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, los precipitados rojos indican carbonilos aromaéticos, los

anaranjados carbonilos a, 3 insaturados y los amarillos carbonilos saturados (9).

1.2.9. Determinacion de los compuestos del aceite esencial

Analisis de los componentes por cromatografia HRGC-MS: La cromatografia de
gases esta especialmente indicada en el analisis cualitativo y cuantitativo de los
aceites esenciales, para la identificacion de los componentes del aceite esencial
utilizamos cromatografia de gas liquido que esta basado en el reparto del analito entre
una fase movil gaseosa y una fase liquida movilizada sobre la superficie de un sélido
inerte adherido en las paredes del tubo capilar. El instrumento consta de un tanque de
gas portador, una camara de inyeccién de la muestra, un horno, con temperatura
controlada por rampas hasta 300°C una columna de gran longitud enrollada en forma
de espiral, dentro del horno un detector de espectrometria de masas de los
compuestos que se separan en la columna, un sistema de datos y el aparato de

registro de los resultados (14).

Una vez separado los componentes, actla el detector de espectrometria de masa
ajustable a cualquier especie con una sensibilidad de deteccién de 0,25-100 pg.
(Picogramos), técnica cromatografica que se conoce como HRGC-MS (14).

El espectrometro de masas que acomparia al cromatografo es un potente detector de
alta sensibilidad, basado en la ionizacion de las moléculas y en la fragmentacion de
las moléculas segun su relacion masa/carga (m/z) en un sistema que funciona al vacio,

los iones que llegan al detector producen una sefal eléctrica ampliada, por un
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transductor, a su vez la sefial es procesada y registrada en un ordenador dando lugar
al correspondiente espectro de masas que es una representacion gréfica.

Esta técnica puede aplicarse tanto en analisis cualitativa como cuantitativa de una
muestra siendo la combinacion de cromatografia de gases y espectrometria de masas
la més potente y de alta precision. En la que respeta al andlisis cuantitativo, la
intensidad i6nica detectada se puede correlacionar con la cantidad de sustancias
presentes en la muestra, para llevar a cabo una cuantificacién de calidad es necesario

disponer de patrones de referencia y realizar una buena separacion cromatografica.

Eleccion del equipo para el andlisis de aceite esencial por cromatografia de
gases acoplado aun espectrometro de masas: Obtenido el aceite esencial en forma
de esencia absoluta 1ml serd remitido al laboratorio de Investigacion en Productos
Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) de Lima, que cuenta
con un sistema GC-MS, con analizador de triple cuadrupolo (QQQ), compuesto de un
cromatografo de gases marca Agilent Technologies 7890A y un detector de
espectrometria de masas Agilent Technologies 5975C.

1.3 Definicién de términos basicos

Aceite esencial: Es una sustancia aromatica que esta presente en los 6rganos
vegetales, contienen sustancias quimicas naturales que le dan su "esencia" (olor y

sabor especificos) a las plantas.

Parametros fisicoquimicos: Son variables que caracterizan a cada aceite esencial
tales como densidad, indice de refraccion, solubilidad, reacciones coloridas a travées

de las cuales se distingue el tipo de moléculas que posee un aceite esencial.

Cromatografia de gases HRGC-MS: Es un método de andlisis de los aceites
esenciales que da excelentes resultados por su rapidez y precision, con este equipo
se puede determinar el nUmero de componentes presentes que el aceite esencial, la
abundancia porcentual de cada uno de ellos, el tiempo de retencion, que indica el

momento en que se separa cada compuesto en la columna cromatografica.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacion de la hipétesis

Las propiedades y los componentes que caracterizan al aceite esencial de las hojas
de T. erecta L. pueden determinarse por pruebas fisicoquimicas y cromatografia de

gases de alta resolucién acoplado a un espectrometro de masas HRGC- MS.

2.2 Variables y su operacionalizacién

2.2.1. Variable independiente:

e Hoja de Tagetes erecta L. (rosa sisa)
2.2.2. Variable Dependiente:

e Aceite esencial
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Operacionalizacion de variables

Tagetes erecta L.

cromatografia de gases de alta resoluciéon
HRGC-MS, presenta parametros Unicos que
lo identifican

e NUmero de
componentes

e Abundancia

e Tiempo de
retencién

¢ Porcentaje
e Indice de Kovats
minutos

Cromatograma

Tipo de Escala de
Variable Definicia wal variable Indicador medicion Medio de
) efinicién conceptua A
de estudio Por su verificacién
naturaleza
Propiedades El aceite esencial obtenido de hojas de |Cuantitativa e Densidad g/cm? Valores de los
fisicoquimicas del Tagetes erecta L. Presenta determinadas « indice de Numero ordinal parametros
aceite esencial. propiedades fisicoqufmicas, que lo refra_c-c-ic')n . fisicoquimicos
caracterizan como Unico. * Solubilidad porcentaje
¢ Reacciones coloracioén
. . . . coloridas
Componentes del aceite | L& composicion del aceite esencial de hojas
esencial de hoja de|de Tagetes erecta L. Determinada por|Cuantitativa o NUmero ordinal
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio

El tipo de investigacion descriptiva, disefio no experimental y transversal, porque los
variables de estudio no se manipulan, los datos se recolectan en un solo momento
mediante experimentos en el laboratorio segin Hernandez Sampieri Roberto et al.
(15), los sujetos de estudio no se toman en forma aleatoria, ya que todas las hojas
contienen los mismos componentes ademas las mediciones en laboratorio de quimica
se realizan con equipos de alta precision y exactitud.

En este disefio no experimental y transversal, la experimentacion que fueron
realizados en el laboratorio, constituye un algoritmico de operaciones basicas que
permitieron la transformacién de la materia prima (hojas) en una secuencia ordenada,
hasta la obtencién del producto final y el andlisis de los componentes del aceite

esencial.

3.2 Diseio muestral

Cuantitativa: porque se recopilo y analizaron los datos obtenidos de distintas fuentes
con intervencion del investigador, el aceite esencial de la especie Tagetes erecta L,

proveniente del Centro Poblado Nina Rumi.

Area de estudio: Laboratorio de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), ubicada en la calle pevas 5' cuadra de la

ciudad de lquitos, capital del departamento de Loreto.

Poblacion vegetal: Estuvo constituido por hojas de la especie Tagetes erecta L, que
crece con profusion (abundancia) en la zona de Zungarococha distrito de San Juan
Bautista, Provincia de Maynas, Region Loreto.

Muestra vegetal: 10 kilogramos de hoja frescas de Tagetes erecta L, que se hallaba

formando una comunidad vegetal.
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Los criterios de inclusién consideraron recolectar hojas de mayor tamafio y turgencia
de plantas que no estaban en floracion. Se excluyeron hojas secas y/o atacadas por

insectos.

3.3 Procedimientos de recolecciéon de datos

A. Colecta de muestras vegetales: Las muestras vegetales se recolectaron en el
centro poblado de nina rumi — rio nanay, distrito de San Juan Bautista, Region Loreto,
tomando datos georreferenciados (3°50°30.52” S 73°22°51.29” O) y una Altitud de 120

msnm, del lugar donde fueron ubicadas.

Se tomaron fotografia para documentar el estudio, luego se recolectaron las hojas
cortandolas con tijeras podadoras. Y se depositaron en una bolsa de color negro para
luego transpoértalo hasta el laboratorio de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP).

B. Preparaciéon y limpieza de muestras Vegetales: Se limpiaron las hojas, y se
procedid a lavar con agua destilada para luego secar sobre papel de filtro y aire
acondicionado a una temperatura de 17°C, simultAneamente se procedié a
seleccionar las hojas para la elaboracion de la exsicata para su posterior identificacion

y certificacion.

C. Certificacion de la especie vegetal: El especialista del Herbarium Amazonense
de la Universidad Nacional de la Amazonia peruana (UNAP), certifico la especie
vegetal y entrego una constancia con su respectivo codigo de identificacion, siguiendo

los criterios taxondmicos de Arthur Cronquist.

20



3.4 Procesamiento y analisis de los datos

Las etapas del procesamiento de la muestra para la obtencion del aceite esencial de
las hojas de T. erecta Linn. Se muestra en el siguiente diagrama de bloques.

Eter de petroleo [

!

Materia S i6 EP+Aceite
. Lavado . . eparacion .
prima Secado |—» Extraccion (> Fitracion > defases | | esenci

! Y

!

! Desechos | |Fase acuosa|  |Destitacion de
[dentificacion EP+ Agelte
botanica gsencial

!
Na2804c0n‘_ Aceite |, Secado con
humedad esencial | Na,SO,

!

Esencia ahsoluta
(Absoluto)

—

Determinacion de ) Andlisis por HRGC - MS
propiedades fisicoquimicas

Y
// / Comatograma

Densidad | | MICEO8 \ | e | | Reacciones|  |Abundanciat Componentes | | Tiempo de
refraccion coloridas retencion (min)

\ /
N4

Elucidacion de los resultados

Figura 2. Flow sheet de bloques para la obtencion del aceite esencial de T. erecta L.
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Preparacion de los extractos vegetales: Las hojas frescas se remojo con agua
destilada y pasado por un colador, seguidamente se seco esparciendo sobre papel de
filtro en ambiente de aire acondicionado a 17°C por 8 horas. Se pes6 10 kg de hojas
en balanza analitica OHAUS en tandas de 100g. %2 kg de hojas se depositaron en 20
balones de vidrio de 2L de capacidad con tapa.

Se agrego6 en cada balon 700 ml de éter de petroleo y se dejé macerar por 48 h con
agitacion intermitente. Se armo6 una bateria de buchner que consistio de las partes
siguientes: 1 embudo de buachner, 1 matraz de kitasato de 2 litros de capacidad y una
bomba de vacio; al embudo de buchner se le adapté en el pistilo un tapon de caucho
para acoplarlo a la boca del matraz de kitasato con el que se le hizo un cierre
hermético, en la tubuladura lateral de matraz de kitasato, se incorporé una manguera
de plastico duro e indeformable que se ados6 al tubo de succion de la bomba de vacio.
Para empezar la filtracion previamente se colocé un papel de filtro whatmann circular
en la placa agujerada del embudo de buchner. La filtracion se realizé por tandas hasta
agotar el contenido de los 20 balones cuando se accion6 la bomba de vacio, empezé
a pasar el filtrado con rapidez al matraz de kitasato, el filtrado era una mezcla de éter
de petréleo que absorbe el aceite esencial mas agua procedente de las hojas frescas

denominada agua de constitucion.

El filtrado se llevé a una pera de decantacidn en el que se separé en 2 fases abriendo
la llave, se descarg0 el agua y se retuvo la fase etérica que forma una sola fase
lipofilica con el aceite esencial. (Conocida como concreta), para el secado se utilizé
sulfato de sodio anhidro para quitar el exceso de humedad de la fase lipofilica.

Se filtré la fase lipofilica con bomba de vacio para que la operacion sea rapida y sin
pérdida de concreta se descarté el sulfato de sodio que absorbié la humedad y la fase
lipofilica se extrajo con alcohol etilico para quitar el aceite esencial contenido en la
fase etérica. La mezcla alcohol etilico aceite esencial se destild en rotavapor a
temperatura de 30°C y presién reducida (Ley de Gay Lussac) para quitar el alcohol y

se obtuvo la esencia absoluta.
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Rendimiento del aceite esencial: Para determinar el rendimiento de aceite esencial
de las hojas de T. erecta L, se procedi6 al pesado de la materia prima recolectada en
una Balanza antes de someter a la extraccion, luego se midié el volumen del aceite
obtenido después de procesar toda la materia prima, con la densidad que se obtuvo
se determind el peso del aceite aplicando la formula de la densidad, después se us6
la relacion peso del aceite esencial entre el peso de la muestra multiplicado por cien,
con la que se determind el rendimiento del aceite esencial (los calculos se encuentran

en el anexo).

Determinacion de la densidad: Para determinar la densidad se procedié de modo
siguiente: se tomé un picnémetro de Weld de 5 cm? (capacidad calibracién de fabrica
a 20°C), como en el laboratorio se trabaja a una temperatura de 32°C fue preciso
recalibrar a esta temperatura, para lo cual se lavé con agua destilada y se secé a
110°C en una estufa, luego se peso6 en la Balanza Analitica OHAUSS obteniendo el
peso del picnémetro vacio, se llen6 con agua destilada libre de gas y se pesé
nuevamente, obteniendo el segundo peso, agua mas el del picnémetro, por diferencia

de estos peso se halla el peso del agua.

la densidad de agua se busca a la temperatura experimental de laboratorio 32°C en
el Handbook of Chemistry Physics en la pagina F-10 cuyo valor es 0, 99567 g/cm?;
con estos datos, aplicando la férmula de la densidad se halla el volumen del agua que

a su vez es el volumen del picnémetro.

Se descarto el agua del picnémetro, se secd nuevamente a 110°C en estufa, por una
hora, se enfrid y se introdujo el aceite esencial, se pesé y se obtuvo el peso del
picndmetro mas el del aceite, por diferencia de peso con el del picnémetro vacio se
halla el peso del aceite y por ultimo aplicando nuevamente la formula de la densidad

se halla la densidad del aceite (los calculos se encuentran en el anexo).

Determinacion del indice de Refraccion: Se determiné directamente en el
refractbmetro ABBE, una vez preparado el equipo se extendié una gota del aceite

esencial con una pipeta de Pasteur sobre el prisma Pz, se cubri6 el prisma P2 con P1
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se enfoco en la luz de sodio y se dio lectura en el aparato que registré un valor de

indice de refraccion del aceite.

Reacciones Coloridas: Se realiz6 para determinar si el aceite esencial poseia
componentes alcohdlicos, se depositdé en un tubo de prueba bien seco 4 gotas de
aceite esencial y 8 gotas de disulfuro de carbono (S2C) y se afiadi6 100 mg de
hidréxido de potasio triturado, se agitoé la mezcla por 5 minutos, se afiadioé 2 gotas de
molibdato de amonio al 10% y cuidadosamente se acidulé la mezcla con acido
sulftrico 1M se enfrié en bafio de hielo y se agreg6 4 gotas de cloroformo se agito la
mezcla se puso en reposo hasta que se formaron 2 fases, al observar la fase
cloroférmica en la parte inferior del tubo aparecié un color violeta lo que indica que en

el aceite esencial hay presencia de sustancias con estructuras alcohdlicas.

Para probar si el aceite esencial contenia sustancias de naturaleza aldehidica o
cetdnica se puso en un tubo de prueba 2 gotas de aceite esencial se agregaron 3
gotas de etanol y una gota de una solucioén de 2,4- dinitrofenilhidrazina como indicador,
se formé un precipitado amarillo que advirtio la presencia de grupo carbonilo saturado.

Determinacion de la solubilidad: Se determino en soluciones etandlicas al 95%, 90%,
80%, 70%, 60%, 50% en peso esto quiere decir que se prepard soluciones alcohol-
agua donde el agua se halla en proporciones de 5%,10%,20%,30%,40% y 50 % se
tom6 1 ml de esencia en una probeta de 10 ml con tap6n donde cada raya vale 0,1
ml, se afladié en pequefias porciones con pipeta de Pasteur la solucién etanol-agua a
las concentraciones ya sefialadas, se sacudio la mezcla después de cada adicién,
cuando se disolvid el aceite esencial se anoté el niumero de volimenes requeridos

hasta que completo los 10 ml de la probeta.

Cuando se agrego a la solucion alcohol-agua el aceite esencial hasta que se saturo la
solucion se observo la opalescencia, que indica el limite de solubilidad del aceite
esencial, encontramos que a la relacion 60% de alcohol, 40% de agua la solucién
opalescencia, esto quiere decir que hay en el aceite esencial presencia de

compuestos oxigenados.
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Andlisis mediante cromatografia de gases de alta resolucién acoplado a un
espectrometro de masas HRGC-MS: Se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos
Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia de Lima (UPCH). En un
equipo cromatografico Agilent Technologies 7890A, que posee un detector de
espectrometria de masa Agilent Technologies 5975C. Este equipo consta de una
columna J&W 122-1545.67659 BB — 5MS325°C que tiene 60 metros de longitud por
250 mm de didmetro exterior y 0.25 mm de didametro interior con una rampa de
temperatura escalonada que empieza en 40°C y sube 5°C por minuto hasta 180°C,
sigue subiendo la temperatura, pero esta vez a 2.5°C por minuto hasta 200°C

manteniéndose por 5 minutos y finalmente 10°C hasta 300°C por 3 minutos.

20 microlitros de aceite esencial se disolvié en 1 ml de diclorometano y un microlitro
de esta solucion se inyectd en el cromatografo de gases, el tiempo de corrida de la
muestra tuvo una duracion de 42 minutos, se us6 Helio como gas portador regulado
a un caudal de 1ml/min, la columna cromatografica que esta en el interior de un horno
se calienta por rampas es decir regulada en forma escalonada empezando con una
temperatura de 40°C sube 5°C cada minuto hasta 180°C, luego sube 25°C por minuto
hasta llegar a 200°C, manteniéndose a esta temperatura por 2 minutos y finalmente

ascendiendo 10°C por minuto hasta completar 300°C.

El equipo detector de los componentes existentes en el aceite esencial tiene un
transductor que amplia la imagen, y un integrador que calienta el area de los picos
qgue representa cada componente que luego se registré e imprimié en un
Cromatograma, donde en el eje de las ordenadas aparece la abundancia porcentual
de cada componente y en el eje de las abscisas el tiempo de retencion TR (min), se
observé que el primer compuesto se separéo a 12,10 miny el ultimo a 25.91 minutos,
estos componentes pasaron al detector de espectrometria de masas donde se
fragmentaron, luego se recompusieron siguiendo el modelo Mc Lafferty, en el
cromatograma se observdO que estos componentes poseen estructuras de
hidrocarburos alifaticos terpenoidales Cioy Cis e hidrocarburos de estructuras Czo de

naturaleza desconocida.

Se peso con balanza analitica OHAUS se us0 balones de boca esmerilada para la

maceracion de las hojas con éter de petrdleo se precisa de peras de decantacién para
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separar la fase etérica, de la fase acuosa luego de la fase etérica por destilacion
obtener la concreta y extrayendo la concreta con alcohol se obtuvo la esencia

absoluta.

Determinacion de parametros fisicoquimicos: Se determind los pardmetros
fisicoquimicos siguientes: Densidad usando picnémetro de Weld, previamente
calibrado a la temperatura del laboratorio y no con la calibracién de fabrica a 20°C, se
hizo la medicion del indice de refraccion utilizando el refractémetro ABBE.

Reactivos utilizados Para las pruebas coloridas se aplicaron reactivos cromagénicos
en un tubo de prueba, a 4 gotas del aceite esencial se vertié 8 gotas de disulfuro de
carbono, hidroxido de potasio, molibdato de amonio, acido sulfarico, cloroformo, 2,4-
dinitrofenilhidrazina, acido fosférico, metanol, reactivo de schiff, hidroxilamina y cloruro

férrico.

Equipo utilizado para la Identificacion de componentes: Para identificar los
componentes del aceite esencial se utilizo el equipo de cromatografia de gases de
alta resolucion acoplado a un espectrometro de masas de marca Agilent Technologies
7890A con un detector de espectrometria de masas Agilent Technologies 5975C del
Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia de

Lima.

Constituyentes quimicos de la muestra vegetal: El equipo registro en un
cromatograma el nimero de constituyentes del aceite esencial, la abundancia
porcentual de cada uno de ellos, el tiempo de retencién o indice de kovats, el tipo de
moléculas, familia quimica, con el que se elucidé las propiedades y aplicaciones
adecuadas que posee el aceite esencial, que permitié deducir su mayor capacidad de

uso, y las ventajas comparativas que posee.

3.5 Aspectos éticos

La especie de T. erecta L. no es amenazada en su dinamica de crecimiento y
propagacion, porque la muestra que se extrajo por sistema de poda corresponde al

organo foliar que se renuevan permanentemente en su desarrollo normal.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Rendimiento del aceite esencial

Rendimiento del aceite esencial de T. erecta L. la materia prima con que se trabajo
fue de 10 000 g de hojas de Tagetes erecta L, de los cuales obtuvimos 10 g de

Aceite esencial, con un rendimiento de 0,1%

4.2 Caracteristicas fisicoquimicas

La densidad del aceite esencial de hojas de Tagetes erecta L, es 0,8132 g/lcm®y

el indice de refraccién es 1,468

Tabla 1. Reacciones coloridas del aceite esencial de T. erecta L.

Presencia de

Materia prima

Alcoholes Aldehidos y cetonas
Aceite esencial de Apariciéon de color Aparicion de color
Tagetes erecta L. violeta (+) amarillo (+)

Tabla 2. Solubilidad del aceite esencial de T. erecta L. En mezcla alcohol — agua

Mezcla porcentual (%) alcohol — agua Solubilidad
[95: 5] +
[90: 10] +
[80: 20] +
[70: 30] +
[60: 40] -

Cuando se agrego aceite esencial a la solucién alcohol-agua hasta que se sature,
se observa que la solucion se pone opalescente, que indica el limite de solubilidad
del aceite esencial, encontramos que a la relaciéon 60% de alcohol, 40% de agua la
solucion se hace opalescente, esto quiere decir que hay en el aceite esencial

presencia de compuestos oxigenados.
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4.3 Anélisis por cromatografia de gases de alta resolucion con detector de

espectrometria de masas

Tabla 3. Componentes del aceite esencial de hojas de T. erecta L.

NGmero Nombre del compuesto TR % en la muestra
(NISTO8.L) (min) (Areas relativas)
1 Nonano 12,10 1,11
2 o-Pineno 13,36 2,79
3 Sabineno 14,62 2,01
4 B-Pineno 14,86 0,86
5 Decano 15,31 0,76
6 3-Careno 15,79 1,35
7 D-Limoneno 16,45 13,79
8 B-cis-Ocimeno 16,84 6,03
9 Terpinoleno 18,24 5,42
10 B-Linalool 18,54 8,95
11 Desconocido (C10H1402) 19,77 8,15
12 Desconocido (C10H160) 21,23 1,25
13 a-Cimen-8-ol 21,46 1,10
14 B-Fenil etil acetato 23,30 3,94
15 Piperitona 23,47 28,98
16 Desconocido CsH7N 24,63 1,71
17 Verbenona 25,90 0,57
18 3-Terpinolenono 25,91 0,79
19 B-Cariofileno 28,21 3,11
20 Pentadecano 29,83 0,94
21 Espatulenol 32,63 1,22
22 Desconocido (C20H400) 39,57 5,17

El Cromatograma registré un total de 22 componentes entre los cuales aparecen

11 Monoterpenos aromaticos, 2 componentes sesquiterpénicos, 2 componentes
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aromaticos de estructura fenodlica, 3 hidrocarburos alifaticos y 4 componentes

desconocidos.

Tabla 4. Monoterpenos del aceite esencial de T. erecta L. y tiempo de retencion

N°  Monoterpenos Tiempo de retencion (min)
1 o-pineno 13,36
2  Sabineno 14,62
3  B-pineno 14,68
4  3-careno 15,79
5 D-limoneno 16,45
6  [B-cis-ocimeno 16,84
7  Terpinoleno 18,24
8 B-Linalool 18,58
9  Piperitona 23,47
10 Verbenona 25,90
11 3-terpinoleno 25,91

Tabla 5. Sesquiterpenos del aceite esencial de T. erecta L. y tiempo de retencion

N°  Sesquiterpenos Tiempo de retencion (min)
1  B-Cariofileno 28,31
2  Espatulenol 32,63

Tabla 6. Aromaticos del aceite esencial de T. erecta L y tiempo de retencion

N°  Aromaticos Tiempo de retencién (min)
1 «-cimen-8-ol 21,46
2  B-fenil etil acetato 23,30

Tabla 7. Hidrocarburos alifaticos del aceite esencial de T. erecta L. y tiempo de

retencion
N° Hidrocarburos alifaticos Tiempo de retencion (min)
Nonano 12,10
Decano 15,31
Pentadecano 29,83
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Tabla 8. Compuestos desconocidos del aceite esencial de T. erecta L. y tiempo
de retencion

N° Compuestos desconocidos Tiempo de retencion (min)
1 CiH1402 19, 77
2  CioH160 21,23
3 CsH7N 24,62
4 C20H400 39,57

Tabla 9. Componentes del aceite esencial de T. erecta L. y abundancia

N° Compuestos aromaticos Abundancia (%)
1  Piperitona monoterpeno monociclico 28,98
2  D-limoneno monoterpeno monociclico 13,79
3  B-linolol monoterpeno aliciclico 8,95
4  B-cis-ocimeno monoterpeno aliciclico 6,03
5  Terpinoleno monoterpeno monociclico 5,42
6  B-fenil etil acetato monoterpeno monociclico 3,94
7  B-cariofileno sesquiterpeno biciclico 3,11
8  a-pineno monoterpeno biciclico 2,79
9  Sabineno monoterpeno biciclico 2,01
10 3-careno monoterpeno biciclico 1,35
11 Espatulenol sesquiterpeno triciclico 1,22
12  a-cimeno-8-ol-aromatico fenilico monociclico 1,10
13 B-pineno monoterpeno biciclico 0,85
14  3-terpinoleno monoterpeno monociclico 0,79
15 Verbenona sesquiterpeno biciclico 0,57
Total 80,91

Tabla 10. Hidrocarburos alifaticos del aceite esencial de T. erecta L. y abundancia

N° Hidrocarburos alifaticos Abundancia (%)
1 Nonato CoHz2o 1,11
Pentadecano CisHs2 0,94
3 Decano CioH22 0,76
Total 2,81
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Tabla 11. Componentes no identificados del aceite esencial de T. erecta L.y

Abundancia
N° Hidrocarburos alifaticos Abundancia (%)
1 C10H1402 8,15
2 C20H400 517
3 CsH7N 1,71
4 C10H160 1,25

Total 16,28

Tabla 12. Componentes terpenoidales con sabor a menta a las hojas de T. erecta

N° I_Componentes terpenoidales Abundancia (%)
1 Piperitona 28,98
2 D-limoneno 13,79
3 B-Linalool 8,95
4 B-cis-ocimeno 6,03
5 Terpinoleno 5,42

Total 63,17

Quimiotipo: Por el alto porcentaje de Piperitona monoterpeno de estructura
cetdnica que solo le es propio a T. erecta L, de la Region Loreto, este componente
constituye un nuevo Quimiotipo 0 raza quimica porque no se ha reportado en
estudios de esta planta en otras partes del mundo a pesar de pertenecer al género
y especie, debido a su ostensible variacidn intra-especifica mas bien Piperitona esta
presente en Mirtdceas como Eucaliptus dives (Eucalipto Africano) y en el género
Thymus familia Lamiaceae ambas especies vegetales inexistentes no existen en
la Amazonia Peruana . Piperitona resulta ser un componente aromatico adecuado
para su utilizacion como fuente de obtencién del mentol y del timol por sintesis

catalitica para usos farmacolégicos y cosmetolégicos

Reconocimiento de componentes de naturaleza alcohdlica y cetonica: Las
pruebas coloridas que se aplicaron para la identificacion de alcoholes y cetonas
dieron resultados positivos y fueron corroborados plenamente con los resultados
del andlisis por cromatografia de gases de alta resolucion acoplado a un

espectrometro de masas, mediante este analisis se evidencio la presencia de 3
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alcoholes: [-Linalool, a-Cimen-8-ol, Espatulenol y de 3 cetonas: Terpinoleno,

Piperitona, Verbenona, lo que indica que la medicion de los parametros

fisicoquimicos gozan de certidumbre.

COMPOSICION PORCENTUAL
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Figura 3. Composicion porcentual del aceite esencial de las hojas de T. erecta L.
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CAPITULO V: DISCUSION

Estableciendo una comparacion entre el aceite esencial de T. erecta Linn de la India
aislado por arrastre de vapor por Baslas, RK. et al. bajo el Titulo Chemical Essential
Oil from the Leaves of Tagetes erecta Linn (3) frente al aceite esencial de T. erecta
L, de la Region Loreto se encontré6 marcada diferencia entre los componentes de
ambos aceites esenciales a pesar de pertenecer al mismo género y especie
vegetal, pues mientras Baslas, RK. et al. Solo encontr6 11 componentes, en

Tagetes erecta L, de la amazonia se encontré 22 componentes.

De los 11 componentes del aceite esencial de Tagetes erecta L, reportado por
Baslas, RK. et al. Solo 4 componentes coinciden con los del aceite esencial de la
Region Loreto, pero con diferente abundancia porcentual que son
consecuentemente debido a los mecanismos quimiotaxonémicos condicionados

por los factores ambientales y del suelo.

7 componentes restantes del aceite esencial de T. erecta Linn de la India no son
coincidentes con los componentes del aceite esencial de T. erecta Linn de la Region
Loreto-Peru. Tales son: Dipenteno, B-felandreno, Geraniol, Mentol, Tagetona,

Nonanol y Linalilacetato.

10 componentes presentes en el aceite esencial de T. erecta Linn de la Region
Loreto son inexistentes en el aceite esencial de T. erecta L, estudiado por Baslas,
RK. et al (3). Por otro lado, se puede observar en el estudio de Baslas, RK. et al.
Que el componente de mayor abundancia es Linalool con 26,80%, mientras en T.
erecta L de la Region Loreto-Perd el componente de mayor abundancia es

Piperitona con 28,98% de abundancia.

En consecuencia, hay una clara variacion intra-especifica entre los componentes
de los aceites esenciales de una misma planta que crecen en lugares diferentes del
planeta con suelos diferentes, climas diferentes, mares, rios y estaciones

diferentes, etc.

Si continuamos estableciendo variaciones con otras especies de Tagetes,
observaremos que T. elliptica Smith de la serrania peruana, estudiado por Segovia,

I. et al. bajo el Titulo: Composicién Quimica del Aceite Esencial de Tagetes elliptica
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“Chincho” actividad anti-oxidante, anti-bacteriana, anti-fungica (6), el aceite
esencial analizado por CG/EM reportdé 16 componentes, donde solo 2 de estos
componentes son idénticos al del aceite esencial de T. erecta L, de la regién Loreto
el a-Pineno y Verbenona, los otros 14 son diferentes, pero ademas en la especie
T. Elliptica se observa la presencia de un componente el FORBOL con 34,15% de
abundancia, esta sustancia es un Tigliano tetraciclico (C20H280s) de naturaleza
diterpenoidal presente en Euforbiaceas y que posee propiedades anti-cancerigenas

para el Cancer de piel pero sus esteres son contrariamente cancerigenos.

Diaz Cedillo publicé en su estudio de Tagetes parryi, trabajando con una muestra
de esta planta recogida en el estado de San Luis de Potosi y aplicando CG/EM
encontrd 7 componentes: Canfeno (9,6%), 3, 6,6 Trimetil-2-nor pro-pinonol (9,10%),
Anisol (6,0%), 4-isopropil-1-metil-2-Ciclohexanol (5,0%), 1,8- Cineol (Eucaliptol)
(4,8%), Eugenol (1,4%), a-terpineol (1,2%), ninguno de estos componentes

coincide con los que posee el aceite esencial de la Regién Loreto- Perd.

Finalmente el mismo autor Diaz Cedillo estudiando el aceite esencial de la parte
aérea de la planta de Tagetes lacera, por analisis CG/EM, encontré 6 componentes
que son lo siguiente: E-Tagetona (26,2%), Crisantenona (24,8%),Verbenona
(22,1%), a-Thugeno(20,5%), B-pineno(3,1%) y a-pineno (1,9%), 3 de estos
componentes a-pineno, B-pineno y Verbeneno aungue con diferente abundancia
coinciden con los componentes del aceite esencial de la Region Loreto,
Biogenéticamente hay limitado numero de componentes en esta muestra por la
alta abundancia de E-tagetona, Crisantenona y Verbenona cuya suma
representan el 93,6% de abundancia siendo poco significativo la abundancia de a

y B — pineno que juntos suman 5%.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Después de haber establecido las comparaciones minuciosas de los componentes
del aceite esencial de T. erecta L, procedente de Loreto-Pertu con T. erecta L,
procedente de la India. no cabe duda que existe una ostensible variacion intra-
especifica entre los componentes de una misma planta que crecen en diferentes
partes del mundo debido a que son determinantes las condiciones climéaticas,

estaciones, el suelo, la altitud, los cuerpos de agua y tipos de vegetacion.

Es mayor aun tal variaciéon cuando se trata de especies diferentes tales como: T.
elliptica Smith “Chincho” de la Sierra del Peru estudiado por Segovia, I. et al. (6), T.
parryi del Estado de San Luis de Potosi México estudiado por Diaz, F. etal. (7)y T.
lacera de la Baja California Sur de México estudiado por el mismo autor (8).

Es pertinente sefialar que el aceite esencial de T. erecta Linn de la Region Loreto-
Perd por mostrar un 28,98% de Piperitona que no esta presente en ninguna de las
especies citadas constituye un nuevo quimiotipo (raza quimica) que puede
denominarse quimiotipo Piperitona de Loreto-Perd, un  monoterpeno cetdnico
aislado del aceite esencial de otras especies vegetales como: Cymbopogon,
Andropogon ambos de la familia Poaceae, pero también aislado de Menta Spp,
familia Lamiaceae, en forma levogira de Picea sitchensis Familia Pinaceae, de
Eucaliptus dives de la familia Myrtaceae y de Peppermint (menta) Familia
Lamiaceae, familias diversas de plantas que no tienen un tronco biogenético comun
con Asteraceae, siendo este compuesto aromatico de amplia presencia en otras

familias.

El Eucaliptus dives de Africa es la principal materia prima para obtener Piperitona
materia prima para sintetizar mentol y timol. Piperitona de forma levogire tiene olor
a menta y se usa como dentifrico, como tal la mayor ventaja comparativa y mayor
capacidad de uso, es que sirve como materia prima de la industrias farmacéutica,
cosmeética y licorera, mediante una sintesis catalitica es posible obtener mentol y
timol (12).
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Que la Facultad de Agronomia de la UNAP, realice cultivo de T. erecta Linn en
forma permanente por ser planta de crecimiento rapido de facil propagacion y
cultivo que no requiere especial cuidado a fin de que las hojas sean utilizadas por
los profesionales quimicos farmacéuticos de la Facultad de Farmacia y Bioguimica

para la obtencion del aceite esencial.

con propositos farmacolégicos, cosmetoldégicos y en la licoreria pero
simultdneamente el procesamiento de la flor debe ser una linea de actividad
productiva por la facultad de Industrias Alimentarias para ser usado como colorante
carotenoide por su alto contenido de luteina como aditivo en la elaboracién del
queso, mantequilla, yogurt ademas la Facultad de Agronomia debe utilizar la flores
pulverizados para adicionar a los alimentos balanceados de las aves de corral y
de cerdos para dar coloracion viva a las carnes y a los huevos para darle una mejor

presentacion frescura, turgencia y aporte de sustancias antioxidantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de clasificacion botanica

Centro de Investigacién de
Recursos Naturales
Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

EL COORDINADOR DEL HERBARIUM AMAZONENSE, AMAZ-CIRNA, DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE LA AMAZONIA PERUANA

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentada por Sthefany Lucero Cachi Rios y Rafael Géngora
Flores, Bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, pertence a
la tesis titulado: “CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y CROMATOGRAFIA DEL ACEITE
ESENCIAL DE HOIJAS DE Tagetes erecta L.”; fue verificado y determinado en este
Herbarium Amazonense (AMAZ), del Centro de Investigacién de Recursos Naturales

(CIRNA), de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), como a
continuacion se indica:

Caédigo AMAZ Nombre cientifico Familia Nombre vulgar
012143 Tagetes erecta L. Asteraceae “rosa sisa”

Se expide la presente constancia a las interesadas, para los fines que estimen
conveniente.

Atentamente,
Iquitos, 08 de setiembre, 2020
Blgo. Ric] granca Acos
Coordirjadoidel Herbarium AMAZ
CIRNA-UNAP
Direccion Pevas/Nanay - Iquitos Perd 1 Centro de Investigacion de Recursos Naturates
Apdo, 496
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Anexo 2. Constancia de andlisis del aceite esencial. Hojas de datos, cromatografia
y cromatograma

1
i

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

|
i
|
I

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Ing. Julio Arce, UNAP

! ' £ #
Muestra: 2 muestras de aceites esenciales con codigos: “X.m.JARA”
v “Te-Sc-RG”. .

Anélisis: Composicidn  quimica  (compuestos  voldtiles vy
! semivolatiles) de 2 aceites esenciales por Cromatografia
! de gasesacoplada a espectrometria de masas.

Fecha de entrega de Resultados: 24 julio 2019

RESULTADOS

En las paginas 2 a 7 del presente informe.

Atentamente,

Dra. Rosario Rojas Duran

Unidad de Investigacién en Productos Naturales

LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe
https://investi;zacion.cavetano.edu.pe/cataﬁogo/pmducmsnaturales/uipn
Teléfono: 51-1-3190000 Anexo 233227 "

Paginalde?
Av. Honorio Delgado 430, Lima 31 / Apartado Postal 4314

Central Telefonica: (511) 319-0000 2402 Secretaria Académica de
Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri
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ACEITE ESENCIAL “Te-Sc-RG”

Se identificaron 22 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite

esencial.
g %enla
Numero Nombre del compuesto (NISTOS.L) (min) muestra
(areas relativas)
1 Nonano 12.10 1.1
2 a-Pineno 13.36 2.79
3 Sabinerio 14.82 2.01
4 3-Pineno 14.86 0.86
5  §Decano 15.31 0.76
8 3-Careno 16.79 1.35
T D-Limoneno 16.45 13.79
8 3-cis-Ocimeno 16.84 6.03
9 fTerpinoleno 18.24 542
10 3-Linalool 18.58 8.95
11 Desconocido (CigH14032) 19.77 8.15
12 : EDesconocido (CigH160) 21.23 1.25
13 n-Cimen-8-ol 21.46 1.10
14 EB-Fenil etil acetato 23.30 3.94
15 Piperitona 23.47 28.98
16 Desconocido {CstH/N) 24.62 1.71
17 erbenona 25.90 0.57
18 3-Terpinolenono 25.91 0.79
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19 R-Cariofileno 28.21 3.11
20 | jPentadecano 29.83 0.94
21 Espatulenol 3263 1.22
22 IDesconocido (C20H400) 39.57 517
i
Cromgggg[‘gma GC-MS del aceite esencial “Te-Sc-RG”
|
Abundancs I
|
: TIC: Te-So-Fs.C\data.ms
4ocpace
2€000C0
20000C0
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Condiciones cromatograficas para los 2 acepites esenciales:

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A con detector espectrometro de
masas Agilent Technologies 5875C.

Columna: .jJ&W 122-1545,67659 DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pm x 0.25 pm

Rampa de temperatura: Empieza en 40 °C y sube a 5 °C/min hasta 180 “C; 2.5 °C/min hasta
200 °C mahteniéndose por 2 min y finalmente 25 °C/min hasta 300 °C.

Tiempo de;corridaz 42 min
Volumen de Inyeccion: 1 plL
Split: 30:1 .

Gas portador: He, 1 mL/min

Muestras: |

Te-Sc-RG:; 20 pL del aceite esencial fueron disueltos en 1 mL de diclorometano y se inyecto 1
pL de la solucién en el cromatagrafo de gases.

X.m.JARA: 11 mg del aceite esencial fueron disueltos en 1 mL de diclorometano y se inyecto 1
uL de la solucion en el cromatografo de gases.

i

Pagina7 de 7
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Calculo del rendimiento del aceite esencial de T. erecta L.

Volumen obtenido del aceite 12,3 cm?
Densidad del aceite 0,8132 g/cm?

Con estos datos se calcula la masa del aceite obtenido

p=7 - m=p.V -» m=0,8132.12,30=10,009

Para hallar el rendimiento se aplica la siguiente relacién

Peso del aceite esencial x 100 _ 10,00 g x 100 B 1000,0 g
Peso materia prima - 10,000 g B 10,000 g

%Rendimiento =

=0,10 %

Las hojas de T. recta L. contienen 0.10% de aceite esencial.
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Célculo para hallar la densidad del aceite
Peso de picnémetro vacio: 25, 1217 g (1)
Se llend el picnbmetro con agua destilada libre de gas y se peso6
Peso de picndmetro mas agua: 30,1430 g (1)
Se sustrajo al (1) el valor de (I) para obtener la masa de agua.
II-1 - 30,1430 — 25,1217 =5,0213 g
Para los calculos se aplicé la formula siguiente
m

p=v A
En esta expresion se conoce la masa del agua: 5,0213 g.
Densidad de agua a 32°C es 0, 99567 g/cm?

Despejando de (A) el volumen

m 50213
p 099567

m
p= - v= 5,043 cm3

El volumen obtenido es el volumen del agua, pero a su vez es el volumen de
picndmetro a 30°C de temperatura experimental.

Peso del picnémetro + aceite esencia = 29,2225 g (lll)

Se sustrae a lll el valor de | para obtener el peso o masa de aceite esencial.

masa del aceite esencial = 29,2225 — 25,1217 = 4,1008 g

Como el volumen de picnédmetro también es equiparable con el volumen de aceite

esencial, entonces se calcula la densidad del aceite esencial.

m _ 41008 g

_m _ 9
P =% = so0a30em® 0,8132 cm3
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Anexo 3. Tagetes erecta Linn. Caserio de Zungarococha



Anexo 4.- Procesamiento de las hojas de Tagetes erecta Linn.
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Anexo 5.- Posicion Geografica.

A g‘ “"'

F’CReco!ecmon de Muestra

(;‘ 0qgle Bt

02'0. elevacion™ %2m  alt. ojo 593 m
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