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RESUMEN

Eryngium foetidium de la familia Apiaceae, es usado como condimento en la
preparacion de alimentos en la culinaria regional amazonica. ademas, por poseer
moléculas bioactivas es utilizado en la medicina tradicional como antiflatulento,
antibacteriano, antipirético, analgésico, antigripal y antinociceptivo. El objetivo de
este estudio fue caracterizar el aceite esencial extraido de las hojas de E.
foetidium por hidrodestilacion en un equipo de Karlsruhe. Se caracterizé por
determinacion de las propiedades fisicoquimicas y mediante analisis por
cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas, dando los
resultados siguientes: densidad 0,8686 g/cm?®, indice de refraccién 1,456 vy la
reaccion colorida para aldehidos y ésteres dio, el rendimiento fue de 0,107%. Por
analisis CG-MS, se identificd 6 componentes que en orden de abundancia el 2-
Dodecanal es de 58,13%, Etil éster del acido hexadecanoico 16,82%,
desconocido (C14H260) 11,12% y Nonadecano 6,86%., El aceite esencial de E.
foetidum de la Amazonia peruana por contener 58,13% de 2-dodecanal, ademas
de su uso en culinaria como sazonador, puede tener mayor aplicacion en la
industria farmacéutica sus propiedades antihelminticas, antibacterial y fungicida
de estos aldehidos , siendo otra opcion importante el que pueda aplicarse en
cosmeética para elaborar jabones de tocador y por ultimo como combustible

ecologico.

Palabras claves: Caracterizacion fisicoquimica, cromatografia de gases,

espectrometria de masas, Eryngium foetidum, aceite esencial, saborizante.
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ABSTRACT

Eryngium foetidium of the Apiaceae family is used as a condiment in the
preparation of food in the regional Amazonian cuisine. in addition, because it
possesses bioactive molecules, it is used in traditional medicine as an antiflatulent,
antibacterial, antipyretic, analgesic, anti-influenza, and antinociceptive. This study
aimed to characterize the essential oil extracted from E. foetidium leaves by
hydrodistillation in a Karlsruhe apparatus. It was characterized by the
determination of physicochemical properties and by gas chromatographic analysis
coupled to a mass spectrometer, giving the following results: density 0.8686
g/cm3, refractive index 1.456 and the color reaction for aldehydes and esters gave
a yield of 0.107%. By GC-MS analysis, 6 components were identified which in
order of abundance 2-Dodecanal is 58.13%, Hexadecanoic acid ethyl ester
16.82%, unknown (C14H260) 11.12%, and Nonadecane 6.86%., The essential oil
of E. foetidum from the Peruvian Amazon because it contains 58.13% 2-
dodecanal, in addition to its use in cooking as a seasoning, may have greater
application in the pharmaceutical industry for its anthelmintic, antibacterial, and
fungicidal properties of these aldehydes, being another important option that can

be applied in cosmetics to make toilet soaps and finally as an ecological fuel.

Keywords: Physicochemical characterization, gas chromatography, mass

spectrometry, Eryngium foetidum, essential oil, flavoring.
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INTRODUCCION

Eryngium foetidum (Apiaceae) es originaria de América del sur, Centroamérica y
México, su cultivo se ha extendido a otros paises del mundo, en especial China,
Bangladesh e India y en algunos paises del sudeste asiatico, se le conoce como
culantro, cilantro silvestre, cilantro largo (1). Pero en la amazonia es una planta
semi silvestre, poco estudiada y de uso limitado por las poblaciones mestizos y
nativos a pesar de su grato olor como saborizante en la preparacion de alimentos,
haciendo mayor preferencia por Coriandrum sativum L. (culantro) procedente del
Mediterraneo oriental y del oriente medio. Los grupos nativos de la selva usan
etnomedicinalmente para tratar cdlicos, dolor de oido y diarrea (2). Con la
finalidad de revalorar a esta especie vegetal un tanto relegado en sus
aplicaciones se realizé su estudio para identificar los componentes del aceite
esencial que posee y determinar cual es su mayor capacidad de uso, asi como

sus ventajas comparativas para ubicarlo en el sitial que le corresponde.

Esta planta ha sido objeto de estudio en otras partes del mundo, y es importante
recalcar que en cada lugar del planeta donde crece muestra una variacion
interespecifica de los componentes del aceite esencial que posee, en Espafia el
componente principal del aceite de E. foetidum es Germacreno D y sesquicineol
(3); en Bangladesh el (E)-2-dodecenal y el acido dodecanoico (4); en Colombia el
2-dodecen-1-al y 5-dodeceno(5); en Vietnam el (E)-2-dodecenal y acido 2-
dodecenoico (6); en Cuba el 2,4,5-trimetilbenzaldehido, acido hexadecanoico y
carotol (7); en Nigeria el (E)-2-dodecenal, decenal, 13-tetradecenal, 2,4,5-
trimeilbenzaldehido (8) y en India el (E)-2-dodecenal, dodecenal, 2,3,6-

trimethylbenzaldehyde y el (E)-2-tridecenal (9).

En Peru, antes de nuestro trabajo fue estudiado por (10) de una muestra recogida
en Pucallpa (Bellavista) habiendo encontrado los componentes siguientes: (E)-2-
dodecenal, n-dodecanal, (E)-2-tetradecenal y el 1-tetradeceno y en E. foetidum
(culandro) en lugar no especificado de la amazonia, la muestra arrojé6 22

componentes entre aldehidos, acidos e hidrocarburos (11).



Estos estudios revelan la variabilidad en la composicidén quimica del aceite
esencial de E. foetidum, segun la ubicacién geografica (12). Ademas, se observa,
que en la mayoria de los estudios realizados con esta especie el (E)-2-dodecenal
es el componente que esta presente en todas ellas, siendo una molécula prototipo
en E. foetidum derivado de un hidrocarburo de 12 atomos de carbono que se ha
oxidado hasta tener la configuracion de un aldehido que le da al aceite esencial el
olor y sabor sui-generis (mandarina, citrica), que se utiliza en sabores y fragancias

para crear notas citricas como naranjamandarina (13).

Por esta razén nos propusimos estudiar E. foetidum de la region Loreto,
caracterizar mediante métodos fisicoquimicos y por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) para identificar los componentes
que posee y segun su abundancia determinar su mayor capacidad de uso y
ventajas comparativos para destinarlos a aplicaciones adecuadas creando nuevas
lineas de industrias derivadas del uso de los aceites esenciales pero por otro lado
también para establecer las variaciones intraespecificas que se observa en
cuanto a los componentes que la misma planta elabora en funcion del lugar
donde crece, variacion que se conoce como quimiotipo o formacion de una nueva
raza quimica que en el caso de E. foetidum de nuestro estudio manifiesta una
evolucion que va desde derivados de 4&cidos grasos como el 4&cido
hexandecanoico o palmitico e hidrocarburos y sus derivados hasta aldehidos (14),

cuyos resultados se muestran en el presente estudio.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el afo 2008, se aisl6 aceite esencial de la parte aérea y raiz de E. foetidum L.
por hidrodestilacion y mediante el sistema de microondas. Para el analisis se us6
un cromatografo de gases acoplado a un espectro de masas (GC-MS). El aceite
esencial obtenido de las partes aéreas por hidrodestilacion mostré 13
componentes, los mayoritarios son: E-2-dodecenal, lauraldehido, 13—-tetradecenal,
ciclododecano y duraldehido, en la raiz identificaron 12 componentes siendo los
mayoritarios el duraldehido, falcarinol, 13-tetradecenal, (E)-2-dodecenal vy
mesitialdehido. En el aceite esencial de la parte aérea por el sistema de
microondas asistido mostré6 9 componentes, siendo los mayoritarios (E)-2-
dodecenal, 13-tetradecenal, lauraldehido y ciclododecano, mientras que, en la raiz
identifico 21 componentes siendo los mayoritarios duraldehido, 13-tetradecenal,
(E)-2-dodecenal y acido durilico. El rendimiento de la hidrodestilacion fue de
0,053% y de extraccion por microondas asistido fue de 0,061%. Los autores
concluyen que existe una variacion en la composicion del aceite esencial de las
partes aéreas de las plantas de acuerdo con el origen geografico y condiciones

del suelo donde crece (12).

En el afio 2017, se obtuvo aceite esencial de hojas, tallo y raiz de E. foetidum L.
por hidrodestilacié recolectado en Akwa Ibom Nigeria, y por analisis GC-MS se
determind 34 compuestos volatiles, los de mayor abundancia fueron los
siguientes: en las hojas :(E)-2-dodecenal 28,43%, 13-tetradecenal 27,45%,
dodecanal 14,59% y 2,4,5-trimetilbenzaldehido 10.77%; en los tallos el dodecanal
20,21%, 2,4,5-trimetilbenzaldehido 18,43% y (E)-2-dodecenal 8,27% y en la raiz
el 2,4,5-trimetilbenzaldehido 56,08%, 13-tetradecenal 9,26% y (E)-2-dodecanal
7,65%. El rendimiento de aceite esencial en las hojas fue de 0,2%, en el tallo
0,16% y en la raiz 0,17%, el estudio concluye sefalando que los aceites volatiles
contienen una gran cantidad de aldehidos aciclicos y compuestos de estructuras

aromaticas constituyendo una fuente potencial valiosa de antioxidantes naturales

(8).



En al afio 2008, de las hojas de E. foetidum recolectada en un mercado de
Bangladesh, se aislo aceite esencial por hidrodestilacion, el analisis GC-MS
mostré 63 componentes siendo los mayoritarios: (E)-2-dodecenal 37,4%, acido
dodecanoico 10,7%, &cido trans-2-dodecanoico 9,7%, (E)-2-tridecenal 6,7%,
duraldehido 5,1% y tetradecanal 4,4%. En base a estos resultados sugiere extraer
y analizar los aceites de E. foetidum de diferentes lugares del su pais para

conocer alguna cepa mejorada que arroje mayores rendimientos (4).

En el ano 2008, de las partes aéreas de Eryngium aquifolium conformadas por
inflorescencias, tallos y hojas recolectado en 4 diferentes poblaciones de Madrid
aislaron el aceite esencial por arrastre de vapor y mediante GC-MS, se identific
84 compuestos y que las distintas partes del vegetal analizado: inflorescencia,
tallos y hojas la calidad y cantidad de cada una de estas partes son
significativamente diferentes. Los principales componentes de las inflorescencias
fueron: germacreno D entre 20,3% a 40,3% de abundancia, B-curcumeno entre
0,7% a 22,2%, mirceno entre 0,3% a 21,7% y (E)-B-farneseno entre 0,1% a 19%.
El mirceno tiene mayor concentracion en plantas que crecen en suelos acidos
(15).

En el afo 2008, se aisld aceite esencial de las hojas de E. foetidum de 2 muestras
por hidrodestilacion una colectada en Guadalupe y la otra en Bom Jesus, para el
analisis del aceite se us6 un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro
de masas y resonancia magnética nuclear. El analisis del aceite esencial de
Guadalupe mostr6 28 componentes los mas abundantes fueron: 2,3,6-
trimetilbenzaldehido (23,7%), (E)-2-dodecenal (15,9%) y (E)-2-tetradecenal
(18,7%), mientras que el aceite esencial obtenido de la muestra de Bom Jesus se
obtuvo el 2,3,6-trimetilbenzaldehido (5,5%), (E)-2-dodecenal (37,5%) y (E)-2-
tetradecenal (25,3%). El mismo autor hace mencién que encontro (E)-2-dodecenal
(37,7%) como el componente mas abundante en el aceite esencial de Vietnam,
mientras que en una muestra procedente de Malasia este componente fue de
(45,5%) y en el aceite esencial de Cuba y Taiwan la abundancia de este

componente fue menor al (5%) (16).



En el afo 2011, de las hojas y tallos frescos de E. foetidum L. en Colombia se
aislé por hidrodestilacion el aceite esencial, y por analisis GC-MS encontré 18
componentes los mayoritarios fueron: 2-dodecen-1-al (43,96%), 5-dodecen
(30,15%), tetradecenal (5,41%) y tetradecanal (5,28%). Sehala ademas que en el
aceite esencial predominan compuestos aldehidicos, alifaticos y aromaticos (5).

En el afio 2014, se aislé aceite esencial de hojas frescas de E. foetidum mediante
destilacion por arrastre de vapor, y mediante el analisis en un cromatografo de
gases acoplado a un espectrométro de masas identificé 22 componentes:
decanal, 1-decanol, 2,6,10-trimetiltetradecano, undecanal, 2,4,5-
trimetilbenzaldehido, acido caprico, dodecanal, trans-2-undecen-1-ol, 2-
dodecenal, p-cimeno, 1-undecano, acido 2,4,6-trimetilbenzoico, 2,4,6-trimetilfenal,
nonadecano, acido laurico, tetradecanal, acido linoleico, acido miristico, 1-
nonadeceno, acido palmitico y acido oleico. El autor concluye que el aceite
esencial de E. foetidum presenta actividad antioxidante en un 70% (11).

1.2. Bases teodricas

1.2.1. Especie en estudio

A. ldentificacion taxonémica

De acuerdo con Arthur Cronquist y la clasificacion filogenética, la planta tiene la
siguiente clasificacion (17,18).

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Apiales

Familia : Apiaceae

Género : Eryngium

Especie : Eryngium foetidum L

Nombre vulgar : Siuca culantro, sacha culantro, culantro chuncho.



Componentes quimicos. En las hojas ademas del aceite esencial posee
fitoesteroles, compuestos fendlicos tipo acido clorogénico, carotenoides como

luteina y B-caroteno (19).

A.1. Descripcion botanica

E. foetidum L. es una herbacea de hojas perennes fuertemente aromaticas llega a
tener hasta 60 cm de alto (la inflorescencia), tallo solitario o varios simples o
ramificados con o sin hojas, las hojas son aserradas y generalmente basales a
veces algunos sobre el tallo, llegan a alcanzar hasta 30 cm de largo y hasta 5 cm
de ancho, la inflorescencia es terminal generalmente muy ramificada compuesta
por numerosas cabezuelas cilindricas de aproximadamente 1 cm de largo y hasta
5 mm de ancho de color verde amarillento que en su base presenta 5 o0 6
bracteas (el involucro) lanceoladas de 4 cm de largo , punteagudas con los
margenes enteros o0 espinulosos aserrados cada cabezuelo se compone de
numerosas flores sésiles acompanados cada uno por una brecteola en su base el
involucelo flores pequefias blancas o azules o moradas el caliz es un tubo
cubierto por grandes escamas que hacia el apice se divide en 5 Iébulos
lanceolados o triangulares la corola con 5 pétalos libres caedizos, eliptico-
oblongas de menos de 1mm de largo con el apice largo ,curvado hacia el centro
de la flor 5 estambres , ovario infero . El fruto es globoso, cubierto por abundantes
vesiculas globosas en la madurez el fruto se separa en 2 frutillas (mericarpos)

cada uno conteniendo una semilla, la raiz es carnosa (18,20)

A.2. Distribucion ecolégica

Eryngium foetidum L. es originaria de México, América Central y del Sur y
diseminado por todo el mundo, naturalizado en Africa occidental y en sudeste de
Asia (1,10)

A.3. Usos e informacion etnobotanica

La planta se usa ampliamente en la preparacion de alimentos principalmente en el

Caribe, América Latina, Lejano Oriente, Tailandia, Malasia y Singapur. Ademas,
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posee varias propiedades terapéuticas, se usa para el tratamiento de trastornos
respiratorios como resfriados, tos, asma y sinusitis, y también para el reumatismo
y la diarrea (1). La infusién se usa para el dolor estomacal y la inflorescencia
puesta levemente al fuego se exprime para aplicar gotas en el oido ante un dolor

agudo.

1.2.2. Aceite esencial

Son sustancias liquidas olorosas y volatiles integrado por varios componentes que
se asocian porque tienen densidades e interacciones de Van Der Waals proximas
unas con otras, poseen alta presion de vapor y se transportan al medio ambiente
a través de moléculas microscopicas capaces de excitar el érgano olfatorio (21).
Cuando se percibe un olor, el componente del aceite esencial que produce esta
sensacion produce todo secuencia de fendmenos a menudo complejos, porque
olor agradable excita el gusto y tanto al sentidos del olfato y del gusto se conjugan
para manifestarse por ser mas antiguo, probablemente sensaciones desarrolladas
desde que los organismos eran aun primitivos para obtener informacion y codificar
los cambios quimicos que se suscitaban en el medio ambiente, que dieron lugar
en el caso del sentido del olfato a retener informacién que hoy conocemos como
memoria olfativa que hace surgir ante el impacto del olor todos los recuerdos

involuntarios de la vida (22).

El ser humano tiene muy limitado entendimiento de cémo trabaja el sentido del
olfato, lo que si resulta claro es conocer que las sustancias que dan olor al aceite
esencial son sustancias de naturaleza mono y sesquiterpenoidal, hidrocarburos y
sustancias arénicas de naturaleza fenilpropanoidal de los que derivan sustancias
olorosas como Vainillina, Eugenol, etc que excitan los canales receptores y los
sistemas de células especificas para cada 6rgano, en las cuales se da la
transformacién de la sefial, visuales, auditivas, olfativa y gustativa dando sus
impulsos nerviosos , también los aromas de los aceites esenciales es
consustancial en la vida de los mamiferos, aves e insectos, para los insectos los
olores constituyen su lenguaje quimico, su medio de comunicacidon para sefalar

donde hay un campo de flores o para que la hembra invite al macho a la copula,



para los animales relacionar olor y gusto es importante para encontrar alimentos y

evaluar su calidad (22).

También los organismos vivientes usan sustancias quimicas como medio de
comunicacion, el mensajero es una hormona, si la sustancia es usada para llevar
sefales de un organismo a otro es conocido como semioquimico que se agrupa
en dos principales clases: feromonas y alleloquimicas, si la sefial es entre 2
miembros de una misma especie el mensajero es una feromona que llevan un tipo
de informacion, las abejas se comunican haciendo una formacion de senales
quimicas, por cierto hay olores que producen excitacion y deseo sexual caso de la
copulina que segrega la mujer cuya composicion son acidos grasos volatiles que

aparecen como producto de su secrecion vaginal (21).

1.2.3. Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales

Son liquidos a temperatura ambiente. Son volatiles debido a su alta presién de
vapor, cuando recién son obtenidos son incoloros o ligeramente amarillentos.
Poseen alto indice de refraccion. Tienen densidad inferior al agua si son de
estructura terpenoidal: mono y sesquiterpénicos o hidrocarburos volatiles, pero si
son de naturaleza arénica como el Eugenol, Safrol, Vainillina son mas densas que

el agua (22).

Los aceites esenciales no son solubles en agua, pero lo comunican el olor y son
arrastrables por el vapor de agua, durante la destilacién por arrastre de vapor o
por hidrodestilaciéon. Son solubles en concentraciones altos de alcohol, también
son solubles en aceite fijos o grasas, levemente solubles en acido acético, se

oxidan por exposicion al aire y se alteran también con la luz solar (22).

Los aceites esenciales de acuerdo con su estructura molecular tienen 3
propiedades caracter, intensidad y persistencia: El caracter se refiere al olor
caracteristico que posee por ejemplo floral propio de plantas como lavanda, llang-
llang. Su intensidad esta referida a la fuerza con que se propaga en el medio

impactando sobre un receptor insecto u otro animal y la persistencia es el tiempo



que puede permanecer el olor en el medio ambiente excitando el 6érgano olfatorio
(22).

1.2.4. Biogénesis de los aceites esenciales

Los aceites esenciales estan constituidos por componentes de naturaleza
terpenoidal: monoterpenos y sesquiterpenos y por sustancias arenicas
fenilpropanoidales como: eugenol, vainillina, safrol, etc.

Biogenéticamente los componentes de los aceites esenciales se forman a través

de la via del mevalonato y del Shikimato (23,24).

Via los Mevalonatos. Por esta via se forman los monoterpenos (C1o) y los
sesquiterpenos (C1s5), ambos tipos de moléculas gozan de la propiedad de ser
volatiles (23).

Via los Shikimatos. Por esta via se forman sustancias aromaticas derivadas del

fenilpropano (24).

A. Mecanismo de formacién de mono y sesquiterpenos

Para formar el mono y esesquiterpenos, el acido mevalénico reacciona con el
acido adenosintrifosfato y forma el pirofosfato fosfomevalonato seguido del V3-
isopentenil pirofosfato, se isomeriza para formar el pentenilpirofosfato ambos se
adicionan 'y por accion del geranilpirofosfato sintetasa se forma el
geranilpirofosfato que al perder el pirofosfato se transforma en una estructura C1o

que da lugar a los monoterpenos segun la reaccion, ver figura 1 (25):



0]

] Pirofofato 03 - Isopentenil
Acido mevalénico fosfomevalonato pirofosfato

it
)\ﬁopp

Reaccién de los Isémeros Pentenil pirofosfato

G il

T e+ T L T T T ), 20

_—
sintasa OPP

Geranil C,, monoterpeno

Pentenil o3- Isopentenil h
pirofosfato

pirofosfato pirofosfato

Los sesquiterpenos siguen el camino siguiente:

\(\/\m \m Farnesu = = =
plrofosfato
sintasa OPP
Geranil Farnesil pirofosfato

pirofosfato 02 - Isopentenil

pirofosfato ¢- OPP

“ = =

C,s sesquiterpeno

Figura 1. Biosintesis de componentes mono y sesquiterpénicos del aceite
esencial (24)

B. Mecanismo de formacion de los componentes arénicos del aceite esencial

Se forma a partir del acido Shikimico que reacciona con el fosfoenol piruvato, aqui
se omitiran algunas etapas de los procesos para simplificar la idea, en esos pasos
se produce el acido prefenico que es una estructura pre-arénica dado a que le
falta un doble enlace para tener estructura fendlica: EI mecanismo es el siguiente
(Ver figura 2):
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HO 0]
OoP COOH 0] H.CO OH
o) 3 X
OH 5
HO OH OH 0 glicO
OH fosfoenol piruvato Acido prefénico Coniferina
Acido Shikimico i

H3CO©/\
HO
Eugenol

Figura 2. Biosintesis de componentes arénicos (fendlicas) de un aceite esencial
(22,24)

1.2.5. Localizacion de los aceites esenciales

Estd presente en plantas que tienen flores y semillas y pertenecen a los
siguientes 6rdenes: Magnoliales, Laurales, Rutales, Asterales, Lamiales,
Santalales, Rosales, etc. (21,25). Los aceites esenciales estan contenidos en los
organos vegetales por ejemplo flores (Rosa, Jazmin, llang, llang), hojas (Mentha y
Albahaca), raices (Vetiver), rizomas (Jengibre), lefios (Aniba rosaeodora, moenas,

etc.), frutas (Anis), corteza (Canela), semillas (Nuez Moscada) (24).

1.2.6. Métodos de obtencion del aceite esencial

Los métodos usados para extraer aceites esenciales de la fuente natural han
cambiado con el correr de los tiempos, como tecnologia en general ha tenido
nuevos avances sin embargo tanto los métodos antiguos como los nuevos, se
reducen a 3 clases basicas: Expresion, destilacion y extraccion con solventes
(22).

A. Método de expresion
Es el mas simple aqui el aceite esencial es forzado a salir de la fuente natural por
presion fisica, el proceso es denominado expresion y el producto se conoce como

aceite exprimido. EI método es el mas adecuado para extraer el aceite esencial de

la variedad de citricos existentes (24).
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Si un pedazo de piel de naranja es exprimido el aceite rompe las glandulas donde
esta contenido y sale de ellas un fino rocio de aceite esencial. El aceite de citricos
(limén, bergamota, naranja) disponible comercialmente es preparado de este
modo, con un estrujador donde se aprieta las cascaras sobre una esponja que

absorbe el aceite esencial (24).

Una modificacion de la expresion es el procedimiento de las agujas, donde una
determinada cantidad de agujas estan distribuidos en una placa en el interior de
un embudo, se comportan como un rallador que rompe los sacos glandulares
donde se encuentra el aceite esencial que baja por el vastago del embudo que se
recoge en un recipiente. Se forman 2 capas que se separan facilmente en una
centrifuga que hace que el zumo por ser mas denso forma una fase que va la
fondo del tubo y el aceite sobrenada en la parte superior del tubo siendo separado
en peras de decantacion (22).

B. Por destilaciéon

B.1. Destilacion seca

Que hace que el aceite esencial salga con el olor y sabor de la sustancia organica
que ha sido sometida al fuego ,este método requiere altas temperaturas ,en la
mayoria de los casos a fuego directo aplicado a las superficies donde se pone el
material vegetal esta reservado esta técnica a los aceites que poseen alto puntos
de ebulliciéon tipicamente derivados de maderas como abedul, cedro ,pino, etc.,
esto es un proceso pirolitico donde para evitar , que se carbonice la madera se
introduce nitrdgeno gaseoso a presion que permite a la vez expulsar los volatiles y
las breas del interior de recipiente sujeto a pirolisis que luego son destilados para
obtener el aceite esencial libre (24).

B.2. Por arrastre de vapor

El procedimiento se usa para aislar aceite esencial de rosas la condicion es que la
temperatura de calentamiento no pase de 100 °C, se obtiene un agua de
cohabitacion. El aceite de rosas es un poco soluble en agua y se lo obtiene como

rose water (agua de rosa) es asi como se mantiene para ser usado en perfumeria
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o0 como ingrediente para saborizantes. Es el procedimiento mas aplicado, el vapor
de agua arrastra el aceite esencial después que los extrae de los espacios
intersticiales del érgano vegetal donde se encuentra (24).

B.3. La hidrodestilacion

En este procedimiento el material vegetal con el agua que es el material de

arrastre se halla juntos en el mismo recipiente (24).

C. Extraccion del aceite esencial con solventes

Pybus et al (1999), sefiala varios procesos empleando solventes de extraccion, el

esquema es el siguiente ver figura 3 (22):

| Material vegetal |

Extraccion con
solventes apolares

\

Tintura Concreta
(resinoide)

-

Extraccion con
etanol

Destilacion

Absoluto
\ 2
Aceite esencial

Desterpenacion

Aceite desterpenado

Figura 3. Procesos y técnicas de extraccion de aceites esenciales con solventes
(22)

La extraccion con etanol es muy poco usado para materiales de planta que tienen
alta proporcion de agua, pero es posible utilizarlo para extraer el aceite esencial
de la vainilla , también es importante sefalar que se utiliza alcohol para tratar
materiales como ambar gris el esperma que producen las ballenas del que se
aisla la Ambreina que se forma en el tracto intestinal, y cuando es excretado al

mar y expuesto al agua salada, aire y luz solar da lugar a una reaccion
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degradativa compleja que produce el ambar gris siguiendo el mecanismo

siguiente con varios pasos omitidos :

=
@)
H,C ij/\)l\ ©
OH N
R

Tobacco - like Ambrox o

Ambreina Ambar gris

Figura 4. Transformacion de la Ambreina en ambar gris (22)

El ambar gris es un producto altamente caro para la industria perfumista porque

se usa como fijador del perfume.

El enflourage fue usado desde la antigiedad para extraer ingredientes de
plantas, exudados para lograrlo el material de planta es tratado con grasa
purificada, en el caso de flores los pétalos son procesados en una delgada capa
de grasa, se funde la grasa y toda la mezcla se filtra para separar el material
vegetal al enfriarse se convierte en una pomada que contiene compuestos que le
dan el olor caracteristico a la planta. El inconveniente es que la concentracion de
los componentes olorosos es bajo, pero en los tiempos recientes el aceite
esencial se extrae de la grasa con etanol, y por destilacién se separa el alcohol y

se obtiene el “absoluto” (22).

La extraccidn con solventes es una de la técnica mas usados, descontando el
benceno por sus efectos toxicos, en la actualidad se usa solventes apolares
individuales o varias combinaciones de estos. Recientemente se han incorporado
como un solvente de extraccion de interés el uso del dioxido de carbono, el
proceso es conocido como el de fluidos supercriticos en razén de que la presion
empleada esta usualmente por debajo de la presion critica y la extraccion media,
es subcritica y el dioxido de carbono a esta presidn esta en estado liquido, la
presion requerida para licuar el didoxido de carbono a temperatura ambiente es
todavia considerable por esta razén el equipo es costoso ,pero el didxido de
carbono tiene la ventaja que es facilmente recupersdo y no esta presente en el

extracto como solvente residual (22,24).
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El producto de la extraccion mediante fluidos supercriticos da lugar a un resinoide,
el resinoide extraido con etanol da un absoluto y por destilado da el aceite
esencial, que puede ser desterpenado para incrementar la fuerza del olor .Con
algunas concretas viscosas tales como las obtenidas de musgo de arboles , o
musgo de roble se disuelven estos con solventes a un alto punto de ebullicion

como el bis-2-etilhexil ftalato y codestilar con este mismo solvente (22).

1.2.7. Parametros fisicoquimicos

A. Densidad

La densidad en sustancias oleosas es importante porque permite saber como
estan dispuestos los atomos de carbono, hidrogeno, oxigeno y otros atomos en
una molécula, si consideramos 3 atomos de carbono pueden estar dispuestos en
cadenas C1-C2-C3 0 en ciclos si se unen los extremos C1 con Cs la distincion entre
cadena y ciclo es importante por regla general los ciclos tienen una geometria
bien definida mas rigida que la que va asociada a las cadenas. Se habla de ciclos
pequenos cuando tienen 3 o 5 atomos de carbono, medianas cuando poseen 6 0
10 atomos de carbono, se habla de ciclos grandes cuya movilidad puede

parecerse al de las cadenas (24).

En el balsamo de Benjui uno de sus ingredientes es el benceno prototipo de las
llamadas moléculas aromaticas , esta formado por un conjunto de 6 moléculas
C-H que da lugar a un ciclo que forma angulos semejantes a un Hexagono regular
de 120° cada angulo interior (la suma de angulos suma 720°), siendo una
molécula de benceno plana tiene la forma de un disco o una moneda, entre los
componentes de un aceite esencial existe numerosos derivados del benceno en la
canela es aldehido cinamico, en la vainilla la vainillina, en el clavo el eugenol,
todas estas moléculas son planas pero las hay también esféricas como del
alcanfor (un monoterpeno ciclico), por regla general las moléculas esféricas tienen

olor a alcanforado (24).
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Este mismo hecho de las formas dan lugar a que tengan una densidad variable
porque la densidad es la relacién entre una masa que ocupa un volumen.

El agua tiene moléculas de estructura tetraédrica que partir de 4°C se dilata
cuando se eleva la temperatura y cuando se enfria hasta 0°C a esta temperatura
su densidad es el 0,9998 y al congelarse su densidad es de 0,9168 que es la
densidad del hielo a 0°C porque cuando se cristaliza el volumen aumenta, por eso
la densidad es una relacion inversamente proporcional al volumen, cuando el

volumen aumenta la densidad disminuye (21,26).

Si se toma como referencia que el agua tiene una densidad de 1g/cm? los aceites
esenciales por lo general tienen densidades menores de 1,00g/cm3, solo los
aceites esenciales de naturaleza arénica tienen densidades superiores a
1,00g/cm? por ejemplo el Eugenol tiene una densidad de 1,06g/cm? la densidad
del safrol 1,10g/cm?3. La densidad del aceite esencial se determina en el aparato
conocido como Picnémetro de Weld en este equipo se mide el volumen y la masa
por pesada en balanza analitica con cuya relacion de estas 2 variables se

determina la densidad que se calcula por la relacion:

M
p=g =2 (@A)

VvV  cm?
Conviene sefalar que para calibrar el Picndmetro de Weld es preciso observar la
densidad del agua a la temperatura de experimentacion en el laboratorio que se
halla en (27), en este manual se encuentra tabulada las densidades del agua a
diferentes temperaturas, el procedimiento para medir la densidad lo explicamos

mas adelante en el capitulo Il (27).

B. indice de refraccion

Se mide en un refractometro siendo el mas conocido el refractometro ABBE,
tedricamente este indice es la relacion entre del seno del angulo de incidencia de
un rayo de luz en el aire, con respecto al seno del angulo de refraccion (28) que
es la desviaciéon de la luz que se produce al contacto con el liquido de acuerdo
con la expresion siguiente (26).

seniaire velocidad de la luz en el aire

T p— p—
e liquido velocidad de la luz en el liquido

16



El haz de luz cambia tanto en su velocidad de onda y en su direccidén en el limite
de la llamada interfase (29) que se halla en el eje de las abscisas y separa la fase
gaseosa (aire) de la fase liquida para nuestro caso aceite esencial. Las variables
de temperatura y la longitud de onda de la luz son las que determinan estos

cambios (30).

Los angulos de incidencia y de refraccion no se puede medir directamente por eso
se desarroll6 un sistema Optico especial que depende del angulo critico de
reflexion en la superficie del prisma de vidrio en contacto con el liquido de indice
de refraccion conocido, bajo este principio opera el refractémetro ABBE (30).

Las ventajas de este refractdmetro son: a) para iluminar se usa luz blanca porque
los prismas dan un indice de refraccion para la linea D del sodio de 589,3 nm, b)
no se necesita sino gotas de la muestra liquida para realizar la medicion, c) el
aparato lleva un sensor termostatico que controla la temperatura de los prismas y
de la muestra, d) Los prismas compensadores de Amici determinan la dispersién

especifica (30).

Mientras se observa en el ocular, se ajusta el tornillo macrométrico y la posicion
de la lampara hasta obtener un campo iluminado uniformemente, se enfoca el
ocular sobre las reticulas cruzadas y se gira el tornillo hasta que la linea divisoria
aparece coloreada y se cromatiza moviendo el tornillo hasta que en el centro se
obtenga una linea divisoria entre blanco y negro muy bien definido, estos tornillos
de ajustes hacen girar los 2 prismas de Amici los cuales compensan las
diferencias que hay en el grado de refraccion de las luces de diferentes
longitudes de ondas de las que se compone la luz blanca, después que la linea
divisoria queda lo mejor definido posible se da vuelta al tornillo micrométrico hasta
que la linea divisoria queda exactamente en el centro de las reticulas cruzadas,
entonces se oprime el interruptor que esta al lado izquierdo del instrumento para
que se ilumine la escala, mientras que con el ocular se lee el indice de refraccion
para saber cuanto se ha desviado la linea D de sodio hasta el tercer decimal y la
cuarta se determina apreciativamente (28).

El resultado se anota por ejemplo en la forma siguiente: n?’ = 1,4357 (18). El

indice de refraccidon esta medido a 20°C de temperatura (28).
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Razén por la que se determina la densidad y el indice de refraccién

Estos 2 parametros sirven para deducir acerca de los componentes del aceite
esencial porque densidades menores de 0,9 e indices de refraccion de 1,47
sugieren que en el aceite esencial (31) hay un alto porcentaje de hidrocarburos
terpénicos o compuestos alifaticos, pero si la densidad es mayor de 0,9 y el indice
de refraccion menor de 1,47 es posible la existencia de compuestos oxigenados
alifaticos. Los hidrocarburos aromaticos tienen densidades menores de 0,9 pero
sus indices de refraccibn son mayores de 1,47. Los compuestos oxigenados
aromaticos o aliciclicos tienen densidades e indices de refraccidén superiores a los

limites sefialados (14).

C. Solubilidad

Consiste en medir la capacidad de disolucién de un aceite esencial a 20°C en
mezclas etanol -agua para averiguar el contenido de componentes oxigenados
tales como componentes alcohdlicos, etericos, aldehidos y cetonas. Esto se
averigua en soluciones de etanol entre 50% - 95% en peso, al disolverse el aceite
esencial en estas concentraciones de alcohol se anota el numero de volumenes
requeridos luego se continua con la adicidon de solucion alcohdlica hasta la
opalescencia que es el limite hasta el cual es soluble el aceite esencial (14).

También, la solubilidad del aceite esencial se mide en volumenes iguales con
disulfuro de carbono, si hay opalescencia es sefial inequivoca que hay agua. En
un mililitro de esencia se agrega 10 ml de KOH 1 M (25), si en el aceite esencial

hay fenoles la solubilidad aumenta (14).

D. Reacciones coloridas

Si en el aceite esencial esta presente alcoholes se averigua agregando 0,3 ml de
disulfuro de carbono y 100mg de KOH a una pequefia muestra de aceite, se agita
si se torna de color amarillo es positivo o el precipitado tiene el mismo color
debido a la presencia de Xantatos , si no aparece ninguna coloracion se agrega 2

gotas de molibdato de amonio al 1%, la mezcla se acidula con acido sulfurico 1 M
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. Se enfria en bafo de hielo y luego se agregan 4 gotas de cloroformo, la mezcla
se agita y cuando se forman 2 fases debe observarse en la fase cloroférmica capa

inferior la aparicion del color violeta que indica la existencia de alcohol (32)(14).

Si al anadir 2 gotas de etanol y una gota de una solucion de 24-
dinitrofenilhidrazina a una pequefa muestra de aceite esencial forma un
precipitado rojo indica que hay compuestos con carbonilos aromaticos, si al
precipitado de 2,4-dinitrofenilhidrazinase se le anade una gota de KOH 2 N en
metanol, toma colores rojo oscuro, purpura o azul. Los aldehidos también dan

coloracion rosado con el reactivo de Schiff o reducen el reactivo de Tollens (14).

Para ésteres: al aceite esencial se caliente afiadiendo hidroxilamina, se enfria se
acidifica con HCI luego se afade unas gotas de cloruro férrico la aparicion del
color purpura es positivo para ésteres (14).

Si hay moléculas con insaturaciones unas dos gotas del aceite esencial se
disuelven en 1,0 ml de tetracloruro de carbono, si afade unas gotas de una
solucion de Bromo al 2%, si al afiadir mas de 2 gotas para que el color de bromo
persista mas de 1 minuto es probable que haya instauracion. Los hidrocarburos
aromaticos, éteres aromaticos y algunos fenoles dan coloraciones cuando a una
gota de esencia contenga estas sustancias se le anade 1 ml de una mezcla de 1

gota de formaldehido y 1 ml de H2SO4 concentrado (14).

1.2.8. Determinacion de los componentes del aceite esencial

A. Cromatografia de capa fina

Algunos pocos componentes monoterpenoidales pueden ser detectados en
placas de cromatografia de capa fina con revelador UV de onda corta o mediante
respuesta a reveladores como Bromo, 2,4 DNP, H2SO4 concentrado por ejemplo
limoneno de color marrén con H2SOs4 concentrado a-pineno tiene respuesta
positiva con el bromo y da color marrén con el H2SO4 concentrado, 1,8 cineol da

color verde con el H2SO4 concentrado (33).

B. Cromatografia de gas acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS)

19



Es una técnica que combina la capacidad de separacion que presenta la
cromatografia de gases aunado a la sensibilidad y capacidad selectiva del
detector de espectrometria de masas. Esta combinacion permite analizar vy
cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas como el que presenta un

aceite esencial y lo hace con un alto grado de efectividad (34).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) es una
técnica analitica dedicada a la separacion, identificacion y cuantificacion de
mezclas de sustancias volatiles y semi volatiles, la separacion de las sustancias
depende de la diferente distribucidén de estas entre la fase moévil y la fase
estacionaria una vez separadas las sustancias en el cromatografo de gases
pasan al espectrdmetro de masas donde se fragmentan, estas son comparadas
con moléculas existentes en la base de datos del equipo para su identificacion
preliminar ,la identificacién definitiva asi como la cuantificacion de cada sustancia

debe hacerse mediante el empleo de sustancias de referencia (34).

En el analisis GC-MS se identifican los componentes de los aceites esenciales,
con aplicaciones comparativas de las bibliotecas de masas espectrales
NIST/EPA/NH, Wiley, por ejemplo, la masa de iones de terpenos que fueron
fragmentados en el espectrometro de masas tiene mucha similitud, pero difieren
en su abundancia por lo que es posible identificarlos (34).

Los aceites esenciales se clasifican segun sus estructuras quimicas, si un aceite
esencial tendria 100 componentes quimicos diferentes estos se podrian identificar

como, aldehidos, fenoles, 6xidos, ésteres, cetonas, alcoholes y terpenos (24).

En el analisis del aceite esencial el equipo GC-MS grafica un cromatograma en el
que se puede observar los valores de tiempo de retencion (TR) en minutos, que
define el tiempo que tardo la sustancia para separarse del aceite esencial, pero
también se observa la abundancia de cada compuesto separado. En un cuadro
adicional que el aparato da lectura con aplicacion comparativa de biblioteca de
masas espectrales NISTO8.L se registra el numero de componentes, su
denominacion quimica, el tiempo de retencién (Tr) en minutos y la abundancia

porcentual de cada componente (34).
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1.3. Definiciones de términos basicos

Caracterizacion fisicoquimica: Alude al reconocimiento de cuales son las
sustancias de las que esta compuesto el aceite esencial por o que es necesario
determinar una serie de propiedades fisicoquimicas tales como: la forma de
agregacion de sus masas contenidas en un volumen, propiedad que se conoce
como densidad, la reflexion que experimenta una molécula al moverse en un
medio para lo cual es preciso medir la velocidad del aire y la velocidad del aceite
esencial que se halla en estado liquido, propiedad que se denomina indice de
refraccion, otra propiedad es lo que hace posible que las moléculas de acuerdo
con su polaridad pueda ser soluble en alcohol y no solo en agua que es mas polar
que el alcohol esta propiedad se conoce como solubilidad, y por ultimo aquella
que por pertenecer a determinada estructura quimica manifiesta respuestas
cromoégenas ante un reactivo indicador, propiedad que se conoce como el de las
reacciones coloridas, estas respuestas la tienen los componentes alcohdlicos,
etéricos, aldehidicos y cetdénicos que forman las moléculas del aceite esencial
(35).

Caracterizacion cromatografica: En relacién con el analisis por cromatografia
de gases que lleva acoplado un espectro de masas técnica conocida como GC-
MS, este es la de mayor precision y exactitud, el cromatégrafo separa los
componentes del aceite esencial que se inyecta en la columna del equipo que
determina los tiempos de retencion y la abundancia de cada componente. Los
compuestos separados pasan al espectrometro de masas donde por accion de un
haz de mas de 70 eV se ioniza el componente formando el ion molecular padre
que proporciona el peso molecular del compuesto, pero muchos compuestos
pueden tener un peso idéntico, por ejemplo, el peso 28 puede aludir al CO, Nz,
CH2N y C2H4 para lo cual la molécula precisa fragmentarse luego se realiza la
recomposicion Mc Lafferty que hace mas identificable las moléculas de estudio
usando la biblioteca NISTO8.L del equipo computarizado que identifica por
comparaciéon los componentes presentes en el aceite esencial (36).

El cromatograma: es una gréafica del registro automatico de datos donde en el

eje de las abscisas aparece el tiempo de retencién en minutos (Tr), tiempo en que
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se separa de la columna del cromatégrafo de gases por accion del gas
transportador cada componente. En eje de las ordenadas se registra la
abundancia porcentual, en que se halla cada componente en el aceite esencial.
Finalmente, el aparato que sefalamos es computarizado y tiene una memoria
donde guarda los compuestos ya separados en otras muestras de aceites
esenciales después de reconocer por comparacién con la biblioteca NIST estos
componentes separados (identificacién) aparece la denominacion quimica de

cada uno de ellos y ese es el resultado que proporciona el equipo GC-MS (35).

NISTOS8.L: es la mayor biblioteca de espectros de masas que lleva incorporado
un equipo GC-MS aproximadamente 1,6 millones, por comparacion con espectros
de masas que se obtuvieron de cada componente que primero fue separado por
el cromatografo de gases y el espectrometro de masas lo llevé a su fragmentacion
haciendo posible que el equipo reconozca con precision la denominacion quimica
del compuesto separado inequivocamente porque son idénticas a aquellos que ya

figuran en la memoria del equipo (35).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacién de hipétesis

El aceite esencial aislada de hojas de Eryngium foetidum L. pueden ser

caracterizados por métodos fisicoquimicas y por CG-MS.

2.2. Variable de estudio y su operacionalizaciéon

2.2.1. Variable de estudio

Variable independiente
Aceite esencial aislada y purificada de las hojas de E. foetidum por

hidrodestilacion.

Variable dependiente
Caracteristicas fisicoquimicas. Son las propiedades fisicas y quimicas

mensurables que caracterizan al aceite esencial después de la extraccion.

Caracteristica cromatografica y espectrométrica. Estd determinada por el
numero de componentes que separa el cromatdégrafo de gases vy
espectrométricamente el espectro de masas ioniza y fragmenta las moléculas del
compuesto y luego por comparacion con la biblioteca del espectro de masas que
tiene el equipo identifica cual es la denominacién quimica de la sustancia con una
alta precisién y exactitud precisa, la abundancia porcentual de cada una de ellos y

el tiempo de retencion.
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2.2.2. Operacionalizacion de variables

Variable independiente | Definicidon operacional Tipo de variable por Indicador Escala de medicion Me_d_monj’ de
su naturaleza verificacion
Aceite esencial El aceite esencial fue aislado de las | Cuantitativa Rendimiento del aceite | Valor porcentual % | Aceite  esencial
hojas de E. foetidum L. por esencial contenido en las aislado
hidrodestilacion usando el aparato hojas
de Karlsruhe, luego fue
deshidratado usando sulfato de
sodio anhidro obteniendo aceite
esencial puro, de olor sui-generis.
Variable dependiente Definicion operacional Tipo de variable por Indicador Escala de medicion Me_d_|o . de
su naturaleza verificacion
Caracteristicas Se determino las caracteristicas | Cuantitativa Densidad g/cm? Valores de las
fisicoquimicas fisicoquimicas sobresalientes indice de refraccién Adimensional propiedades
mediante instrumentos de alta Solubilidad Porcentaje fisicoquimicas
sensibilidad y pruebas cromdégenas Reacciones coloridas color
para identificar la familia quimica
de sus componentes.
Caracteristicas Por cromatografia de gases | Cuantitativa Numero de componentes Adimensional Cromatograma e
cromatograficas y | acoplado a un espectrémetro de Abundancia Valor porcentual identificaciéon por
espectrométricas masas (GC-MS) se determind cada Tiempo de retencién Minutos NISTOS8.L
componente, su abundancia, Nombre quimico del | Nomenclatura
tiempo de retencibn y nombre componente IUPAC
quimico.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1. Diseiio metodolégico

Es descriptivo, prospectivo, de enfoque cuantitativo, que permitié identificar el
numero de los componentes presentes en el aceite esencial, su abundancia
porcentual, identificar la familia quimica a la que pertenece y finalmente la
denominacion quimica de cada compuesto.

Este proceso experimental siguidé un disefio algoritmico es decir que para lograrlo
se realiz6 un conjunto de operaciones y procesos sistematicos con el
establecimiento de caminos criticas, hasta la conclusion del experimento e

interpretacion de los resultados obtenidos.

3.2. Diseno muestral

3.2.1. Poblacion de estudio

Constituido por todas las plantas de E. foetidum que crecen asociadas formando
una comunidad vegetal muy caracteristica de esta planta que crece con profusion
en la localidad de Zungarococha, Distrito de San Juan Bautista, Provincia de

Maynas, Regidén Loreto.

3.2.2. Tamano de la muestra

Se tomo 10 kg de muestra de E. foetidum, criterio que se adopté asumiendo que

la planta no pasara de un rendimiento de 0,1%.

3.2.3. Criterios de seleccion

Criterio de inclusion. Se recogieron hojas verdes y los de mayor tamafio y
turgencia.
Criterio de exclusién. Se descartaron hojas atacado por insectos u hojas secas

o0 maltratadas.

3.3. Procedimiento de recoleccion de datos

25



El procedimiento de recoleccion de datos siguid las etapas que van desde el

tratamiento de la materia prima, el aislamiento y purificacion del aceite esencial y

finalmente su caracterizacion. Estos pasos se muestran en el diagrama siguiente

(figura 5).
Eter de petréleo _l
Ma_teria Lavado Secado » Pesado > Hidrodestilacion|—> Separaci6n del — Agua
prima aceite esencial
Aceite esencial
Y impuro + E.P
Identificacion F Na,SO, anhidro
botanica Y

Medicion
Envasado del volumen

Secado del
aceite esencial

|

Na,SO, ¢ |Filtracion
himedo ,|,
Aceite esencial
puro

Y

Caracterizacion del
Aceite esencial

/\

Mediciones de las
propiedades
fisicoquimicas

Analisis por cromatografia de
gases acoplado a un espectro de
masa GC - MS

\.

J/

hd
Elucidacion de los componentes quimicos

Figura 5. Diagrama de bloque de la obtencion del aceite esencial de E. foetidum,
caracterizacion fisicoquimica y cromatografica de gases GC-MS (37)

A.1. Coleccién de muestra vegetal

Las hojas fueron recolectadas antes de las 6 de la mafiana para evitar que el sol

volatilice el aceite esencial y obtener resultados 6ptimos, la recoleccion se hizo en

el caserio de Zungarococha Distrito de San Juan, Maynas, Loreto. Los datos

georreferenciales son las siguientes: 3° 46’ 30” S; 73° 17° 56 “O; altitud 138

msnm.

A.2. Prueba preliminar
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Se realizd las pruebas preliminares de presencia de aceite esencial in situ,
frotando las hojas entre los dedos, sobresale un olor agradable sui-generis, luego
las hojas trituradas se pusieron en un tubo de ensayo y se calentd por la parte
inferior, aparecio en la parte superior del tubo gotas oleosas del aceite esencial
cuando se dejo de calentar.

A.3. Toma de fotografia y transporte

Se tomo fotografia de la planta para documentar el trabajo, las muestras
colectadas fueron depositados en una bolsa de polietileno previamente envuelto
en papel de filtro, y transportados al laboratorio de Fitoquimica y Productos
Naturales de la Facultad de Ingenieria Quimica de la UNAP

A.2. Certificacion de la especie

Para la identificacion de la especie materia de estudio se selecciond una planta
completa con tallos, hojas e inflorescencia, se llevd al Herbarium Amazonense
CIRNA-UNAP, donde el especialista certifico la autenticidad de la especie y
entrego6 una constancia (ver anexo 1).

A.3. Preparacioén de la muestra y limpieza

La muestra se lavd con agua fresca para quitar areniscos y otras adherencias se
sec6 con papel de fitro y se completé el secado en ambiente de aire
acondicionado a 17C°.

A.4. Pesada de la muestra.

La muestra se peso por tandas hasta completar los 10 kg de peso en una balanza
analitica OHAuss.

A.5. Obtencion del Aceite esencial
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La muestra se llevd a hidrodestilacion en el aparato de Karslruhe compuesto de
un balén de 4 litros de capacidad de boca esmerilada 29/32 donde se depositd 1
kg de hojas de E. foetedum y un litro y medio de agua, se acopla el balon a la
pieza de destilacion denominado “pico de cigliiena” que consta de una columna
vertical que en la parte inferior es cilindrica y esmerilada y se acopla al balén
también de boca esmerilada 29/32, a 20cm del tubo vertical aparece el
refrigerante un tubo inclinado en angulo de 15 grados, con chaqueta de
refrigeracion por donde circula el agua de condensacién que. hace que el vapor
de agua caliente arrastre al aceite esencial hacia la salida del colector al que llega
a temperatura ambiente, la destilacion sucede cuando la temperatura de
calefaccion del baldn llega a 100C° en su interior en estas condiciones se cumple
la ley de Gay Lussac Charles en el que la presion externa de 1 atm se iguala con
la presion de vapor del agua que se halla en el interior del balén junto con la
muestra también a 1 atm. En ese momento el agua convertido en vapor empieza
a arrastrar al aceite esencial fuera del destilador hacia un tubo vertical que cumple
el papel de platos tedricos del cual pasa a un tubo oblicuo que lleva el efluente al
tubo colector de la mezcla agua-aceite esencial y tienen la forma de la letra “V” en
el tubo vertical de recojo se pone 5 ml de E.P. para permitir la union con el aceite
esencial y la separacién del agua que ocupa la parte inferior del tubo se abre la
llave de salida para que descargue primero el agua y luego el aceite esencial

sobrenadante mas el éter de petroleo que quedan retenidos.

Se destil6é por tandas cada tanda fue de 1kg en 5 aparatos montados en serie que
operaron por 4 horas. En la destilacion el agua arrastra el aceite esencial, primero
venciendo la gravedad de la columna vertical luego llegado a la inclinacion pasa
por la zona de enfriamiento, de aqui se dirige al tubo vertical de recojo de la
muestra donde se agrega 5 ml de éter de petroleo. La muestra recogida de aceite
esencial + éter de petrdleo fue secado con sulfato de sodio anhidro y se separé el
aceite esencial puro, libre de éter de petrdleo. Se midid su volumen en probeta

graduada arroj6 un volumen de 12,3cm?.
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A.6. conservacion del aceite esencial

El aceite esencial puro se transvasd a un frasco de vidrio color caramelo para
evitarle accion directa del sol y la desnaturalizacién de los componentes para

luego iniciar las pruebas correspondientes.

3.4. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

B.1. Densidad

Como producto de la destilacion se obtuvo 12,3cm?® de aceite esencial medido en
probeta graduada. Para obtener la densidad se usé el método del picnédmetro de
Weld un aparato de vidrio semejante a un pequeno balén de boca esmerilada con
una tapa de cierre perforada milimétricamente donde lleva incorporado un
termémetro, una tubuladura lateral herméticamente cerrada por una tapa
esmerilada con orificio de salida del exceso de aceite esencial, el procedimiento
es el siguiente:

Se toma un picnometro de Weld de 5¢cm? valor de volumen calibrado a 20°C por lo
que fue preciso calibrarlo a la temperatura del laboratorio que fue de 30°C. se lavé
el recipiente con agua destilada varias veces y se seco en estufa Memmert a
110C° se enfrio a partir de ese momento empezé el procedimiento para

determinar la densidad del aceite esencial (26,29).

El picndmetro vacio se pesd en una balanza analitica obteniendo el peso del
picnédmetro vacio, luego se llené con agua destilada y nuevamente se pesd, con
estos pesos se halla el peso del del agua. La la densidad del agua a temperatura
de laboratorio (30°C) se tomé de (27) en la pag. F-10 que fue de 0,99567 g/cm?,
se seco el picndmetro y se llené con aceite esencial, se volvié a pesar, con el
peso del picndmetro vacio y de este ultimo se obtuvo el peso del aceite (26), con
estos datos se halla la densidad del aceite que fue de a 0,8686 g/cm?® (ver

procedimiento en anexo 4)
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B.2. Rendimiento de aceite esencial

Se calcula el rendimiento teniendo en consideracion el volumen del aceite
esencial obtenido de 12,3cm? que al multiplicar por la densidad de 0,8686 g/cm?
obtenemos el peso del aceite esencial. Este valor sirvidé para calcular el
rendimiento porcentual del aceite esencial, que es la relacion entre el peso del
aceite esencial obtenido sobre el peso de la materia prima trabajada, el valor

obtenido es 0,107% (ver resultado en el anexo 5).

B.3. indice de refraccion

Preparado el refractometro ABBE refrigerada por una corriente de agua a
temperatura de 20°C. Se puso una gota de aceite esencial de E. foetidum y se
midié directamente el indice de refraccion alumbrando el sistema por la luz blanca
del sodio cuya longitud de onda es de 589,3 nm el valor arroj6 [n]%° = 1,456
(28,38).

B.4. Solubilidad

Para medir la solubilidad del aceite esencial, se prepararon soluciones de alcohol
de 95, 90, 80, 70, 60 y 50 grados Gay Lussac respectivamente. Cuando se verti
sobre el aceite esencial la solucion de 50 grados Gay Lussac se formd una
solucion turbia que indica que 50% de agua en alcohol es el limite de solubilidad
del aceite esencial (38).

B.5. Reacciones coloridas

A una gota de aceite esencial se le agreg6 2 gotas de etanol mas una gota de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, se observo un ostensible viraje de la solucion apareciendo un
color amarillo que indica presencia de sustancia aldehidicas como fue verificada
con el analisis por cromatografia de gases y espectrometria de masas en la que 2
de los 6 compuestos son de estructura aldehidica, el dodecanal y el 2-dodecenal.
Cuando se aplico a la muestra de aceite esencial 2 gotas de hidroxilamina alcalina

que se acidula con HCl y luego se agregd una gota de cloruro férrico aparecio un
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color purpura que indica la presencia de éster, el analisis por cromatografia de
gases y espectrometria de masas acoplada confirmé que esta presente el etil

éster del acido hexadecanoico o palmitico (38).

B.6. Caracterizacion por cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS)

Este analisis fue realizado en el Laboratorio de la Unidad de Investigacién en
Productos Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia Lima,
siguiendo el procedimiento usado por anteriores tesistas en la linea de aceites
esenciales (25). Para identificar los componentes del aceite esencial de E.
foetidum se uso el cromatégrafo de gases Agilent Technologies 7890 A que lleva
acoplado un espectrofotdmetro de masas Agilent technologies 5975C. EI
cromatégrafo consta de una columna J&W 122-1545.67659 DB-5 ms que soporta
un calentamiento de 325°C tiene 60 m de largo dispuesto en forma de espiral y un
diametro exterior de 250 micrometros y el diametro interior 0,25 micrometros. La
rampa de temperatura se eleva gradualmente empieza en 50°C y sube 5°C/min
hasta 180°C 4°C/min hasta 200°C manteniéndose por 15minutos y finalmente
20°C/min hasta 300°C por 5 minutos.

La muestra corrié un tiempo de 56 minutos el volumen de inyeccion de muestra
fue de 1 microlitro, el gas portador fue He. que fluye a un caudal de 1 ml/min, se
tomd 20 microlitros del aceite esencial se diluyé en 1 microlitro de diclorometano
se inyectd 1 microlitro de esta solucidén al equipo y se corrid hasta obtener el
cromatograma, el detector de espectrometria de masas fragmentd los
compuestos, hizo su recomposiciéon Mc Lafferty y por comparacioén con los datos
de su biblioteca NISTOS8.L identificd con precisibn cada componentes, mostrando
6 picos que equivale a 6 componentes, cuya abundancia esta en relacion directa

con la altura de cada pico (ver cromatograma) (35).

3.5. Aspectos éticos

La recolecciéon de las hojas de E. foetidum L. no amenaza la dinamica de
crecimiento y propagacion de esta herbacea, porque se aplicé algo semejante a

un sistema de poda, coger las hojas con tijera de corte fino sin afectar érganos de
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crecimiento como raices y tallos para que se renueve la planta constantemente

siguiendo su normal desarrollo.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1. Valores de los parametros fisicoquimicos

4.1.1. Densidad
La densidad del aceite esencial de E. foetidum fue de 0,8686 g/cm? (ver anexo 4)

4.1.2. indice de refraccion

El indice de refraccion dio un valor de n3? = 1,456

4.1.3. Solubilidad

Tabla 1. Solubilidad del aceite esencial de E. foetidum en mezcla alcohélica-agua
(37)

Mezcla porcentual [alcohol - agua] Solubilidad
95:5 +
90:10
80:20
70:30
60 : 40
50 :50 -

+ + + 4+

(+) soluble, (-) menos soluble
Cuando se lleva el alcohol a una disolucién con 50% de agua el aceite esencial se
enturbia lo que prueba que ese es su limite de solubilidad.

4.1.4. Reaccion colorida

La prueba de la reaccion colorida dio positivo para aldehidos al manifestar la
aparicion del color amarillo como fue verificada con el analisis por cromatografia
de gases y espectrometria de masas en la que 2 de los 6 compuestos son de
estructura aldehidica, el dodecanal y el 2-dodecenal

También demuestra la presencia de ésteres porque dio positivo la prueba con
hidroxilamina alcalina que al ser acidula y agregado cloruro férrico aparecié un

color purpura.
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4.2. Rendimiento del aceite esencial

De 10000 gr de muestra trabajada de E. foetidum se obtuvo 10,683 g de aceite

esencial que representa un rendimiento de 0,107% (ver anexo 5).

4.3. Cromatograma del aceite esencial de E. foetidum

Nos permitio identificar los componentes presentes en el aceite esencial de E.
foetidum, familia quimica, nombre del componente, tiempo de retencion en
minutos y abundancia porcentual de cada componente de la lectura del
cromatograma se elaboro la siguiente tabla (ver tabla 2).

Tabla 2. Cromatograma del aceite esencial por GC-MS

N° Nombre el compuesto tr (mMin) Abundancia (%)
1 Dodecanal 25,45 3,29
2 2-Dodecenal 26,99 58,13
3 Desconocido (C14H260) 32,29 11,12
4 2,6,10-trimetil-tetradecano 36,16 3,78
5 Nonadecano 40,40 6,86
6 Etil éster del acido hexadecanoico 45,66 16,82

Tabla 3. Familia quimica de componentes y tiempo de retencion Tr

Tiempo de
N° Nombre componentes Familia
retencion (tr min)
1 Dodecanal CH;(CH2)10CHO  Aldehido saturado 25,45
2 2-dodecenal Aldehido insaturado 26,99
3 Desconocido (C14H260) g'drocarb.‘”o oxigenado 32,29
esconocido
4  2.6,10-trimetil-tetradecano  Hidrocarburo alifatico 36,16
5 Nonadecano Hidrocarburo 40,40
0 . Alifatico
g Etil esterdel acido Derivado del cido 45,66

hexadecanoico g ..
palmitico (acido graso)

La tabla 3 Familia quimica de componentes del aceite esencial, nos permite
sefalar que este contiene 2 aldehidos que le imprimen al aceite esencial su olor
caracteristico, 2 hidrocarburos alifaticos, un hidrocarburo oxigenado desconocido

C14H260 y un éster derivado del acido palmitico hexadecanoido o palmitico, pero
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esta exento de sustancias terpenoidales: mono y sesquiterpenos, que le hace
cualitativamente diferente a los aceites esenciales con contenido terpenoidal,
caso de Coriander sativa (culantro) que se le compara E. foetidum por cierto
parecido en el olor dado probablemente por el 2-dodecanal que ambas plantas

contienen.

Tabla 4. Numero de aldehidos constituyentes del aceite esencial de E. foetidum

N° Componente aldehidico Tlempo_ 'de Abun::lanma
retencion (%)

1 Dodecanal 25,45 3,29

2  2-dodecenal 26,99 58,13

De la tabla 4 podemos sefalar que el olor del aceite esencial esta dado por la

mezcla de los dos compuestos aldehidicos.

Tabla 5. Componentes de mayor abundancia

N°. Nombre del compuesto Abundancia %
1 2-Dodecenal 58,13
Etil éster del acido Hexadecanoico 16,82
Desconocido (C14H260) 11,12

Si observamos la tabla 5, los 2 primeros componentes representan el 74.95%.

El hidrocarburo desconocido (C14H260) se ubica en el tercer lugar de abundancia

Tabla 6. Volatilidad de los componentes de mayor a menor volatilidad

N°. Nombre del compuesto Tr (min)
1 Dodecanal 25,45
2  Etil éster del acido hexadecanoico o acido palmitico 45,66

La volatilidad es inversamente proporcional al tiempo de retencién, cuanto mayor
es la volatilidad menor es el tiempo de retenciéon. Segun la tabla 6, el componente
mas volatil es el dodecanal se separd del aceite esencial en 25,45 minutos,
mientras el componente menos volatil es un éster derivado del acido palmitico (etil

ester del acido hexadecanoico), el acido palmitico es un acido graso de estructura
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CH3(CH2)14COOH, donde el OH del grupo funcional carboxilico a sido
reemplazado por un grupo etilo del alcohol dando lugar a un éster que se separa
a un tiempo de retencién de 45,66 min, por ser de cadena lineal mas larga de 16

atomos de carbono, mientras el docenal solo tiene 12 atomos de carbono,

Tabla 7. Hidrocarburos saturados

Nombre del compuesto Numero de atomos T (mijn)
de carbono

Dodecanal 12 25,45

2,6,10 trimetil tetradecano 17 36,16

Nonadecano 19 40,40

La tabla 7 nos muestra la presencia de 3 hidrocarburos saturados, alcanos con 12
atomos de carbono, 17 atomos de carbono y 19 atomos de carbono.

Tabla 8. Hidrocarburos insaturados

Compuesto Numero de atomos Numero_ de
Insaturaciones
2-Dodecenal 12 1

La tabla 8 muestra la presencia de un hidrocarburo alqueno aldehidico el 2-
dodecenal

Quimiotipos

Después de observar el cromatograma del aceite esencial de E. foetidum de la
region Loreto y compararlo con los componentes del aceite esencial de E.
foetidum del sur de Vietnam estudiado por (13), el aceite esencial de la regidn
Loreto solo coinciden en tener en comun el 2-dodecenal, mientras otros
componentes que tiene el aceite esencial del sur de Vietnam son: lauraldehido,
tetra-13-tetradecenal, ciclododecano y el duraldehido que no esta presente en el

aceite esencial de la Region Loreto.

El aceite esencial de E. foetidum de Nigeria estudiado por (8), solo tiene 2
componentes coincidentes con el aceite esencial de E. foetidum de Loreto el 2-
dodecenal y el dodecanal, el 2,4,5-trimetilbenzaldehido y el 13-tetradecanal son

inexistente en el aceite esencial de la region Loreto, prueba irrefutable de que el
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aceite esencial de la regidn Loreto constituye un nuevo Quimiotipo, que se
caracteriza por tener alto contenido de 2-dodecenal que no posee ninguno de los
otros aceites esenciales de E. foetidum de otras regiones del mundo.
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CAPITULO V: DISCUSION

El rendimiento del aceite esencial de las hojas secas de E. foetidum de la
amazonia peruana aislada por hidrodestilacién fue de 0,107%, este porcentaje
difiere con los resultados informados por otros autores para esta especie; E.
foetidum de Pucallpa tiene un rendimiento promedio de 0,40, 0,42 y 0,49
respectivamente (10). Las hojas frescas de E. foetidum de los andes de
Venezuela posee 0,083 % de rendimiento (39). El aceite de las hojas secas y raiz
de E. foetidum que proceden de Port Blair y Nadugani en India tiene 0,12 %, 0,15
% (hoja) y 0,14 % y 0,19 % (raiz) (1). El aceite esencial obtenido de las hojas
frescas de E. foetidum de Colombia es de 0,2 % (5); de las partes aéreas de E.
foetidum de dos muestras de Guadalupe en Portugal es de 0,17 y 0,16%
respectivamente (40); el rendimiento del aceite esencial de E. foetidum del este
de Iran por hidrodestilacion es de 0,18% y por destilacion asistido por microondas
0,23% (41); asimismo, de las inflorescencias, tallos y hojas y raiz de Iberia
Espana son 0,81%, 0,41% y 0,18% respectivamente (42); en E. foetidum de Cuba
fue de 0,13% (43) y el aceite esencial de E. foetidum del este de Nepal es de
0,5% (9).

Se puede observar que el rendimiento de aceite esencial que tiene E. foetidum de
Pucallpa Peru (10), Iberia Espafa (3) y Nepal (9) son mayores al de la Amazonia
peruana, sin embargo E. foetidum de India (9), Portugal (16), Iran (41) y cuba (7)
tienen rendimientos casi similares pero un poco mayor, pero el de Venezuela (39)
tiene un poco menor al de la Amazonia peruana. Estas variaciones pueden estar
ligados a varios factores, tales como condiciones climaticas, ubicacion geografica,
época de recoleccion de la muestra, edad de la planta y método de destilacidon
usada (39).

La densidad del aceite esencial de E. foetidum de la amazonia peruana es 0,8686
g/ml, los estudios realizados de esta especie por otros autores no informan de
esta caracteristica. Sin embargo, en aceites esenciales aisladas de otras
especies comunican esta valor, la densidad del aceite esencial de Schinus Molle
(molle) es 0,862 g/ml, de Rosmarinus officinalis L (romero) 0,825 g/ml, de Salvia
officinalis (salvia) 0,920 g/ml (44); del aceite esencial de Origanum vulgare
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(orégano) es 0,9234 g/ml (45); en Minthostachys mollis (Orégano) otra especie
pero del mismo género la densidad es 0,9211 g/ml (46); en Eucalyptus globulus
es 0,901 g/ml (47) y en Myrcianthes rhopaloides (lanche) es 0,9 g/ml (48). Se
observa que las densidades de la mayoria de estos aceites esenciales son casi
similares estan por encima de 0,9 con pequefas variaciones, lo que sugiere que
los componentes arénicos estan presentes en ellas, contrariamente a los aceites
que no tienen estos componentes cuya densidad es menor a 0,9 como el caso de

Schinus Molle, de Rosmarinus officinalis L, Salvia officinalis y E. foetidum.

En lo referente al indice de refraccién, el aceite esencial de E. foetidum tiene
1,456, en otros estudios para esta especie no comunican de esta caracteristica,
pero existe informacidon para otras especies como el caso de Origanum vulgare
(orégano) cuyo indice de refraccion es 1,4774 (45); de Minthostachys mollis
(Orégano) 1,47 (46); de Eucalyptus globulus Labill 1,4751 (47) y de Myrcianthes
rhopaloides (lanche) 1,48 (48). Los indices de refraccion de estos aceites son
superiores a 1,47 lo que indica que sus densidades también son superiores a 0,9;
por lo tanto, deben tener componentes oxigenados aromaticos o aliciclicos, pero
el indice de refraccion de E. foetidum es menor a 1,47 porque tiene un alto

porcentaje de compuestos tales como hidrocarburos terpénicos y alifaticos.

El aceite esencial de E. foetidum es soluble en una mezcla mayores a 60%
etanol-agua, mientras que los aceites esenciales de Minthostachys mollis
(Orégano) es soluble en etanol al 70% (46), también el aceite de Eucalyptus
globulus Labill (47) y el aceite de Myrcianthes rhopaloides (48). Estos aceites son
solubles en una mezcla al 70% de etanol-agua, pero el aceite de E. foetidum es
soluble en una mezcla de 60% etanol-agua, estos limites de solubilidad de estos
aceites puede deberse a los diferentes componentes quimicos presentes en cada

uno de ellos.

El perfil cromatografico del aceite esencial de las hojas de E. foetidum de nuestro
estudio se identificaron 6 componentes: El 2-dodecenal con una abundancia de
58,13%, el etilester del acido hexadecanoico con 16,82%, un hidrocarburo
desconocido (C14H260) con 11,12%, Nonadecano con 6,86%, 2,6,10-trimetil

tetradecano 3,78% y dodecanal 3,29%. Mientras que el aceite esencial del Sur de
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Vietnan estudiado previamente (12), tiene 13 componentes, y solo el 2-dodecenal
es semejante al de nuestro estudio con 57,79% de abundancia, un porcentaje
menor en 0,34% al de la Region Loreto, otros componentes significativos que
presenta el estudio de Thi tales como lauraldehido 11,53%, 13-tetradecenal
8,99%, ciclododecano 7,22% y duraldehido 5,78% no estan presentes en E.
foetidum de la regién Loreto, como no estan presentes en el aceite esencial del
sur de vietham, el dodecanal, 2,6,10-trimetiltetradecano, nonadecano y Etil éster

del acido hexadecanoico.

Preliminarmente (8), identific6 34 componentes en el aceite esencial de hojas,
tallos y raices de E. foetidum de Nigeria, siendo el mas significativo 2-dodecenal
con 28,43% de abundancia, seguidos por 13-tetradecenal 27,45%, dodecenal
14,59% y 2,4,5-trimetilbenzaldehido 10,77% en tallos y raices son menos
significativos, pero solo 2 componentes son idénticos al E. foetidum de la
Amazonia, el 2-dodecenal con 28,43% de abundancia y el dodecanal con 20,21%.
El 2-dodecenal de nuestro estudio es superior en 19,70% al que tiene el aceite
esencial de E. foetidum de Nigeria. Por otro lado, el aceite esencial de E. foetidum
de Nigeria contiene 2,4,5-trimetilbenzaldehido, 13-tetradecenal, componentes que
no posee el aceite esencial de la Region Loreto, pero el de Nigeria no posee

2,6,10-trimetil-tetradecano, nonadecano y etiléster del acido hexadecanoico.

Antes (4), aislé por hidrodestilacion el aceite esencial de las hojas de E. foetidum
de Bengladesh identific6 63 componentes, siendo los mas importantes el 2-
dodecenal 37,4% de abundancia, el acido dodecanoico 10,7%, el trans 2-
dodecano 9,7%, el 2-tridecenal 6,7%, duraldehido 5,1%, tetradecanal 4,4%, el
unico componente idéntico al de nuestro estudio fue el 2-dodecenal, pero con una
diferencia de 20,73% de abundancia inferior al de nuestro estudio. Se observa
que los componentes acidos dodecanoico, acido trans-2-dodecanoico,
duraldehido y tetradecanal no son componentes del aceite esencial de E. foetidum
de la Regién Loreto, por otra parte, el dodecanal, el 2,6,10-trimetil-tetradecano,
nonadecano y el etil éster del acido hexadecanoico no estan presentes en el
aceite esencial de E. foetidum de Bangladesh.
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previamente (16) identific6 34 componentes en las dos muestras de aceite
esencial de hojas de E. foetidum de Guadalupe y Bom Jesus Portugal, en el
aceite esencial de Guadalupe los componentes principales son: 2,3,6-
trimetilbenzaldehido 23,7%, (E)-2-dodecenal 15,9% vy (E)-2-tetradecenal 18,7%,
pero en el aceite esencial de Bom Jesus son: (E)-2-dodecenal 37,5%, (E)-2-
tetradecenal 25,3%, dodecanal 9,8% y 2,3,6-trimethylbenzaldehyde 5,5%, se
observa que los componentes mayoritarios difieren en cuanto a su abundancia en
ambas muestras. Pero en el aceite esencial de E. Foetidum de la region Loreto
solo un componente es idéntico, el 2-dodecenal, pero con una abundancia
58,13% mayor al de las dos muestras de E. foetidum de Portugal, mientras que el
2,3,6-trimetilbenzaldehido, (E)-2-tetradecenal son inexistentes en el aceite
esencial de la Regién Loreto, contrariamente el dodecanal, 2,6,10-
trimetiltetradecano, nonadecano y etil éster del acido hexadecanoico son
inexistentes en el aceite esencial de Portugal.

En el aceite esencial de las hojas de E. foetidum de Colombia, preliminarmente
(5) identificd 18 componentes los mas significativos fueron el 2-dodecen-1-al
43,96%, 5-dodecano 30,15%, y tetradecenal 5,28%, pero ninguno de estos
componentes esta presente en el aceite esencial de E. foetidum de la Region

Loreto.

En el aceite esencial de las hojas de E.foetidum de selva alta, anteriormente (11)
identificdé 22 componentes, siendo los mas importantes: p-cimeno, 1-undecano,
decanal, 1-decanol, 2,6,10-trimetiltetradecano, undecanal, 2,4,6-trimetilfenol,
2,4,5-trimetilbenzaldehido, acido caprico dodecanal, trans-2-undecen-1-ol, 2-
dodecenal, acido 2,4,6-trimetilbenzoico, nonadecano, acido laurico, tetradecanal,
acido lenoleico, acido nuristico, 1-nonadeceno, acido palmitico y acido oleico, 3 de
estos componentes son semejantes al de nuestro estudio, el dodecanal, el 2-
dodecenal y el nonadecano, los demas son diferentes, hay que advertir que
presenta acidos grasos como acido linoleico, acido miristico, acido palmitico y
acido oleico donde el acido linoleico es un acido graso insaturado omega 6, el
miristico acido graso saturado, el palmitico acido graso saturado y el acido oleico
acido graso monoinsaturado omega 9. En el aceite esencial de E. foetidum de

nuestro estudio solo esta presente el acido palmitico o hexadecanoico pero en
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forma esterificada como etil éster del acido hexadecanoico que demuestra que se
di6 una sintesis quimioenzimatico que resulta mas importante que el acido
palmitico que esta presente como éster y no meramente como acido graso, de
esta forma tendria mas valor en la industria de las margarinas, pasteles y bolleria,
etc., por ser menos oxidable, es un buen aceite saborizante si es usado en niveles

adecuados para su ingesta, porque en el futuro sera mas usado como biodiesel.

Es necesario sefalar que los componentes del aceite esencial del E. foetidum de
nuestro estudio no contienen terpenoides mono (C10) tampoco sesquiterpenos
(C15), su olor sui-generis se debe a sus 2 aldehidos: Dodecanal y 2-dodecenal
monoinsaturados, ambos poseen 2 atomos de carbono y probablemente se
formaron a partir de la oxidacion del dodecanal y del 2-dodecenal de modo que
rompen el criterio comun de que los aceites esenciales se forman via los
mevalonatos o via los Shikimatos o que hay sustancias odoriferas que proceden
de los hidrocarburos. Son los aldehidos de E. foetidum sustancias que disponen
de un grupo funcional formilo (CHO) que le da el olor sui-generis, por eso el olor
caracteristico del aceite de E. foetidum es casi semejante al olor del Coriander
sativum (culantro) que también posee estos 2 componentes: Dodecanal y 2-
dodecenal activos contra microbios (bacterias y hongos) resistente a los
antibidticos (18,49).

El 2,6,10-trimetiltetradecano se usa como cosmético. El nonadecano es un alcano
de cadena lineal usado como agente de fragancia en cosméticos y perfumes, se

aislé de Artemisia armenica por primera vez (50).

Solo en el aceite esencial de E. foetidum previamente (11) se ha encontrado un
hidrocarburo aromatico el p-cimeno, no encontrado en los estudios de E. foetidum
de ninguno de los aceites esenciales de los autores ya citados tampoco en
nuestro estudio por lo que se puede sefialar que se ha sintetizado por la via de los
Shikimatos presente en tomillo y comino. A través del analisis de GC-MS de los
estudios realizados con E. foetidum por los autores citados podemos sefialar que
E. foetidum de nuestro estudio por tener componentes no conocidos en los
estudios tales como nonadecano, 2,6,10-trimetiltetradecano y etil éster del acido

hexadecanoico y algunos similares, como el 2-dodecenal y el dodecanal en el

42



estudio a priori (11), podemos afirmar que E. foetidum de la Region Loreto
constituye una nueva raza quimica o quimiotipo lo que advierte que los suelos de
selva baja son generalmente acidas, permiten que el metabolito secundario de
mayor prevalesciencia en E. foetidum es el (E)-2-dodecenal que es mas
abundante que en todas las otras plantas de E. foetidum existentes en otros
paises del mundo dado que alcanza una abundancia muy alta de 58,13% que le
da inmejorables condiciones para ser potencialmente usado en el campo
farmacolégico como agente antimicrobiano (bacterias y hongos) que hacen

resistencia a los antibiéticos de sintesis.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

El rendimiento de aceite esencial que tiene E. foetidum de la regién Loreto es
menor al de las especies que crecen en otros lugares del mundo, por estar
presentes aldehidos, hidrocarburos alifaticos y derivados de acidos grasos su
densidad es menor a 0,9, es soluble en una mezcla de alcohol agua mayor a 60%
y por contener sustancias aldehidicas la prueba de reaccion colorida dio positivo

para estas sustancias, pero también fue positivo para esteres.

En el aceite esencial de E. foetidum de la Region Loreto se encontré6 6
componentes, pero contiene una alta abundancia porcentual de (E)-2-dodecenal
58,13% que junto al otro aldehido el Dodecanal le conceden el olor sui-generis al
aceite esencial que tal como hemos senalado en la introduccién, le dan al aceite
esencial de esta planta un olor y sabor grato que se utiliza en sabores y
fragancias para crear notas citricas como naranjamandarina, sustancia que esta
presente en C. sativum en menor cantidad, pero ademas estos 2 aldehidos tiene
un importante rol como antihelminticos y como agentes antibacteriales de probado
actividad contra enfermedades antibacteriales y antifungicas resistentes a los
antibidticos de sintesis, de modo que su mayor aplicacion y ventaja comparativa
no solo estd como componente saborizante de la culinaria Loretana sino
fundamentalmente en su potencial aplicaciéon en la industria farmacéutica, sin
desconocer que el contenido de etil-éster del acido palmitico también es de gran
utilidad como agente saborizante en panificacidén y reposteria.

El 2,6,10-trimetil-tetradecano se usa como cosmético, pero es poco significativo
ya que su abundancia porcentual es de 3,78%.

El analisis de los estudios realizados con la misma planta en otras partes del
mundo muestra que los componentes varian por el suelo, clima, factores
hidrograficos y geomorfoldgicos, o que hace que cada uno de estas plantas no
tengan sino pocos componentes similares, siendo la mayoria diferentes, por esta
razon E. foetidum de la Amazonia baja representa una nueva raza quimica al que
denominaremos quimiotipo de la selva peruana y por la alta presencia de (E)-2-
dodecenal su uso en la culinaria amazdnica y que su aplicacion como

componente de sabores y fragancias en perfumeria y en cosmética deberia
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extenderse con mayor preferencia que el del Coriander sativo (culantro), ambas

de la familia Apiaceae.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Propender su cultivo y domesticacion por parte de los agricultores amazonicos en
forma generalizada para obtener el aceite esencial para uso Fitoterapéutico y su
presentacion en frascos goteros para su uso como saborizante en la culinaria
loretana, lo que impone su necesaria industrializacién y apertura de un mercado

con mayor oferta y una amplia demanda.

Incorporar esta planta en el jardin botanico de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica para que sirva no solo como ejemplar de referencia de estudios
botanicos, sino, como planta de semillacion para ampliar su cultivo a mayor

escala.
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ANEXOS

ANEXO N°. 1. Identificacion botanica de la planta

Centro de Investigacion de
Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

-~

INSTITUCION CIENTiFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 42-2022 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentada por APELES PERICKLES TEOKLIO CANAYO TELLO y FIORELLA DEL
ROCIO RAMIREZ REATEGUI bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al
proyecto de tesis de pre grado titulado “CARACT ERIZACION FISICOQUIMICO Y CROMATOGRAFICA DEL
ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Eryngium foetidum L. (sacha culantro).”; ha sido DETERMINADA
en este centro de investigacién y ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP como se

indica a continuacién:

N° FAMILIA ESPECIE AUTOR NOMBRE COMUN
01 | APIACEAE Eryngium foetidum 1z “sacha culantro”
Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los veinticinco dias del mes de octubre del afio dos mil veintidds, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente, (@

thhard I %’lﬂl Acostupa \

um Amazonease

— —UNIVERSIDAD
Direccién Pevas/Nanay — lquitos Pert Péginaldel CONSTANCIA n.2 42-2022 AMAZ-UNAP L I C E N C IA B A
Apdo. 496 — Email: herbarium.amazonense@unapiquitos.edu.pe BERLi e 2201 SUNEDTVED
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ANEXO N°. 2. Resultado del analisis por GC-MS

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

~UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Ing. Julio Arce, UNAP
Muestra: 1 muestra de aceite esencial con codigo: "E5-FR-UNAP".
Andlisis: Composicién  quimica  (compuestos  voldtiles  y

semivoldtiles) de 1 aceite esencial por Eromatagral“ade
pasesacaplada a espectrometria de masas.

Fecha de entrega de Resultados: 5 agosto 2021

RESULTADOS

En las pdginas 2 a 3 del presente informe.

Atentamente,

Dra. Rosario Rejas Durdn

Unidad de Investigacidn en Productos Naturales
UD-Laboratoria 2089

Ieléfom 51-1- 3190000!11.&::0 23322?

Pdgina 1 de 3
Av. Honorio Delgada 430, Lima 31 f Apartado Pastal 4314

Central Telefonica: (511) 319-0000 2402 Secretaria Académica de
Facultad de Ciencins y Filosofia Alberto Cazorla Talleri

54



MUESTRA “E5-FR-UNAP”

Se detectaron 6 compuestos que comprenden el 100% de la composicion fotal de compuestos
volables presentes en la muesira,

tn %enla

Midmero Mombre del compueste (MISTOS.L) {min] miuestra

L {dreas relativat)
1 rl:lﬂdec:anal 2545 329
2 2-Dodecenal 26.99 58.13
3 [Desconocide (CrHxO) 3229 11.12
4 [2 6, 10-irimelil-tetradecano 36.16 378
5 IHmadacana 40,40 6 BB
5] Ftiléalﬂdelﬁcﬁnh&mdmnn‘nﬂa 4566 16.82

—
TIC: AES-FRAUNAP D\daba ms

VIS D
AR E-1-o-1-1-
A 0Ok O
j 2 =l=latalal
[ Prl=labein]
el =l =Lebole ]
L 3asrlalatal
La=a-l=1-2-]
El-ardrlnkl
oSO
EoOSE6S
1000 I _L._

0SS 18R 2500 S8.00 1000 LS J0DE 888 §EEs T
Tirrmeass

Pégina 2 de 3
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Condiciones cromatograficas para la muestra:

Equipo: Cromdtografo de gases Agilent Technologies 7890A con delector espectrémetro de
masas Agilent Technologies 59750,

Columna: JAW 122-1545.67659 DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pm x 0.25 pm

Rampa de lemperalura: Empieza en 50 *C y sube a 5 “C/imin hasta 180 *C_; 4 *Clmin hasta 200
*C manteniéndose por 15 min y finalmente 20 °Cimin hasta 300 *C por 5 min.

Tiempo de cormida: 55 min
Volumen de Inyeccidn: 1 pL
Split 201

Gas portador; He, 1 mLimin

Muestra: se fomd 20 pL de la muestra y se diluyd en 1 mL de diclorometana. Se inyectd 1 pL
de la solucidn al equipo,

Pdgina 3 de 3
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ANEXO 3. fotografia de la planta antes de la floracion y en floracion
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ANEXO 4. Calculo para hallar la densidad del aceite de E. foetidum

Peso del picndmetro de Weld vacio: 24, 415 g ()

Se lleno el picnometro con agua destilada libre de gas y se peso6

Peso de picndmetro mas agua destilada: 30,2585 g (II)

Se sustrajo a (ll) el valor de () para obtener la masa de agua.
II-1 — 30,2585 — 24,415 =5,8432¢g

Para los calculos se aplicé la formula siguiente

m
p= (A
Los valores considerados son: la masa del agua: 5,8432 g.
Densidad de agua a 30°C es 0,99567 g/cm?; tomado de (27)
Con la expresién (A) calculamos el volumen
Despojando de (A) el volumen del agua que es a su vez volumen del picndmetro y

volumen que servira para el calculo de la densidad del aceite esencial.

o om oom 5,8432
P=7% V= 5 T 099567

= 5,8686 cm? 05,8686 ml

Para el calculo de la densidad del aceite esencial seguimos el procedimiento
siguiente.

Peso del picnometro vacio + peso del aceite esencial = 29,5120 g (lll)

Se sustrae a (lll) el valor de (I) para obtener el peso 0 masa de aceite esencial.

masa del aceite esencial = 29,5120 — 24,4153 = 5,0967 g

Con los valores obtenidos podemos calcular la densidad del aceite esencial,
aplicando la siguiente expresion.
m 5,0967
= 9_=0,8685 L

P = F N 58686 cm? cm?

Resulté que la densidad del aceite esencial de E. foetidum es 0,8685 g/cm?
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Anexo 5. Calculo del rendimiento del aceite esencial

Volumen del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion es 12,3 cm?3
Densidad del aceite esencial 0,8686 g/cm?

Con estos datos se calcula la masa del aceite obtenido

m=p.V - m=20_8686.12,3 =10,683g

Para hallar el rendimiento del aceite esencial se aplica la siguiente relacion

Peso del aceite esencial x 100

% Rendimiento = , ,
Peso materia prima

10,683 g x 100 1068,3 g
10000 g 10000 g

%Rendimiento == = 0,107%

Las hojas de. E. foetidum dan un rendimiento de 0,107% de aceite esencial.
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