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Resumen

Lippia alba es una especie arbustiva ampliamente distribuida en el centro y sur de
América. Su aceite esencial es reconocido en la literatura por contener gran cantidad de
compuestos bioactivos (terpenoides, cetonas, polifendles, éteres, entre otros) componentes
con actividad biologica de gran interés (antioxidante, antimicrobiana, entre otras) ante lo cual
podrian ser aplicados como conservantes naturales en industria alimentaria. Debido a las
diferencias edafoclimaticas de cada pais la composicion volatil del aceite esencial puede
variar coexistiendo ciertos quimiotipos como: citral, linalol, carvona, mirceno, cariofileno,
neral, o-tirpeneol. Ecuador como pais megadiverso conserva el 10% de todas las especies
vegetales del mundo. Sin embargo hasta la fecha no existian estudios sobre esta especie El
objetivo del presente trabajo es evaluar por primera vez la composicion y actividad bioldgica
(actividad antioxidante y antimicrobiana) del aceite esencial obtenido de Lippia alba del
Ecuador. ElI material vegetal fue obtenido de especimenes vegetales de la provincia de
Manabi. La extraccion fue realizada mediante hidrodestilacion (Clevenger). Se evaluaron
parametros fisicoquimicos tales como: densidad, pH e indice de refraccién. La composicién
volatil fue determinada por cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas
(GC-MS).La capacidad antioxidante se evalu6 mediante los ensayos 2,2 azino-bis 3-
ethybenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), Ferric Reducing/antioxidant power (FRAP) y
contenido fenolico (Folin Ciacalteu). La actividad antimicrobiana se determino por la técnica
de difusion y dilucion en disco agar. El rendimiento del aceite esencial fue de
aproximadamente 1%. Los resultados de los parametros fisicoquimicos mostraron valores de
densidad 0,953 gemL™, pH 5,5 e indice de refraccion 1,5110 situandose dentro de los rangos
de calidad de los aceites esenciales. Los componentes volatiles mayoritarios identificados
mediante CG-MS fueron artemisa cetona (43%) y citral geranial (18%) sugiriendo un nuevo
quimiotipo. En la actividad antioxidante, se obtuvieron valores de 23,08 mgeL™ para ABTS
y 14,916mgeL™ para FRAP mientras el contenido fenolico fue de 968 mgsL ™. Los ensayos
de actividad antimicrobiana mostraron que los microorganismos Escherichia coli y
Salmonella son sensibles al aceite esencial existiendo mayor grado de inhibicion en el altimo
microorganismo en concentraciones de 100 y 50% de aceite esencial de Lippia alba. Se puede
sugerir la existencia de un quimiotipo de aceite esencial obtenido de Lippia alba,
confirmandose una alta actividad antioxidante y capacidad antimicrobiana con lo que

confirma su elevado potencial biotecnoldgico.

Palabras claves: Lippia alba, aceite esencial, GC- MS actividad antioxidante, actividad

antimicrobiana



Resumo

Lippia alba é uma espécie arbustiva amplamente distribuida na América central e do sul.
O Oleo essencial é reconhecido na literatura contém muitos componentes compostos
bioactivos (terpendides, cetonas, polifenois, eteres entre outros) com actividade bioldgica de
grande interesse (antioxidante, antimicrobiana entre outras), que pode ser aplicado antes
como conservantes naturais em na industria de os alimentos. Devido as diferencas condigoes
edafoclimaticana e agronomicas na composicao volatil de 6leo de cada pais s essencial podem
variar de coexistindo certas quimiotipos como citral, linalol, carvona, mirceno, cariofileno,
neral, a-tirpeneol. O Equador, como pais megadiverso, conserva 10% de todas as espécies
vegetais do mundo. No entanto até a data ndo houve estudos sobre esta espécie. O objectivo
deste estudo foi avaliar primeira composicdo e actividade bioldgica (antioxidante e
antimicrobiana) do 6leo essencial obtido de L alba Equador. O material vegetal foi obtido de
espécimes de plantas da provincia de Manabi. A extracdo foi realizada por hidrodestilacdo
(Clevenger). Parametros fisico-quimicos como: densidade, pH e indice de refracdo foram
avaliados. A composicdo volatil foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) .A capacidade antioxidante foi avaliada testando 2,2
azino-bis acido 3-ethybenzothiazoline-6-sulfénico (ABTS), férrico Reducéo / antioxidante
poténcia (FRAP) e conteudo fendlico (Folin Ciacalteu). A atividade antimicrobiana foi
determinada pela técnica de difusdo e diluicdo do disco de agar. O rendimento do 6leo
essencial foi de aproximadamente 1%. Os resultados dos parametros fisico-quimicos
apresentaram valores de densidade de 0,953 g « mL-1, pH 5,5 e o indice de refraccdo de
1,5110, ficar dentro das gamas de 6leos essenciais de qualidade. Os principais componentes
volateis identificados pelo CG-MS foram artemiss cetona (43%) e geral citral (18%)
sugerindo um novo quimiotipo. Actividade antioxidante, os valores de 23,08 mgeL* de ABTS
e 14,916mgeL™* foram obtidas por FRAP enquanto o contetido fenolico era 968 mgeL™. Os
ensaios de actividade antimicrobiana mostrou que os microrganismos Escherichia coli e
Salmonella sdo sensiveis ao 6leo essencial ter uma maior inibigdo no primeiro microrganismo
em concentracdes de 100 e 50% de 6leo essencial Lippia albaLippia alba. Pode sugerir a
existéncia de um quimiotipo de 6leo essencial obtido a partir de Lippia albaLippia alba,
confirmando uma elevada actividade antioxidante e capacidade antimicrobiana confirmando

0 seu elevado potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Lippia alba, 6leo essencial, GC-MS, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana
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Abstract

Lippia alba is a shrub species widely distributed in central and south America. Its essential
oil is recognized in the literature for containing a large number of bioactive compounds
(terpenoids, ketones, polyphenols, ethers) components with biological activity of great
interest (antioxidant, antimicrobial, among others) before it could be applied as preservatives
natural in the food industry. Due to the edaphoclimatic differences of each country, the
volatile composition of the oil can be mixed with chemotypes such as: citral, linalool,
carvone, myrcene, caryophyllene, neral, a-tirpeneol. Ecuador as a megadiverse country
conserves 10% of all plant species in the world. However, to date there are no studies on this
species. The objective of the present work is to evaluate for the first time the biological and
antioxidant activity of the essential oil obtained from Lippia alba of Ecuador. The plant
material was obtained from the plant specimens from the province of Manabi. The extraction
was carried out by hydrodistillation (Clevenger). Physicochemical parameters were evaluated
such as: density, pH and refractive index. The azino-bis-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonic acid
(ABTYS), ferric reducer / antioxidant The ferric acid / antioxidant reduction is based on the
specification of absorbed power gases (FRAP) and phenolic content (Folin Ciacalteu). The
antimicrobial activity was determined by the agar disc diffusion and dilution technique. The
yield of the essential oil was approximately 1%. The results of the physicochemical
parameters were performed with density values of 0.953 gemL™?, pH 5.5 and refractive index
1.5110, which were within the quality ranges of the essential oils. The major volatile
components identified by CG-MS were artemisa ketone (43%) and geral, citral (18%)
suggesting a new chemotype. In the antioxidant activity, values of 23.08 mg L* for ABTS
and 14,916 mgeL™ for FRAP were obtained while the phenolic content was 968 mg « L. The
tests of antimicrobial activity showed that the microorganisms of Escherichia coli and
Salmonella are sensitive to the essential oil and that they exist in a greater degree of inhibition
in the last microorganism in concentrations of 100 and 50% of essential oil of Lippia alba. It
is possible to suggest the existence of a chemotype of essential oil obtained from Lippia alba,
confirming a high antioxidant activity and antimicrobial capacity with what confirms its

potential biotechnological potential.

Keywords: Lippia alba, essential oil, GC- MS antioxidant activity, antimicrobial activity
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1 Introduccién

1.1 Introduccion

Los aceites esenciales son mezclas complejas de componentes volatiles (hidrocarburos,
alcoholes, aldehidos, cetonas etc.), los cuales se forman en el citoplasma de las plantas (Barbar,
otros, 2015). La presencia mayoritaria de compuestos volatiles incide directamente en el tipo
de actividad bioldgica (antioxidante, antimicrobiana entre otras), que estos extractos podrian
poseer y que pueden ser importantes para la utilizacion en algunas industrias como la

farmacéutica, alimentaria, terapeuta, cosmetologia entre otras. (Ochoa, otros, 2017).

La proliferacion de microorganismo en los alimentos y su influencia en la salud de los seres
humanos, ha aumentado la incertidumbre en poblacion en temas de seguridad alimentaria
(Tajkarimi, lbrahim, y Cliver, 2010), esto también despierta el interés de parte de la comunidad
cientifica, a profundizar mas las investigaciones en torno a la utilidad de especies vegetales
como conservantes naturales debido a su facil disponibilidad y eficacia lo cual es respaldado en

estudios realizados (Duefas y otros, 2014).

“Las enfermedades trasmitidas por los alimentos representan un problema de salud publica
que también ha repercutido en la economia de las naciones hasta los tiempos actuales”

(Rodrigues y otros, 2015).

Los agentes antimicrobianos pueden aumentar la vida Gtil de los alimentos procesados y no
procesados, reduciendo las tazas de crecimiento de microorganismos que pueden alterar su
calidad nutricional y organoléptica, con lo cual también se evita que los consumidores sean
victimas de las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA). Por lo que la utilizacion de
extractos como los aceites esenciales se muestran como una importante alternativa de fuente de

agentes antimicrobianos de origen natural (Sanchez Garcia y otros, 2016).

Existen plantas las cuales sintetizan y acumulan sustancias como metabolitos antioxidantes,
los que cuentan con la capacidad de captar radicales libres, protegiendo al organismo de la
accion de sustancias oxidantes. La acumulacion de radicales libres en el organismo esta
asociada a patologias como: infartos cardiovasculares, arterosclerosis, envejecimiento
prematuro, carcinogénesis, artritis entre otras. El organismo no cuenta con la capacidad de

producir sustancias protectoras antioxidantes por lo cual que deben de ser suministradas por



medio de alimentos, por lo que ha crecido el interés en investigar fuentes de componentes bio

activos de origen natural (Sanches y Mendes, 2014).

“La utilizacion de conservantes sintéticos como terbuthilhidroquinona (TBHQ),
butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo (GP), y butilhidroxianiol (BHA) ha sido discutida
por su facil volatilidad a altas temperaturas, convirtiéndose en agentes toxicos” (Valenzuela &

Pérez, 2016)

La utilizacion de extractos obtenidos a partir de especies vegetales ha incrementado debido
al crecimiento en la demanda de productos naturales por parte de los consumidores, quienes
buscan alimentos seguros y de alta calidad. La aplicacion de extractos de plantas podria
significar un aporte muy importante en la conservacion de los alimentos (Tajkarimi, Ibrahim,y
Cliver, 2010).

“El Ecuador es un pais que destaca por su gran diversidad en especies vegetales.
Aproximadamente 17,000 especies empleadas en alimentos (gastronomia, infusiones),
materiales de construccion, medicina y otros” (De la Torre y otros, 2008). De las que el 42% se
encuentran en las tierras bajas de la regién oriental, el 47% en la Cordillera de los Andes y el

11% en las regiones Costa e Insular.

Pese a su gran biodiversidad en especies vegetales, la mayoria no cuentan con estudios que
evallen la composicién quimica de los componentes volatiles y actividades bioldgicas, lo que
es una limitante a la hora de identificar los componentes bioactivos que podrian poseer y que

que aporten no solo en el campo de la medicina sino también en el de la seguridad alimentaria.

El aprovechamiento de las especies vegetales, tanto endémicas como nativas del pais, podria
fomentar el crecimiento y fortalecimiento de diferentes industrias, quienes lograrian abastecerse
de aditivos naturales que puedan mejorar la calidad y seguridad de sus productos, atendiendo
también las nuevas demandas del mercado local e internacional. Con esto también se
incentivaria aln mas la proteccion del habitat el que crecen las especies vegetales aromaticas y

a su cultivo y produccion.

Lippia alba es una especie arbustiva de la familia verbenacea que crece en los paises de
centro y sur América. A los extractos obtenidos de esta planta se le atribuyen varias propiedades
medicinales como antiespasmoédico (Matos y otros, 2011), analgésico, hipoglucemiante,

sedante, digestivo (Alonso y Desmarchelier, 2014).



Si bien los componentes volatiles y actividades biologicas del aceite esencial de Lippia alba
han sido estudiados en otros paises como ya se expuso, los mismos autores sefialan que por las
diferencias en condiciones agrondémicas y edafoclimaticas de cada pais, la estructura quimica
puede influir en las actividades bioldgicas de sus extractos. Por lo antes expuesto se justifica la
realizacion del presente trabajo de investigacion en el cual se analizard por primera vez los
componentes volatiles y actividades bioldgicas (antioxidante y antimicrobiana) de Lippia alba
de Ecuador, lo cual serd importante ya que se podra comparar los resultados de estudios

realizados de la misma especie en otros paises latinoamericanos.
1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Analizar la composicion quimica (Volatiles), caracterizacion fisicoquimica, capacidad

antioxidante y antimicrobiana de un aceite esencial obtenido de Lippia alba en Ecuador.

1.2.2 Objetivos especificos

- ldentificar las muestras obtenidas de Lippia alba mediante certificacién de un herbario.

- Obtener el aceite esencial de Lippia alba mediante técnicas de extraccion convencionales
(hidrodestilacion)

- Determinar las caracteristicas fisicoquimicas (pH, densidad e indice de refraccion) del
aceite esencial obtenido de Lippia alba.

- Analizar la composicion volatil del aceite esencial de Lippia alba empleando el método
de cromatografia de gases y espectrofotometria de masas (GC-MS)

- Evaluar la capacidad antioxidante del aceite esencial de Lippia alba mediante los
métodos de ABTS, FRAP y contenido fendlico (Folin Ciacalteu).

- Valorar la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba por medio del

método difusion y dilucién en disco agar contra Salmonella y Escherichia coli.






2  Revision de la literatura

2.1 Lippiaalba

“Lippia alba es una especie arbustiva de la familia verbenacea que estd compuesta por

alrededor de 175 géneros y 2.800 especies” (Fitzgerald y otros, 2015).

Esta planta crece entre 0,5 a 2 metros de alto. Sus ramas son arqueadas, ascendentes y
eventualmente trepadoras. Las hojas lanceoladas, ternadas o decusadas, &speras. Su
inflorescencia consta de espigas o cabezuelas cortas que pueden medir 25 mm de largo por 10
de ancho, las mismas que pueden estar unidas por un tubo blanquecino con garganta blanca o
amarilla, I6bulos de matices azules o razados incluyendo tonalidades de moradas y lilas (Celi y
otros, 2007).

2.2 Aceites Esenciales

“Los aceites esenciales son mezclas de componentes volatiles de apariencia oleosa,
derivados de plantas odoriferas, extraidos por métodos fisicos de las glandulas intercelulares
del tejido de las plantas” (Rios, 2016). Entre las especies de las cuales se pueden extraer aceites
esenciales, se encuentran: las araceas, verbenaceas, geraniaceas, anacardiaceas, moraceas,

lauraceas, anonaceas entre otras.

2.3 Extraccion de aceites esenciales.

Los métodos de extraccion de aceites esenciales fueron sofisticandose con el paso de los
afios debido al crecimiento de su demanda ya que su uso era muy frecuente para la obtencion
de productos como perfumes corporales y ambientadores por parte de los griegos, egipcios y
romanos En la actualidad existen métodos como la hidrodestilacion, arrastre de vapor, por
solventes organicos, fluidos supercriticos, ultrasonido, microondas, accion enzimatica los

cuales son aplicados en funcion al de su aplicacién. (Ortufio, 2006).
2.3.1 Hidrodestilacion.

Este método tiene como principio llevar a ebullicion una suspension compuesta por agua vy el

material vegetal con el fin de que los vapores sean condensados y recolectados en una fase fria.



Es uno de los métodos mas utilizados se caracteriza por el contacto directo que existe entre el
agua en ebullicion y el material vegetal lo que evitaria el sobrecalentamiento del material de
extraccion. “También puede ser complementada con técnicas como: ultra sonido y radiacion
microondas lo que influird en su rendimiento y composicion como lo demuestra “(Torrenegra
y otros, 2014).

2.4 Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales.

2.4.1 Densidad.

“La densidad es la magnitud que hace referencia a la cantidad de masa por unidad de
volumen, esta se puede expresar en (Kg.m=) o (g.cm 3)” (Mott, 2014). En el caso de los aceites
esenciales suele ser inferior a 1 g.cm? pero existen casos como el de los aceites de mostaza,

perejil y canela cuya densidad es mayor.
2.4.2 Indice de Refraccion.

“El indice de refraccion es la relacion entre el seno del angulo de incidencia y el seno del
angulo de refraccién. En el caso de los aceites esenciales oscila en un rango entre 1,4600 y
1,500 (Do, otros, 2015).

2.4.3 pH.

El pH indica la concentracion de hidrogenoides, es decir estado alcali o acido de una
solucion, esta se complementa con el valor pK el cual indica el equilibrio quimico de una
sustancia acida en su capacidad de librar iones alcalis y cidos (Mensilla, 2014). El pH se mide
en escalas de 0 a 14, los aceites esenciales de mayor calidad presentan pH en rangos de 5 a 5,8.
Segun (Romero Marquez, 2004).

2.5 Determinacién de volatiles.

“En su composicion volatil los aceites esenciales pueden presentar mas de 100 sustancias en
diferentes concentraciones, siendo 2 0 3 las que tienen mayor presencia, las cuales determinaran
las propiedades biologias del extracto. (Bakkali, otros, 2017)”. Por ejemplo carvacrol y p
cimene son los componentes mayoritarios del aceite esencial de Lippia alba estudiado por

(Majolo, Barros da Rocha, otros, 2016) en Brasil.

Los componentes que pueden estar presentes se pueden dividir en sustancias volatiles

(terpenos, fenilpropanoide, acidos grasos, lactonas) y sustancias no volatiles como



(flavonoides, cumarinas, acidos fendlicos). Los factores que pueden influir en la composicion
del aceite esencial pueden ser extrinsecos como la técnica de extraccion y condiciones de
extraccion e intrinsecos como edafoclimaticos (clima, pluviosidad) y agronémicos (riego,

época de cosecha, madures de la planta) (Dhifi, otros, 2016).

2.5.1 Cromatografia de gases y espectrofotometria de masas

Es uno de los métodos més importantes el cual permite identificar cualitativamente
compuestos de interés cientifico. La alta resolucion, sensibilidad, su reproducibilidad y la
disposicion de una base de datos de biomarcadores, permiten la identificacion de componentes
bioactivos los cuales su aplicacion pueda significar en industrias como la alimentaria (Yee y
otros, 2013).

Figura 2. 1. Artemisia ketone

A continuacion se muestra la tabla 2.1 que explica los quimiotipos encontrados en estudios
ejecutados en paises latinoamericanos sobre la composicion quimica de aceites esenciales de

Lippia alba y las técnicas empleadas para su caracterizacion.



Tabla 2. 1. Variedades de quimiotipos de aceite esencial de Lippia alba localizados en

paises latinoamericanos.

Pais
Cuba
Uruguay

Colombia

Argentina

Brasil

Brasil

Colombia

Meéxico

Meétodo de analisis
(GC-MS)
(GC-MS)
(GC-MS)
(GC-FID)

Cromatografia de
gases acoplado a

detector de ionizacion
de llamas

(GC-FID)

(GC-FID)

(GC-MS)

(GC-FID)

Quimiotipo
Carvona
Linalol,

Carvona,
limoneno y citral

Linalol, carvona

Grupo 1: Linalol,
1,8-cineol,

y oxido de
cariofileno
Grupo 2: Neral y
geranial

Grupo 3: carvona

y sabinene

Grupo 4: g-

muruleno y
mirceno

Carvacrol
y p cymene

Accesion citrica:
Geranial neral y
geraniol
Accesion tipica:

carvona, limoneno

y germacreno

(HD) Eucaliptol,
mircenona
(SF) Mircenona,
a-terpineol,

Referencia
(Pino, otros, 1996)
(Lorenzo, otros, 2001)
(Duran, otros, 2007)

(Blanco, Ringuelet,
Consolini, Vifa, 2014)

(Fitzgerald, otros,
2015)

(Majolo y
otros, 2016)

(Delgado Ospina,
otros, 2016)

(Reyes Solano, Brepsa,
otros, 2017)



En la presente matriz se muestran algunos de los resultados de estudios realizados en algunos
paises de Latinoamérica en torno a la composicién quimica de los aceites esenciales de

Lippia alba, se presentan las técnicas de caracterizacion y los quimio tipos encontrados



2.6 Actividad antimicrobiana.

La utilizacion de los aceites esenciales se ha incrementado, debido a que se ha podido
identificar varios componentes quimicos con efecto anti microbiano (citral, eugenol), Como ya
se ha mostrado existen diferentes metodos de andlisis actividad antimicrobiana pero se debe
realizar una seleccion de los mas adecuados para aceites esenciales, entre los que se encuentran:

difusion y dilucion en agar, caja petri invertida y camara hermética.

“El método de difusion y dilucidn en disco agar permite determinar la capacidad inhibitoria
de un extracto ante un microorganismo, dicho procedimiento fue por adoptado por la National
Committe for Clinical Laboratory Starndars (NCCLS)” (Sanchez Garcia, otros, 2016).

La Salmonella es una bacteria anaerobia facultativa gran negativa que puede medir de 2-5
micras de largo y de 0,5 a 1,5 de ancho de micras, se encuentra distribuida en toda la naturaleza
pero principalmente en los intestinos de los seres humanos y animales, y es aqui donde se
distribuye (Andino y Hanning, 2015). “Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud

para la salud Salmonella tipi es la responsable de 52000 muertes de personas al afio.”

“La E. coli es una bacteria bacilo gran negativa, perteneciente a la familia de las entero
bacterias y es trasmitido por los alimentos. Tienen un tamafio promedio de 5um de ancho y 3
um de largo. (Aderis, Leotta,y Galli, 2017). La E. coli es la responsable de 630 millones de

casos de diarrea en el mundo y de 5 a 6 millones de muerte al afio.

A continuacion se presenta una revision bibliografica en donde se muestran estudios

realizados de actividad antimicrobiana de aceite esencial de Lippia alba en algunos paises.
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Tabla 2. 2. Estudios de actividades antimicrobianas de aceite esencial de Lippia alba
realizados en paises latinoamericanos.

Pais

Brasil

Colombia

Cuba

Guatemala

Método

Micro
dilucién en
caldo

Difusion
en pozos

Dilucione
s seriadas en

medio

liquido

Dilucién
en pozos

Microorganis
mo testado

Aeromonas
hydrophila

Streptococcus
mutans

Pesudomonas
aeruginosa ATCC
27853

Escherichia
coli ATCC 25922

Klebsiella
pneumoniae ATCC
13883

Serratia
marcescens ATCC
8100

Enterobacter
aerogenes ATCC
13088
Staphylococcus
aureus ATCC
25923
Staphylococcus
epidermidis ATCC
12228
Bacillus
subtilis ATCC
7001
Streptococcus
faecalis ATCC
19433

Aedes aegipty

Resultado

1250 pg.ml?y 5000 pg.ml?

Concentracion 0,01: Mortalidad:
95,8%

MIC: No hubo datos y MBC: No
hubo datos

MIC: 2,50 mgemlly MBC: 2,50
mgeml?

MIC: 2,50 mgeml?y MBC: 2,50
mgeml?

MIC: 0,63 mgeml'y MBC: 1,25
mgeml*?

MIC: 2,50 mgeml?y MBC: 2,50
mgeml?

MIC: 0,31 mgeml? y MBC:
0,63mgeml?

MIC: 0,63 mgeml™ y MBC: 1,25
mgeml?

MIC: 0,63 mgeml'y MBC: 1,25
mgeml*?

MIC: 0,63 mgeml?y MBC: 1,25
mgeml?

Estadio 1. Citral (50%0): 0,084mgeml*y
(95%0):0,112mgeml?; carvona (50%): 0,087

mgeml?y (95%):0,118mgeml?!

Estadio 2. Citral (50%): 0,106mgeml*y
(95%0):0,219mgeml?; carvona (50%):

0,148geml? y (95%0):0,437mgeml*

Estadio 3. Citral (50%): 0,285mgeml*y
(95%0):0,447mgsml!; carvona(50%):

0,304geml? y (95%0):0,509mgeml*

Estadio 4. Citral (50%): 0,356mgeml*y
(95%0):0,48 mgeml?; carvona (50%):
0,367gemll y (95%6):0,506mg/*ml*

Referencia

(Majolo

otros, 2016)

(Tofifio
Rivera,

otros, 2016)

(Pino,

otros, 1996)

(Aldana 'y
Cruz, 2017)



En la presente matriz se presentan estudios realizados en torno a la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba, se muestran las técnicas utilizadas y

los resultados obtenidos.

2.7 Actividad antioxidante.

“La utilizacion de antioxidantes artificiales como butilhidroxitolueno (BHT) es comun en la
industria alimentaria, estos podria presentar efectos adversos en la salud de los seres humanos,

pues se lo asocia con patologias como: rinitis, asmas y edemas alérgicos” (Roncancio y otros,

2015).

Debido los altos niveles de agentes antioxidantes naturales como acido ascérbico (vitamina
C), glutation (GCH), a- tocoferol (vitamina E), carotenoides y flavonoides en algunas especies
vegetales su estudio y el de sus extractos, se ha incrementado e incluso ya han sido aplicados

en industrias como la alimentaria, obteniendo resultados favorables (Leos Rivas, otros, 2016).

La acumulacion de radicales libres en el organismo podria causar un desequilibrio del
balance de pro oxidantes ante los antioxidantes, lo que podria derivar en el incremento de la
probabilidad de contraer patologias como accidentes cardiovasculares, artritis, infartos
miocardicos, arteriosclerosis, envejecimiento prematuro, carcinogénesis y entre otros. (Torres
y otros, 2016).

“Los compuestos fenolicos son sustancias antioxidantes, representan al grupo de compuestos
no energéticos de origen vegetal. “Una dieta rica de sustancias podria combatir enfermedades
cardiovasculares” (Quifiones y otros, 2012). “Su clasificacion dependera de los anillos fenolicos
que posea” (Galanakis, 2018). “Entre los métodos para determinar la actividad antioxidante se
encuentran; el método ABTS donde la cantidad de antioxidantes en la muestra es inversamente
proporcional al desarrollo del radical ABTS” (Valantina y otros, 2015) y el método FRAP sirve
para determinar la capacidad que tiene un elemento antioxidante en reducir la el Fe** a Fe?*. El
-2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Thaipong y otros, 2012)

Otros métodos para determinar la actividad antioxidante son: 2.2-Difenil-1-picrilhizilo DPPH,
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC), Dimethylamine-4- phenylenediamine (DMPD)
y contenido fenolico.
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Tabla 2. 3. Estudios realizados de actividad antioxidantes de aceite esencial de
Lippia alba realizados en paises Latinoamericanos

Pais Método Resultados Referencia
Colombia Contenido Quimiotipo carvona: (Celi y otros, 2007)
fenolico 305 mg*L?,
Folin Ciocalteu quimiotipo citral:
289 mgeL?,
Brasil Contenido 330.22 mg/L (Chies y otros,
fendlico 2013)
Folin Ciocalteu
México DPPH
HD: 12,45 mgeL?,; (Solano y otros,
SFE: 17,35 mgeL?, 2017)
ABTS HD: 15,6 pmol/g™;
SFE: 55,2 umol/g™
Contenido HD: 113,5 pmol/g™;
Fendlico SFE: 84,0 umol/g™

En la presente tabla se muestran resultados de estudios realizados en paises
latinoamericanos en torno a la actividad antixidante del aceite esencial de Lippia alba, se

presentan las técnicas que se utilizaron y los resultados obtenidos.

2.4. Aplicacion de aceites esenciales en la industria.

La utilizacién de perfumes corporales y ambientadores era muy frecuente por parte de
civilizaciones como los egipcios, griegos y romanos quienes aumentaron el consumo de
estos productos elaborados a partir de aceites esenciales cuyos métodos de extraccion
fueron desarrollados y sofisticados por los arabes asi mismo la producciéon y
comercializacion de especias aumentaron lo que impulsé el desarrollo de la industria
(Ortufio, 2006).

El uso de los extractos obtenidos de especies vegetales aromaticas, se aplica en la
industria de alimentos, en la medicina, en la proteccion de medio ambiente y en la

industria cosmética.

En el caso de los aceites esenciales obtenidos de Lippia alba se han realizado diversos
estudios como el presentado por (Ringuele, otros, 2014) quien analizd la actividad
insecticida del extracto de la presente especie (quimiotipo carvona-limoneno) en
Tribolium castaneum y su efecto repelente se mostrd a una concentracion de 52 pL L*
con lo que se concluye que el extracto se presenta como una gran alternativa no

contaminante para controlar y prevenir del Tribolium castaneum en el trigo. “El efecto
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protector del aceite esencial de L alba contra la toxicidad del mercurocromo en raices de
Allium cepa fue estudiada por (Vera y otros, 2010) encontrando un efecto protector del
extracto a concentraciones de 100uM”. El aceite esencial de L alba también fue estudiado
por (Agudelo y otros, 2010) quien demostro la actividad antiherpética sobre células He-

La, infectadas con valores de Rf 1 x10 1° en concentraciones de 125 y 250pg*mg™.

Las diferentes aplicaciones de los aceites esenciales obtenidos de Lippia alba,
presentadas en la presente revision bibliografica demuestran que existe un campo de
estudio muy amplio, el cual permitira realizar nuevos trabajos en torno a las actividades
bioldgicas del aceite esencial de Lippia alba De confirmarse que el aceite esencial de
Lippia alba de Ecuador presenta actividades bioldgicas (antioxidante y antimicrobiana)
se podria presentar como una gran alternativa de fuentes de conservantes naturales y su
potencial uso en la industria alimentaria, lo cual daria paso a nuevos estudios sobre su

aplicacion en alimentos y en el campo de la biotecnologia.
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Figura 3. 1. Plan de trabajo.

El presente estudio inicio con la identificacion Lippia alba por parte del herbario
de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) de la ciudad de Quito,
Ecuador, posteriormente se realizo la extraccion del aceite esencial por la técnica de
hidrodestilacion. Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial (pH,
indice de refraccién y densidad). Los componentes volatiles del extracto también
fueron determinados bajo la técnica de cromatografia de gases y espectrofotometria de
masas y finalmente se establecieron las actividades antioxidantes por las metodologias
ABTS, FRAP y contenido fenodlico (Folin Ciocalteu), asi como también la actividad

antimicrobiana por la técnica de difusion y dilucion en disco agar.
Lugar de la investigacion

El presente estudio inicio con la busqueda especies vegetales con posibilidades
potenciales de contener componentes volatiles, basada en una matriz con informacién
realizada por el equipo de investigacion, encontrandose en la parroquia Charapoté del
canton Sucre, provincia de Manabi, Ecuador. Las extracciones de los aceites esenciales
fueron realizadas en el laboratorio de quimica organica del Instituto de Ciencias
Basicas (ICB), en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Fisicas y
Matematicas y en el centro de investigaciones de la Universidad Téecnica de Manabi.
Asi tambien se realizaron andlisis en el laboratorio de bromatologia y quimica de la

Facultad de Ciencias de la Tierra de la Universidad Estatal Amazénica, mientras que
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la caracterizacion quimica del aceite esencial fue realizada en el departamento de

quimica analitica de la Universidad del Pais VVasco (UPV/EHU) Espafa.
3.2 Localizacion, Identificacion y caracterizacion de la especie

Las muestras fueron localizadas en la comunidad San Ignacio de la parroquia
Charapoto, cantdn Sucre, provincia de Manabi, Ecuador a- 0,828675:-80,510000, en
una zona con un bosque tropical seco, riparia y rodeada de cultivos de arroz, cebolla,
tomate y meldn. La recoleccion se la realizo en un lapso de 3 meses en los meses de

noviembre 2017 y enero de 2018.

Figura 3. 2. Localizacion de la especie

En la recoleccion se utilizd tijeras de podar esterilizadas, fundas de papel y fundas
de pléastico. Los cortes se realizaron cuidadosamente con el fin de no estropear lo
menos posible la especie vegetal. Las especies fueron lavadas con el objetivo de
eliminar particulas ajenas a la planta. Las hojas fueron reducidas de tamafio mediante
cortes laterales y almacenadas en fundas de papel, en lugares secos, con el fin de
reducir su humedad mejorando las condiciones para realizar las extracciones de aceites

esenciales.
3.2.1 Preparacion de espécimen

Para obtener el certificado y la identificacion del espécimen fue necesario trasladar
individuos de la especie hasta el herbario de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador (PUCE), previamente preparados como indican las técnicas de coleccion y
preparacion de especimenes emitidos por el Ministerio del Ambiente del Ecuador
(MAE).
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3.2.2 ldentificacion y caracterizacion de la especie

Figura 3. 3. Lippia alba

Esta planta crece de 0,5 a 2 metros posee tallos ramificados y lefiosos con brotes
enrraisadores y ramas arqueadas, ascendentes y eventualmente trepadoras sus hojas
lanceoladas ternadas, &speras con pubescencias por el envés que son inflorescencia
con cabezuelas cortas, que pueden medir entre 25 mm de largo por 10mm de ancho,
unidas por un tubo blanquecino o amarillo con I6bulos de matices entre rosadas y
azules

3.3 Extraccion de Aceites esenciales.

Se puede extraer los aceites esenciales empleando la técnica de hidrodestilacion

con trampa de Clevenger, los materiales que se usaron fueron los siguientes:

- Manta Eléctrica Heating Mantle, de 300 watts de potencia, 60 Hz
- Motor sumergible Jier 12 volteo, 60 Hz

- Balon de vidrio Glassco, Boro 3,3, cap. 1000 ml

- Trampa de Clevenger

- Refrigerante Glassco Boro 3,3, cap. 300 mm

- Micro pipeta

- Pera de Succion

- Vaso Glassco cap. 600 ml

- Papel Aluminio

- Soportes

- Pinzas
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Figura 3. 4. Técnicas empleadas para la extraccion de aceite esencial de
Lippia alba.
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Figura 3. 5. Flujograma para la extraccion de aceite esencial.
3.3.1 Procedimiento para la extraccion del aceite esencial.
a) Recepcion de la especie vegetal y preparacion del material vegetal

Una vez que la planta ha perdido humedad con el secado natural a la que la planta
fue expuesta, se constata que el material vegetal se encuentra en estado ideal para

proceder a realizar las extracciones.
b) Preparacion de materia prima

Una vez que ha sido recolectada la planta se separa tanto las hojas y la florescencia

del tallo, posteriormente se realiza la limpieza con el fin de eliminar las impurezas.
c) Montaje del equipo de Extraccion

Cada una de las partes del equipo de extraccién son instaladas, el material de
vidrieria, previamente es lavado con detergente, agua destilada y etanol comercial con
el fin de eliminar olores no deseados.

d) Pesado

Se pesa el material vegetal en una balanza digital, asi mismo como el volumen del

agua, cuya proporcion sera 1:10.

21



e) Extraccion.

La técnica utilizada para las extracciones fue la de hidrodestilacion, la misma que
tuvo una duracién de 60 minutos, el peso de la planta por extraccion fue de 60 gramos
en 600 ml de agua destilada. Una vez que el agua entro contacto con el material vegetal
se procede a elevar la hasta los 98°C, iniciando la ebulliciobn mediante la cual se
generan los vapores que se dirigen hasta el condensador donde entran en contacto con
la fase fria y es ahi en donde se separan por condensacion y diferencias de densidades

los aceites esenciales y el hidrosol quedando atrapados en la trampa de Clevenger.

Para la separacion de del aceite esencial y el hidrosol se utiliza una pera absorcion
y una pipeta capilar y se lo realiza desde la parte superior de la trampa, con lo cual se
evita la pérdida de aceite esencial, el cual puede quedar adherido en las paredes de la

trampa.
f) Envasado.

El aceite esencial es envasado de manera inmediata, en envases de vidrio ambar de

2,5 ml con una capacidad y son almacenados a una temperatura de 5°C.
3.4 Caracterizacion fisicoquimica.

Para determinar las caracteristicas fisicos y quimicos del aceite esencial de Lippia
alba se realizaron anélisis de: densidad relativa, pH e indice de refraccion.

3.4.1 Densidad Relativa.

La densidad relativa fue determinada mediante la técnica AFNOR NF T 75 111,
para este andlisis se utilizé un termometro, una balanza analitica y un picnémetro de
1ml de capacidad. Para el procedimiento se toma el peso de un picnémetro de 1ml
vacio con su tapon, se registra el peso de un picnémetro de 1 ml con agua destilada y
finalmente realiza el mismo procedimiento reemplazando agua destilada con aceite

esencial.

34.2 pH.

Este valor fue determinado por medio de la utilizacion de tirillas papel tornasol,
indicadoras de pH. El procedimiento fue de tomar una tirilla y se la coloca en el aceite
esencial, luego se realiza la lectura con la leyenda de la caja de tirillas.
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3.4.3 Indice de refraccion

Para la determinacion del indice de refraccion se lo realizo en un refractometro
abbe. En este procedimiento, se coloca una gota de aceite esencial en el prisma del
refractometro y registra el resultado.

3.5 Composicion quimica.

Las muestras (0,2uL) fueron analizadas cromatografia de gases y
espectrofotometria de masas (GC modelo 6890 y MS modelo 5975) con estandares
auténticos de limoneno, o tirpeneol, verbeneen, citral (nera-geranial) y eugenol. La
columna DB-5 marca Agilen compuesta por 5% de fenil y 95% polidimetil siloxano

con una longitud de 30 metros * 0,32 mL * 0,25 um.

La inyeccion fue realizada por splitles. EI programa del cromatdgrafo se ajusto a
40°C mantenidos por 5 minutos, la temperatura aumento 3°C por minuto hasta alcanzar
los 240°C donde se mantuvo por 10 min; La temperatura del inyector fue de 220°C y
la del detector de 250°C; El gas portador fue helio con un flujo de 1,0 mL/min. Cada
muestra fue analizada por triplicado. EI modo impacto electrénico fue 70 eV se usé
para el analisis de espectrofotometria de masas. El rango de masas vario de 35 a 300
u. La identificacién de componentes volatiles en el aceite esencial de Lippia alba se
realiz6 utilizando estandares auténticos y una libreria de datos NIST del sistema GC-
MS con sus caracteristicas de m/2 (Moro y otros, 2011). La cuantificacion del

porcentaje de area se la realiz6 usando Scom Mode.

3.6 Actividad Antioxidante.

La actividad antioxidante del aceite esencial de Lippia alba fue determinada para
las métodos de ABTS y FRAP y contenido fendlico, se tomaron 5 muestras de aceite
esencial extraidos bajo las mismas condiciones. Las muestras fueron trasladas hasta el
laboratorio de Quimica y Bromatologia de la Facultad de Ciencias de la Tierra de la
Universidad Estatal Amazonica del Ecuador en la ciudad del Puyo. La metodologia
empleada para realizar los analisis de actividad antioxidante fue la misma que

aplicaron (Abreu y otros, 2017).
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Figura 3. 6. Mecanismo aplicado para determinar la actividad antioxidante

por la técnica de ABTS.
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Figura 3. 7. Mecanismo aplicado para determinar la actividad antioxidante
del aceite esencial de Lippia alba con la técnica de FRAP.

25



30 pl aceite esencial

4,74 ml metanol

Centrifugacion

>l 2 min (80rpm)

Muestra
300 pl Folin Ciacalteu
900 pl de carbonato Incubacion
120 min (37°C)
4,74 ml metanol
Blanco 300 pl Folin Ciacalteu

|

900 pl de carbonato

Lectura de
absorbancia

Figura 3. 8. Mecanismo aplicado para determinar el contenido fendlico del

aceite esencial de Lippia alba
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Figura 3. 9. Curva de calibracion de 4cido tanico.

3.6.1 Andlisis estadistico.

El analisis de los datos obtenidos de la actividad antioxidante se lo realiz6 mediante

el estadigrafo de andlisis estadistico de correlacion lineal

3.7 Actividad Antimicrobiana

Para la actividad antimicrobiana se realiz0 mediante el método de difusion y

dilucion en disco agar, los resultados fueron comparados con los de un antibiotico

comercial (amoxicilina en suspension) y aceite esencial de Mentha piperita, obtenido
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bajo las mismas condiciones del aceite esencial de Lippia alba. Entre microrganismos
que fueron analizados se encuentran E. coli y Salmonella. El procedimiento aplicado
para determinar la actividad antimicrobiana de aceite esencial de Lippia alba fue
aprobado por la National Committe for Clinical Laboratory Starndars (NCCLS)
(Ortez, 2014).

Y los materiales usados fueron:

- Cajas Petri

- Pinzas

- Porta objeto

- Matraz

- Tubos de ensayo
- Espétula

- Asas

- Regla

- Autoclave

Reactivos.

- Cloruro de bario (1%)
- Acido Sulfurico (1%)

Medio de cultivo.

- Muller Hilton

3.7.1 Andlisis estadistico.

Los datos fueron analizados mediante el analisis de varianza ANOVA, con una
probabilidad del 95%.
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Figura 3. 10, Mecanismo aplicado para determinar la actividad antimicrobiana de aceite esencial de Lippia alba.
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4  Resultados y Discusion.

4.1 Extraccion de Aceites esenciales.

A continuacion se muestra el rendimiento de extraccion para lo cual se aplicéd la

siguiente ecuacion % * 100. Donde (a) es la cantidad de aceite esencial obtenido y (b) la

cantidad de material empleado para la extraccion y este resultado multiplicado por 100.

Aceite Esencial obtenido

%R. Aceite Esencial = x 100,

Material vegetal empleado

0,6ml
60g

%R. Aceite esencial = x 100.

% R. Aceite esencial =1%z=0,5.

El porcentaje obtenido se encuentra dentro de los rangos presentes en otras
investigaciones, en una revision bibliografica realizada por (Linde y otros, 2016) se
presentan estudios realizados con aceites esenciales de Lippia alba y en donde muestra
como el estado de la hoja influye en el rendimiento del aceite esencial. En el caso de
(Glamodlija y otros, 2011) present6 un rendimiento de 0,15%, (Heldwein y otros, 2012),
de 0,35% y (Hennebelle y otros, 2008) 0,6%. En todos los casos la técnica de extraccion
fue hidrodestilacion con trampa de Clevenger el material vegetal se encontraba en estado
fresco. Mientras que (YYacamoto y otros, 2008) obtuvieron rendimientos entre 0,4 y 2,8%

en el estado de material vegetal era seco.

El aceite esencial de Lippia alba present6 un rendimiento de 1% encontrandose entre
los valores medios presentados por autores quienes obtuvieron el extracto por la técnica

de hidrodestilacion con trampa de Clevenger y el estado de hoja fue seco.

Figura 4. 1. Aceite esencial de Lippia alba
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4.2 Caracterizacion fisicoquimica.

Tabla 4. 1. Parametros de caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de

Lippia alba.
Resultados
Parametro Rangos Aceite esencial de Lippia alba
Densidad <1 0,95 g.m+0,4
pH 5a5,8 5,05 +0,5
Indice de Refraccion 1,3a17 1,510+ 0,4

Por sus caracteristicas los aceites esenciales suelen tener densidad inferior a uno, pero
existen casos como los de canela, perejil y mostaza que superan este valor (Ortufio, 2006).
El aceite esencial de Lippia alba del presente estudio presentd una densidad de
0,953g.mL™%, superior a los presentados por (Aular y otros, 2016) en el cual la densidad
era de 0,83 g.mL?, y a los de (Pino y otros, 1996), el cual el valor fue 0,9218 g.mL?, a
los de (Rodriguez y Segura, 2017) que fue de 0,9283 g.mL™. En el caso del pH del aceite
esencial de Lippia alba, el valor obtenido fue de 5,05 semejante al presentados por
(Rodriguez y Segura, 2017). Encontrandose también en el rango de 5 a 5,8 en donde segun
(Romero Marquez, 2004) se encuentran los aceites esenciales con mayor calidad. El valor
obtenido para el indice de refraccidn del aceite esencial fue de 1,51, igual al presentado
por (Rodriguez y Segura, 2017) cuyo valor fue de 1,49, a los presentados por (Pino, otros,
1996) con 1,50 de indice de refraccién y a los de (Lorenzo, otros, 2001) con un valor de
1.
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4.3 Composicion quimica (Volatiles).

Tabla 4. 2. Composicién de aceites esenciales volatiles de L. alba del litoral

ecuatoriano.

Orden
1

Compuesto
Limoneno*
Linalol*
Artemisia Cetona
a tirpenol *
verbenone*
Citral*

2
3
4
5)
6
7 Eugenol*

RT( min) % Area
13,40 Min
16,95 Min
19,150 70,55
21,50 Min
22,06 Min
23,26 14,47
28,86 Min

*: Confirmado por patron estandar

Min.: Compuesto minoritario con respecto al area total
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Figura 4. 2. Cromatograma.
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Tal como lo muestra la tabla 2.1 estudios realizados en base a la composicién volatil
del aceite esencial de Lippia alba en algunos paises latinoamericanos muestran como
componentes mayoritarios a carvona en Cuba (GC-MS) (Pino y otros, 1996); a linalol en
Uruguay (GC-MS) (Lorenzo y otros, 2001); Carvona (GC-MS) (Duran y otros, 2007),
germanial (GC-MS) (Delgado y otros, 2016) en Colombia. Linalol en Argentina (GC-
FID) (Blanco y otros 2014).

En Brasil limoneno, neral, carvona, g-muruleno, mirceno (Fitzgerald y otros, 2015),
carvacol (GC-FID) (Majolo y otros, 2016). Y en México eucaliptol y mirceneno (GC-
FID) (Reyes Solano y otros, 2017). Segun los resultados de componentes volatiles por
(GC-MS) los compuestos mayoritarios del aceite esencial de Lippia alba de Ecuador son
Artemisa cetona con 70,55 y citral 14,47% respecto al porcentaje del area, lo cual
supondria la presencia de un nuevo quimiotipo de los extractos de la especie. Esto debera
ser comprobado por técnicas como Orbitrap exactive, ya que la libreria de NIST no
contenia el estandar auténtico del compuesto en mencion, que seria el responsable de la
alta actividad antioxidante y que lo diferencia de los extractos de la misma especie

estudiados en otros paises.
4.4 Actividad Antioxidante.

441 ABTS.

Una vez que se han preparado las muestras, se registran los datos de absorbancia

obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 4. 3. Absorbancia del reactivo ABTS

Replicas Absorbancia

1 0,43

2 0,40

3 0,46

4 0,3

3) 0,41
Total 2,01
Media 0,403
Des. Est. 0,05

Estas cinco muestras fueron tomadas de aceite esencial de Lippia alba obtenidas bajo

las mismas condiciones.

Tabla 4. 4. TROLOX (ABTYS)

Patrén diluido (2/10)
C(mglL) Al

ML

0,01 0,66 0,64
0,02 1,32 0,57
0,03 1,98 0,46
0,04 2,63 0,38
0,05 3,28 0,29
0,06 3,92 0,21
0,07 4,56 0,14
0,08 5,19 0,05

Se prepararon diluciones con 0,1g de en 5ml de metanol y 5ml de agua destilada y
aplicaron 8 diferentes concentraciones de la dilucidn, encontrandose los siguientes puntos

en la curva de calibracion.

Obteniendo la siguiente curva de calibracién de TROLOX.
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Figura 4. 3. Curva de calibracién de TROLOX (ABTS).
De la curva de calibracion se obtiene la siguiente ecuacion:

y = 0,1304x + 0,725

R% = 0,998
a—>b
C =
X
_a—0,7252
 —0,1304

Tabla 4. 5. Concentraciones de la curva de calibraciéon de TROLOX.

Replicas Absorbancia C

1 0,427 2,287
2 0,398 2,509
3 0,456 2,064
4 0,32 3,107
5 0,413 2,394

Total 12,362

Media 2,472

Se toman los datos de absorvancia obtenidos de las cinco muestras y se aplica el

modelo matematico obtenido de la curva de calibracién de TROLOX para ABTS.
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Cl=
V1= Dilucion aceite esencial mas etanol
C2= Concentracion
V2=Volumen de muestra
Cl+xV1=C2%V2

?7%0,3ml = 2,472 mg * 8mL

_ C2*xV2
T

C

__2,472mg/1%2,8mL
- 0,3mL

C

Concentraciéon= 23,07 mgsL*
Concentracion= 23,08 mg.L*1000

Concentracion= 23,08 g.mL™*

o (4
_;—'i‘:' &
- = 3= 4

i

Figura 4. 4. Dilucion de la muestra.

442 FRAP.

Las muestras son retiradas de la estufa y se inician las lecturas obteniendo los

siguientes resultados.
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Tabla 4. 6. Absorbancia del reactivo FRAP

Replicas Absorbancia
1 1,429
2 1,417
3 1,528
4 1,363
5 1,27
Total 5,74
Media 1,15
Varianza 0,01
Des. Est. 0,09

Se tomaron cinco muestras de aceites esenciales de Lippia alba obtenida bajo las

mismas condiciones. Se muestra la media y la desviacion estandar de 0,05.

Tabla4.7. TROLOX (FRAP)

Patron diluido (2/10) pL C (mg/L) %l
0,01 0,66 8,90
0,02 1,32 18,65
0,03 1,98 34,29
0,04 2,63 45,19
0,05 3,28 58,39
0,06 3,92 69,58
0,07 4,56 80,20
0,08 5,19 93,26

Se prepararon diluciones con 0,1g de en 5ml de metanol y 5ml de agua destilada y
aplicaron 8 diferentes concentraciones de la dilucion, encontrandose los siguientes puntos

en la curva de calibracion.

Obteniendo la siguiente curva de calibracién:
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Figura 4. 5. Curva de calibracion de TROLOX (FRAP).
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Tabla 4. 8. Concentraciones de la curva de calibracién de TROLOX

Muestra Absorbancia C

1 1,429 7,605
2 1,417 7,541
3 1,528 8,132
4 1,363 7,254
5 1,27 6,759

Total 37,291

Media 7,458

Se toman los datos de absorbancia obtenidos de las cinco muestras y se aplica el

modelo matemaético obtenido de la curva de calibracion de TROLOX para FRAP
C1= Concentracion

V1= Dilucion aceite esencial més etanol
C2=

V2=Volumen de muestra.
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Cl«V1=C2%V2
7% 5ml = 7,458mg » 10ml

1_C2*V2
V1

7.458mg/l * 10ml
1=
5ml

Cl1=14,916 mg-L?
Cl1= 14,916 mgeL 1100

Concentracion 14,916g/L*

Figura 4. 6. Andlisis FRAP

4.4.3 Contenido fenélico.

Los resultados fueron expresados en mgsL* de 4cido tanico.

Tabla 4. 9. Concentracién de contenido fendlico en aceite esencial de Lippia alba.

Concentracion Des. Est.

968,18 mgeL* 20,48

El aceite esencial de Lippia alba del litoral ecuatoriano presento actividad antioxidante
con valores de 23,97 mg.L ™ para ABTS, 14,91 mg.L* para FRAP mg.L? y 968,18 mg.L
para contenido fendlico. Valores iguales a los presentados por (Leon y otros, 2015). En
aceites esenciales de orégano francés (Plectranthus amboinicus L) con la técnica de
hidrodestilacion, en el mismo estudio también se compard la actividad antioxidante
utilizando el mismo método de analisis pero con la modificacion en la técnica de

extraccion la cual fue hidrodestilacion asistida por radiaciébn con microondas
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obteniéndose valores superiores, con lo que se confirma que la técnica de extraccion

podria influir en la composicion del aceite esencial.

En un estudio realizado por (Solano y otros, 2017) se comparé la actividad
antioxidante de aceite esencial de Lippia alba en México, obtenido por las técnicas
hidrodestilacion y fluidos supercriticos. Para determinar la actividad antioxidante se
emplearon las técnicas ABTS, DPPH y contenido fenolico por el método de Folin
Ciacalteu. Tanto los aceites esenciales obtenidos por la técnica de hidrodestilacion y
fluidos stper criticos presentaron niveles de 12,45 y 17,35 mgeL™con el reactivo de

Trolox.

El contenido fendlico del aceite esencial de Lippia alba de Ecuador fue superior al
presentado por (Celi y otros, 2007) quienes evaluaron el contenido fenolico de dos
quimiotipos de aceite esencial de Lippia alba carvona y citral obteniendo niveles de 289
y 305 mgeL *respectivamente. El aceite esencial de Lippia alba del litoral ecuatoriano fue
superior al presentado por (Nieto y otros, 2012) cuyo valor fue de 1,6 mg/L™, en el cual
se determind el contenido fendlico de un aceite esencial de ajo aplicado a carne de

hamburguesas.
4,5 Actividad Antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana causada por el aceite esencial de Lippia alba, M. piperita
y el antibi6tico en los microorganismos testados (Salmonella y E.coli) la cual fue
evidenciada por los halos de inhibicion mostrados.
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Tabla 4. 10. Analisis de varianza aceite esencial de Lippia alba (100%) aplicado

a E coli y Salmonella.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E. coli 3 89 29,67 0,33
Salmonella 3 47 15,67 0,33

Origende las  Suma de Grados  Promedio F  Probabilidad Valor

variaciones cuadrados de de los critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 294 1 294 882 7,65 7,71
Dentro de los 1,33 4 0,33
grupos
Total 295,33 5

Tabla 4. 11. Andlisis de varianza aceite esencial de Mentha piperita aplicado a E

coli y Salmonella.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E. coli 3 31 10,33 0,33
Salmonella 3 23 7,67 0,33

Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor

las cuadrados de de los critico para
variaciones libertad  cuadrados F
Entre 10,67 1 10,67 32 0,00 7,71
grupos
Dentro de 1,33 4 0,33
los grupos
Total 12 5
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Tabla 4. 12. Analisis de varianza antibiotico aplicado a E coli y Salmonella.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E. coli 3 89 29,67 0,33
Salmonella 3 53 17,67 0,33
Origen de Suma de Grados Promedio F  Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico para
variaciones libertad  cuadrados F
Entre 216 1 216 648 141 7,71
grupos
Dentro de 1,33 4 0,33
los grupos

Tabla 4. 13. Andlisis de varianza aceite esencial de Lippia alba (50%), aplicado a

E coli y Salmonella

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E. coli 3 65 21,67 0,33
Salmonella 3 24 8 0
Origende  Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 280,17 1 280,17 1681 2,11 7,71
grupos
Dentro de 0,67 4 0,17
los grupos
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Tabla 4. 14. Analisis de varianza aceite esencial de Lippia alba (20%) aplicado a

E coli y Salmonella

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E. coli 3 37 12,33 0,33
Salmonella 3 14 4,67 0,33
Origen de Grados  Promedio Valor
Suma de N .
las de de los F  Probabilidad critico
o cuadrados
variaciones libertad cuadrados para F
Entre
88,17 1 88,17 264,5 8,36 7,71
grupos
Dentro de
1,33 4 0,33
los grupos
Total 89,5 5

Tabla 4. 15. Inhibicién de Escherichia coli

E.coli  Antibiotico Aceite Aceite esencial Aceite esencial  Aceite esencial
esencial de  de Lippiaalba  de Lippia alba de Mentha

Lippia alba 50% 20% piperita
100%
Media 29,67 29,67 21,67 12,33 10,33
SD 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58
p<0,01 A A B C C

La tabla muestra las medias obtenidas de los halos de inhibicion provocada por acetite
esencial de Lippia alba en concentraciones de (100, 50 y 20%), el antibiotico y el aceite

esencial de M. piperita en E. coli. También se muestra la desviacién estandar (SD)
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E. coli
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Figura 4. 7. Inhibicién de Escherichia coli
Tabla 4. 16. Inhibicién contra Salmonella
Aceite Aceite Aceite Aceite esencial
Salmonella Antibidtico esencial esencial esencial de Menta
de de de Piperita
Lippia Lippia Lippia
100% 50% 20%
Media 17,67 15,67 8 4,67 7,67
SD 0,58 0,58 0 0,58 0,58
p<0,01 A A B C B

La tabla muestra las medias obtenidas de los halos de inhibicion provocada por acetite
esencial de Lippia alba en concentraciones de (100, 50 y 20%), el antibiotico y el aceite

esencial de M. piperita en Salmonella. También se muestra la desviacion estandar (SD).
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Figura 4. 8. Inhibicion contra Salmonella

Tabla 4. 17. Ecatograma

Diadmetro de halo de »
Interpretacion

inhibicién (mm) CIM(ug/ml)
6-15 Resistente 2
16 -19 Intermedio 4
20-34 Susceptible 8

En el presente ecatograma, se da una denominacion de resistente, intermedio y
susceptible en torno a la dimension del diametro del halo inhibicién (mm), provocada
por la sustancia inhibitoria, asi también para cada denominacion se da una concentracion
minima inhibitoria (CIM) de 2, 4 y 6 . L, Esto permitira que los resultados puedan ser
comparados con los obtenidos por otras técnicas
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Aceite esencial de Lippia alba 100%

Variable Halo de inhibicion (Media) Interpretacion CIM(ug/ml)
E. coli 29,67 Sensible 8
Salmonella 15,67 Intermedio 4

Aceite esencial de Mentha piperita

E. coli 10,33 Resistente 2

Salmonella 7,67 Resistente 2
Antibiotico

E.coli 29,67 Sensible 8

Salmonella 17,67 Intermedio 4
Diluciones

Aceite esencial de Lippia alba 50%

E. coli 21,67 Sensible 8

Salmonella 8 Resistente 2

Aceite esencial de Lippia alba 20%

E. coli 12,33 Resistente 2

Samonella 467 Resistente 2
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En la tabla se interpretan los resultados (Resistente, intermedio y susceptible) y se
presenta la concentracion minima inhibitoria en referencia a la medida de los halos

provocados por la inhibicion microbiana.

Como se detallan en las tablas 4.15 y 4.16 existieron diferencias significativas entre
los resultados obtenidos del antibidtico. Como lo muestran las figuras 4.7 y 4.8 el aceite
esencial de Lippia alba obtuvo mayor actividad inhibitoria en E.coli que en Salmonella.
En el caso de E. coli la concentracién al 100% del aceite esencial igual6 a la del antibidtico
comercial (amoxicilina) ambas presentaron halos de inhibicion de 29,67 mm de didmetro.
Las diluciones de 50 y 20% del aceite esencial de Lippia alba presentaron halos de
inhibicién de 21,67 y 12,33 mm de didmetro respectivamente, mientras que el aceite
esencial de Mentha piperita presentd una media de inhibicion de 10,33 mm de diametro
siendo el extracto con mayor grado inhibitorio. La figura 6.7 muestra que el antibidtico
tiene mayor actividad inhibitoria que los aceites esenciales de Lippia alba en
concentraciones de 100, 50 y 20% asi también como en el caso de aceite esencial de M.
piperita. Las medias de inhibicion fueron 17,67 mm para el antibiotico, 15,67, 8, 00 y
4.67 mm para los aceites esenciales en concentraciones de aceites esenciales, mientras

que el aceite esencial de Mentha piperita present6 una media de inhibicion de 7.67 mm.

Para establecer los criterios de interpretacion de los resultados de concentracion
Minima Inhibitoria (CIM). El escatograma planteado por (Ortez, 2014), el cual
dependiendo del didametro del halo de inhibicion clasifica la inhibicion como resistente,
intermedio y susceptible. El escatograma para cada denominacion de una concentracién
minima inhibitoria entre 2, 4 y 8 p.L%, tanto para los microrganismos que presentaron
niveles de inhibicion resistente, intermedia y susceptible. Con lo que es posible comparar
los resultados con estudios en los cuéles se han aplicado otros métodos para determinar

la actividad inhibitoria.
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Por lo antes expuesto se puede interpretar que el aceite esencial de Lippia alba a
concentracion de 100% presento una mejor inhibicion (8 psL™I) por el aceite esencial

estudiado en Colombia por (Pino y otros, 1996).

En otra investigacion realizada por (Ortega y otros, 2012) sobre la actividad
antimicrobiana del aceite esencial obtenido de orégano (Lippia palmeri) en que se
hicieron diluciones 1:1 (6,6 mg por disco), 1:5 (2,6 mg por disco), 1:10 (1,3 mg por disco),
entre los microorganismos evaluados estuvieron E. coli 0157 y Samonella typhimurium,
El primer microorganismo presentd halos de inhibicion de 25 mm, 23,5mm y 19,0 mm,
mientras que para el segundo la capacidad inhibitoria alcanzé los 22,5mm, 20,5mmy 12,5
mm, lo cual demuestra que el aceite esencial de Lippia Lippia alba de Ecuador presentd

una mayor actividad inhibitoria ante los microrganismos evaluados.
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5 Conclusiones y perspectivas futuras.

Se compard las caracteristicas de la especie vegetal con informacion detallada en la
literatura confirmando la identidad de la especie, lo cual fue certificado por el herbario de
la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador de la ciudad de Quito.

La aplicacion de operaciones previas a la extraccion como secado, molienda y
macerado de la especie vegetal influye en el rendimiento de las aceite esencial. El
rendimiento del aceite esencial de Lippia alba fue de 1%, concordando con los obtenido

por otros autores.

Las condiciones edafocliméticas y agrondmicas de las especie, asi también como las
de extraccion influye en los componentes volatiles del aceite esencial, ya que los datos de
identificacion volatil (GC-MS), muestran a la artemisia cetona como compuesto
mayoritario. Al no encontrarse el patron autentico en la libreria de datos de NIST se
sugiere comprobar su presencia con patrones auténticos mediante la técnica de Orbitrap
exactive. La presencia de artemisia cetona como compuesto mayoritario del extracto de

esta especie significaria la existencia de un nuevo quimiotipo en Lippia alba.

El aceite esencial presentd una alta actividad antioxidante en comparacion a la
presentada por otros autores, lo cual se debe a la presunta presencia del compuesto
mayoritario artemisia cetona considerado como un metabolito altamente antioxidante, por
lo que se convertiria en una importante fuente de conservarte natural abriendo la
posibilidad de que sea aplicado en diversos alimentos por técnicas como biofilms

comestibles, envasado en atmosfera y otros.

El aceite esencial de Lippia alba present6 actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos E. coli y Salmonella por lo que deberd estudiar su actividad inhibitoria
frente a otros tipos de microorganismos, y aplicarlos como conservante de alimentos, lo
cual seria muy importante pues impulsaria el desarrollo de la industria alimentaria
satisfaciendo las demandas de conservantes naturales en el mercado nacional e

internacional
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