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RESUMEN

El presente trabajo tuvo el proposito de caracterizar el aceite esencial de tzintzo
(Tagetes minuta), en funcién a la composicidn quimica, capacidad antioxidante y
actividad antimicrobiana. El disefio experimental fue establecido por el software
Desing Expert, en el cual se determinol7 corridas experimentales, considerando las
variables independientes de tiempo (60, 105 y 150 min) y relacion material
vegetal/agua destilada (1:3, 1:4, 1:5). En el optimizado se obtuvo un tiempo de 150
min y 1:5 de la relacién masa (g)/solvente (L), la mezcla de vapor agua — aceite
esencial fue condensado en un sistema de refrigerante, en un separador por
diferencia de densidades se retira hidrosol y al término del proceso se retira el aceite
esencial se envaso en frascos ambar de vidrio; el valor del rendimiento 0,7891 %
fue mayor que el predicho 0,7114 %. Se encontr6 14 compuestos volatiles del aceite
esencial a través de cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva
del detector de masas, de los cuales se identifico el Cis-Tagetona (63,14 %) como
compuesto mayoritario. ElI contenido de fenoles totales presentes 289,78 umol
Fe2+/g para FRAP y 489,14 umol ET /g para ABTS. Posee una efectividad
antomicrobiana contra la Salmonella entérica, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la agricultura se ha transformado en una industria muy
dindmica y atractiva, con grandes perspectivas de desarrollo, en varios paises del
mundo, aun cuando su potencial de crecimiento no puede evaluarse con certeza, ya
que muchos paises han puesto énfasis para conquistar parte del mercado

internacional.

Ecuador es el pais megadiverso mas compacto del mundo, posee la Costa
marina, Sierra Andina, Amazonia y las Islas Galapagos (Presidencia de la
Republica del Ecuador, 2017). Ecuador es un pais pequefio con una superficie de
283.561 Km?; a pesar de ello ocupa el puesto nimero 13 entre los paises mas
diversos en el mundo; existen varios ecosistemas con distintos microclimas y
habitats (Barragan, 2019).

El tzintzo es una hierba anual, de constitucion erecta que puede alcanzar
hasta 50 cm de alto; es de un olor fuerte. Se utiliza como condimento e ingrediente
indispensable en la gastronomia. También se emplean sus hojas para extraer un

aceite esencial utilizado en perfumeria (lannacone, et. al, 2017).

Los aceites esenciales se encuentran en las hojas, raices, corteza, flores,
cascar del fruto y los frutos (Veliz & Gonzélez, 2017). La mayoria de las plantas
contienen de 0,01 a 10 % de contenido de aceite esencial. La cantidad media que se
encuentra en la mayoria de las plantas aromaticas es alrededor de 1 a 2 % ( Flores,
2021). Son usados como digestivos, expectorantes, diuréticos y antinflamatorios.
Tse han empleado como materias primas basicas en la industria de aromatizantes,
perfumes, sabores, insecticidas, acaricidas y la industria farmacéutica. (Labrada,
et.al, 2018).

Por sus diversas aplicaciones comerciales, la extraccién de los aceites
esenciales es un area con un potencial elevado de incremento en investigacion y

desarrollo en varios paises.



JUSTIFICACION

Las plantas han sido investigadas por su composicion quimica, que las
protegen contra infecciones microbianas o infestaciones por plagas y tienen
actividades terapéuticas; la materia prima ecuatoriana, por su excelente calidad, es
empleada en la industria. Este proyecto de investigacion tiene el propoésito de
extraer el aceite de tzintzo por el método de arrastre de vapor, que permita conocer
el potencial que posee. El tzintzo, es una planta perenne, con un gran potencial
industrial debido a sus principios activos como alcaloides, almidon, taninos,

flavonoides, aceites esenciales, triterpenos y esteroides.

Los aceites esenciales tienen propiedades antimicrobianas contra diversas
bacterias (gram positivas y gram negativas) y hongos; de igual forma se los emplean
como aditivos naturales y flavores alimentarios. Los compuestos fendlicos les
conceden propiedades antioxidantes, conservantes y prolongan la vida atil del
producto. La progresiva demanda por alternativas naturales a los aditivos sintéticos
ha promovido la busqueda de nuevas fuentes; en la industria de alimentos se usa

como saborizantes para condimentos, licores, dulces, golosinas, etc.

Los antioxidantes estabilizan a los radicales libres, al actuar como donantes
de hidrogeno, electrones, descomponedores de perdxido, inhibidores de moléculas
de oxigeno, inhibidores de enzimas, sinergias y agentes quelantes de metales para
proteger al organismo de diversas enfermedades cardiovasculares, cancerigenas,

envejecimiento prematuro, alzheimer entre otras (Castafio & Hernandez, 2018).

La destilacion por arrastre de vapor es un proceso que se puede llevar
facilmente a escala industrial por su bajo costo, con un amplio conocimiento de la
tecnologia. Presenta varias ventajas sobre otros procesos de extraccién: no es
necesario utilizar disolventes organicos por lo cual no se realizan pasos de

separacion posteriores.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El conocimiento sobre las especies nativas y sus usos tradicionales ha ido
disminuyendo con el desarrollo de la sociedad, progresivamente, de manera
conjunta con el proceso de pérdida y de degradacion de los ecosistemas naturales
y, dichos conocimientos, no se trasmiten, adecuadamente, a las nuevas

generaciones.

En la actualidad el consumo de aceites esenciales se ha incrementado debido
al cambio de patrones en el consumo con tendencia a los productos naturales. El
Ecuador esta limitado el aprovechamiento de los compuestos bioactivos presentes
en las plantas debido a que no se logra potencializarlas. Cotopaxi al ser considerada
una zona agricola, no visualiza las oportunidades comerciales que ofrece la
extraccion de aceites esenciales para el desarrollo industrial, a causa del

desconocimiento de sus bondades.

Los precios del AE en el mercado son muy fluctuantes y estan determinados
en base a su calidad. La demanda nacional es minima y consiste basicamente en el
uso de procesos industriales. De lo que se conoce el tzintzo en nuestro pais no se lo
cultiva, esta planta crece como mala hierba en suelos secos y himedos, sin embargo,

las comunidades lo aprovechan para su gastronomia.

La falta de implementacion de tecnologia apropiada de extraccion ha
dificultado el avance tecnolégico para transmitir un aporte técnico y cientifico, cuya
metodologia se adapte a nuestro medio, que permitan simplificar, optimizar y
mejorar la calidad de los procesos en la industria para obtener un aceite de buena
calidad.

El presente proyecto de investigacion pone en consideracion el
aprovechamiento de la planta de tzintzo para la obtencion del aceite esencial,
atribuyendo sus propiedades medicinales por los metabolitos secundarios presentes,
como los antioxidantes que interactuan con los radicales libres y los neutralizan,
previniendo o retardando el dafio a las células, cediendo un electron de su
estructura, protegiendo el cuerpo humano de diferentes padecimientos. De esta
manera se pretende que la sociedad se beneficie del aceite esencial de tzintzo, que

puede ser usado como antioxidante, antibacteriano, insecticida, etc., en la industria.



HIPOTESIS O PREGUNTAS DE INVESTIGACION
Hipotesis nula

Ho: El tiempo y la relacidn de materia vegetal no influyen en el rendimiento
y la calidad del aceite esencial de tzintzo (Tagetes minuta), obtenido por el método

de arrastre de vapor.
Hipotesis alternativa

Ha: El tiempo y la relacion de materia vegetal influye en el rendimiento y
la calidad del aceite esencial de tzintzo (Tagetes minuta), obtenido por el método

de arrastre de vapor.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Objetivo general

e Extraer el aceite esencial de tzintzo (Tagetes minuta) mediante el método

de arrastre de vapor, para su caracterizacion fisico — quimica.
Obijetivos especificos

e Optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial de tzintzo (Tagetes
minuta) en funcién al rendimiento.

e Determinar los compuestos volatiles del aceite esencial de tzintzo, por el
método de cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masa.

e Evaluar la capacidad antioxidante del aceite esencial de tzintzo mediante el
procedimiento de FRAP y ABTS.

e Establecer la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de tzintzo, a

través de la metodologia de concentracién minima inhibitoria.



CAPITULO |
FUNDAMENTACION TEORICA
1.1. Estado del arte

Seguin Alvarez et. al, (2015) la extraccion de aceites esenciales por arrastre
de vapor es econdmico y adecuado para los contextos socioecondémicos.
Determinaron que el secado adecuado del material vegetal a temperatura ambiente
bajo sombra no debe ser mayor a 6 dias; puesto que después de dicho tiempo de
secado la pérdida de rendimiento de AE es progresiva, y el rendimiento de hidrolato
no se ve afectado, evidenciando pérdidas significativas de calidad y no de cantidad

lo cual perjudicaria ostensiblemente a los productores de aceites esenciales.

Plaza y Ricalde (2015) establecieron parametros de control de calidad
fisico-quimicos del aceite esencial del Schinus molle I. obtenido por arrastre de
vapor- El AE presentd un pH entre 4,489 y 5,315, densidad (gr/cm3) entre 0,872 y
0,931, indice de refraccion a 20°C: 1,476 a 1,484, miscibilidad en aceite mineral,
en agua parcialmente soluble a 20°C, en etanol al 70, 75, 80, 85, 90 y 95 % es
completamente soluble, indice de acidez (mg KOH) entre 1,958 - 2,938, indice de
Ester (mg KOH) entre 5,398 - 10,656, residuos por evaporacion (%) entre 71,466 -
82,019.

Rubio, et. al, (2018) obtuvieron aceites por hidrodestilacion o expresion y
evaluaron la accion antibacteriana de 15 aceites por difusion en agar; seleccionaron
los promisorios y se les extenderd la CMI y CMB por la técnica de diluciones
seriadas. Los AE de Ocimum gratissimum L., Lippia graveolens (Kunth)
y Thymus vulgaris L. inhibieron el crecimiento de las cepas de Salmonella entérica,
incluyendo cepas resistentes a antibidticos. EI CMI1 y CMB de los aceites oscilaron
entre 0,5y 1 mg/mL.



Evangelista, et. al, (2018) investigaron la actividad antimicrobiana de
aceites esenciales y el efecto antimicrobiano del aceite de orégano (OrO)
combinado con conservadores alimenticios. Las actividades antimicrobianas con
los aceites mostraron a Escherichia coli y Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium (Salmonella ser. Typhimurium) menos susceptibles que
Staphylococcus aureus y Candida albicans. La CMI y CML, para los aceites de
laurel, comino, orégano y romero fluctuaron entre 0.078 a 1.25% (v/v). El OrO
combinado con &cido acético (AcA) tuvo un afecto aditivo contra E. coli y C.
albicans, mientras que la combinacion OrO con acido ascorbico (Asc) tuvo el
mismo efecto sobre Salmonella ser. Typhimurium y C. albicans. El aceite de
orégano con conservadores puede controlar el crecimiento de microorganismos

patdgenos preservando los alimentos.

Vélez, et. al, (2019) desarrollaron un proceso donde fuese posible realizar
el balance de masa y sirviera de referencia a nivel industrial. Realizaron la
extraccion del AE de romero por el método destilacién por arrastre de vapor donde
obtuvieron 0,53% de rendimiento y saponificaron el aceite de romero como un

aromatizante, obtuvieron un jabon de tocador de pH bésico.

Cedefio, et. al, (2019) obtuvieron el aceite esencial de la hoja de eucalipto
por el método de arrastre de vapor y destilacion con alcohol etilico por medio del
Soxhlet. Los resultados experimentalmente los usaron para realizar el balance de
materia de cada proceso. Por arrastre de vapor obtuvieron 0,658 g de AE y con el
uso de solventes organicos 10,04 g. EI mejor rendimiento fue por arrastre de vapor,
pues permite obtener un producto mucho mas puro al compararlo con la extraccion

con solventes.

Acero, et. al, (2019) obtuvieron por hidrodestilacion el aceite esencial de la
planta Lippia alba, tiene variedad de compuestos volatiles como citral, carvona,
mirceno y otros 30 compuestos aproximadamente; la variacion en la concentracion

depende de diversos factores fenotipicos y genotipicos, asi como ambientales.

Alarcon y Alarcon (2020) extrajeron el aceite esencial de limonaria
Cymbopogon citratos mediante el método de arrastre con vapor, evaluaron con 4
concentraciones del aceite (25%, 50%, 75% y 100%) y agua destilada estéril como



control negativo. Concluyeron que el 25% tuvieron actividad antimicrobiana sobre
los microrganismos de agua dulce, siendo més efectivo cuando supera una

concentracion mayor al 75%.

Vignola, et. al, (2020) evaluaron la actividad antimicrobiana de diferentes
aceites esenciales en bacterias benéficas como Lactobacillus plantarum ES147 y
ATCC 8014, patdgenas como Escherichia coli ATCC 25922 y una bacteria
alterante de alimentos, Leuconostoc mesenteroides MS1. Los aceites esenciales de
limon, eucalipto y burro mostraron un efecto bactericida en todas las cepas
analizadas; el de naranja y mandarina presentaron muy bajo o nulo poder
antimicrobiano. Los aceites esenciales de burro, laurel, mandarina y naranja no
inhibieron o inhibieron muy poco a las bacterias benéficas y generaron grandes
halos de inhibicion en bacterias patdgenas o alterantes de alimentos. Pueden

considerarse para su adicion en films o recubrimientos de alimentos.



1.2. Tzintzo (Tagetes minuta)

Esté distribuida a nivel de la mayor parte de paises de Sudamérica como
Argentina, Chile, Bolivia, Peru, Ecuador, Paraguay y distintos paises alrededor del
mundo (Huaman, 2020).

Es una planta invasora perenne, erecta, terrestre, crece en suelos secos y
himedos (Baca, 2018). Es poco exigente en nutrientes, repele una amplia gama
plagas y tiene la capacidad de poblar y desarrollarse en muchas zonas sin mayor
problema. La cosecha se realiza a una altura de 10 cm de la base, sin dafiar los tallos
y se agrupan de acuerdo a su tamafio (Pure, 2018). Se utiliza como condimento e
ingrediente indispensable en la preparacion de muchas comidas de la gastronomia.

Figura 1 Tzintzo (Tagetes minuta)

;
W\ s A
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"

Fuente: ('Ii‘eed' de guardianes de semillas, 2022)

1.3. Clasificacion taxonémica

Tabla 1 Taxonomia del tzintzo

Taxonomia
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Tribu Tageteae
Género Tagetes
Especie T. minuta
Nombre cientifico Tagetes minuta
Nombre comun Tzintzo, huacatay, chinchilla, suico, chil chil, chinchilla

Fuente: (iNaturalist, 2022)
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1.4. Descripcion botanica

e Flores, liguladas de 1 a 3cm, ovadas a elipticas de 0,1 a 0,2 cm de largo;
disco de 3 a5 cm, corola de 0,3 a 0,4 cm de largo. Céliz modificado de 1 o
2 de escamas subuladas (angostamente triangular) de 0,2 a 0,3 cm de largo,
amarillentos, externamente pilosos y dimorfos (Pure, 2018).

e Hojas, opuestas de contorno eliptico, de color verde brillantes de margenes
finamente aserrados, las superficies inferiores de las hojas tienen una serie
de pequefias glandulas puntiformes y pluricelulares (Manuelo, 2020).

e Tallo, erguido, robusto, con cuantiosas hojas hasta el apice, las inferiores
opuestas mientras que las superiores son alternas, pinnatisectas (Pure,
2018).

o Frutos y semillas: el fruto es una capsula simple, seco que se abre al madurar

desde 0,45 hasta 0,7 cm de largo. La planta se propaga por semillas, necesitan de

luz para germinar y una temperatura de 25 °C (Manuelo, 2020).

1.5. Principios activos de tzintzo

El tzintzo posee un aceite esencial que esta constituido por monoterpenos
como: [B-pineno, limoneno, 2-fenilpropil butirato, 1-Deceno, Undecano, 1-

Dodeceno, 2- Undecenal (Huaman, 2020).
1.6. Propiedades medicinales

Es capaz de combatir problemas gastrointestinales, puesto que la infusién
de sus hojas mitiga la hinchazén epigastrica, nduseas, flatulencias, aerofagia entre
otras. El té de sus flores, previene o alivia afecciones respiratorias (gripes,
neumonia, algunos sintomas de bronquitis, etc.). Es un estupendo digestivo y
antiparasitario, posee actividad antimicrobiana, antifingica, insecticida, acaricida y
antioxidante (Medina & Meza, 2018).

1.7. Aceite esencial

Se los encuentra en las especies vegetales como agliconas en su mayoridad,
en poca cantidad glicdsidos y algunos como precursores no volatiles, usualmente
como glicosidos que se hidrolizan por accién enzimatica o en medio de &cido
diluido (Solis, 2018). Los aceites esenciales atraen a polinizadores, dispersores de

semillas y frutas (Ruiz, et. al, 2015).
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Son metabolitos secundarios naturales lipofilos, volatiles y complejos que
se distinguen por su aroma (Villegas, 2019). Se los obtiene a través de una planta

por prensado, extraccion con solventes y destilacion.

El uso de AE en los alimentos, puede evitar o reducir la contaminacion de
bacterias patégenas que producen enfermedades alimentarias. La actividad
antimicrobiana ha sido atribuida a sus compuestos terpenoides y particulas
fenolicas volatiles, principalmente carvacrol y timol, que causan dafio en la

membrana citoplasmatica de los microorganismos (Pazmifio, et. al, 2020).
1.7.1. Composicién quimica

Estan compuestos por hidrocarburos de la serie polimetilénica, del grupo
mono Yy sesquiterpenos, junto a otros compuestos oxigenados, tales como alcoholes,

aldehidos, cetonas, acidos, ésteres y 0xidos (Labrada, et. al,, 2018).

Tabla 2 Compuestos quimicos del aceite esencial

Tipo Compuestos

Mirceno, cinemo, pineno, canfeno, felandreno, bineno,
limoneno, cariofileno, geranioleno, santaleno.
Isoamilico, geraniol, linalol, citronelol, nerodinol, farsenol,
terpinol, mentol, borneol.

Fenoles Timol carbacrol, eugenol, vainillina.
Citral, citronelal, anisaldehido, benzaldehido,

Hidrocarburos

Alcoholes

Aldehidos . :

cinamaldehido.
Cetonas Alcanfor, carvona, mentona, piperitona, acetatofenona.
Eteres Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascaridol.
Esteres Salicilato de amilo, benzoato de metilo, acetato de

terpinilo, acetato de geranilo.
Fuente: (Ruiz, Diaz, & Rojas, 2015) y (Coronel, 2017)

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

La caracterizacion de los aceites esenciales para determinar los compuestos
bioactivos y su concentracion, se lo realiza a través da la cromatografia de gases
con espectrometro de masas (GC-MS), cromatografia de capa fina de alta
resolucion (HPTLC), cromatografia de gases (GC-FID) con la determinacion del
contenido relativo en sus diferentes constituyentes (GCFID) (Urrunaga, 2021).

1.7.2. Clasificacion

Los aceites esenciales se pueden clasificar segun diferentes criterios como

su consistencia, origen y naturaleza quimica.
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Tabla 3 Clasificacion de los aceites esenciales

Clasificacion
Esencias Compuestos liquidos, volétiles a temperatura
fluidas ambiente.
. . Consistencia mas espesa, poco volatiles y muy
Consistencia . . . .
Balsamos susceptibles a sufrir reacciones de

polimerizacion.
Oleorresinas  Liquidos muy viscosos o sustancias semisdlidas.
Se obtienen directamente de la planta y no sufren

Naturales . o _ .
alteraciones fisicas o quimicas posteriores.
. g Esencia enriquecida con uno o varios de sus
Origen Artificiales
componentes.
Sintéticos Compuestos obtenidos por la combinacion de sus
componentes o producidos por sintesis quimica.
Naturaleza Compuestos L _
P o Composicion quimica.
quimica mayoritarios

Fuente: (Pesantez, 2014)
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

1.7.3. Efecto inhibidor de los aceites esenciales sobre microorganismos

Los aceites esenciales de diversas plantas han evidenciado, su capacidad
antimicrobiana frente a bacterias gram positivas y gram negativas (Bermudez, et.
al, 2019). Algunas aplicaciones en cuanto a inhibicion microbiana, han mostrado
eficacia frente a varios patdgenos, dentro de los cuales se encuentran: E. coli,
Salmonella typhimurium, S. auBiotecnologia, Campylobacter, Enterococcus
fecalis, Vibrio parahemolyticus, Listeria monocytogenes, entre otros (Argote, et. al,
2017).

La capacidad para repeler el agua le permite adherirse a los lipidos de la
membrana de los microorganismos, provocando trastornos en su estructura y
permeabilidad, ocasionando la perdida de iones y otros compuestos (Cézarez,
2017).

1.7.4. Factores que inciden en la produccién

El rendimiento de los aceites esenciales va a depender de varios factores intrinsecos
de la planta y del medio ambiente como: el clima, suelo (arena, arcilla y limo),
sequia y el estrés hidrico (causado por insectos y microorganismos), propagacion,
técnicas de cultivo y el desarrollo de la mata (Buldain, 2019). La posicion de las
células oleiferas, cosecha, procedimiento de recoleccion, acopio y preparacion de

la planta; esos factores pueden dar origen a distintos quimiotipos de la planta, con
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una composicion quimica, propiedades sensoriales y actividad bioldgica diferentes
en los AE (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017).

1.7.5. Propiedades fisicas

Entre ellas podemos mencionar:

Punto de ebullicién mayor a100 °C.

e Poca solubilidad en agua.

e Solubles en solventes organicos y alcohol.

e Desvian la luz polarizada.

e indice de refraccion elevado.

e Densidad inferior a la del agua.

e Liquidos a temperatura ambiente.

e Ligeramente coloreados (Villa, 2017).
1.7.6. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales pueden ser extraidos a través de: métodos
convencionales (destilacion por arrastre de vapor (DAV), extraccion con
disolventes, hidrodestilacion, prensado en frio) y no convencionales (extraccion por
fluidos supercriticos (EFS), extraccion asistida por microondas (EAM), extraccion

asistida por ultrasonidos (EAU)).
1.7.6.1. Destilacion por arrase de vapor (DAV).

El vapor atraviesa la planta y extrae las microgotas del aceite esencial, el cual se
enfria en un serpentin a través de un circuito de agua fria. A la salida del serpentin,
se obtiene el hidrolato (mezcla de agua aromatica (también llamado agua floral para
las flores)) y el hidrosol (aceite esencial) por ser de menor densidad flota, lo cual
favorece recuperarlo gracias a un vaso florentino o esenciero (Quintana, 2020). Es
uno de los métodos mas empleados para la extraccion de aceites debido a su proceso
sencillo, bajo costo y lamanera en la que se realice influye en la eficacia bioquimica
de un AE.
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El componente volatil como una impureza deben ser insolubles en agua, ya que el
producto destilado formara dos fases al condensarse. La presion total del sistema
sera la suma de las presiones de vapor de los componentes de la mezcla organica y
del agua (Panca & Mendoza, 2019).

Fendmenos controlables del proceso:
e El primero

Vaporizacion instantdnea del aceite esencial, en la interaccion de la pelicula
constituida en la superficie de la materia vegetal y vapor circundante (Martinez,
2018).

e Segundo

Difusién del aceite vaporizado al seno de la corriente del vapor circundante, debido
a la conveccion que ejerce el vapor en su lecho y su inmediato transporte al exterior
del equipo (Martinez, 2018).

e Tercero

Exudacion (o excrecion) del aceite esencial desde el interior de los tricomas
glandulares, a través de su cuticula, a la pelicula superficial del material vegetal
(Martinez, 2018).

1.7.6.1.1 Ventajas de destilacion por arrastre de vapor:
Segun Gonzéles y Rios (2021), es una técnica antigua y una de las mejores no

solo por su costo sino por las ventajas que posee:

e No es necesario usar solventes organicos.

e No se realizan pasos de separacion posteriores.

e Esun proceso que se puede llevar facilmente a escala industrial.
e El equipo utilizado es econémico.

1.7.7. Capacidad antioxidante reductora de hierro del aceite esencial, técnica de
FRAP

se basa en la capacidad de los fendlicos para reducir complejo de

tripiridiltriazina férrica amarilla a complejo ferroso azul por la accion de
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antioxidantes donadores de electrones. Los de color azul resultantes de medidas es
pectrofotométricamente a 593 nm se consideran relacionado linealmente con la
reduccion total de la capacidad antioxidante donadores de electrones. “La
absorbancia se puede medir para probar la cantidad de hierro reducido y puede

correlacionarse con la cantidad de antioxidantes.
1.7.8. Microorganismos
1.7.8.1. Salmonella entérica

Es un bacilo Gram negativo patdgeno intracelular facultativo (anaerobio
facultativo), reside de manera preminente en el tracto gastrointestinal de personas
y animales (Alfaro, 2018). Es propagada por los alimentos y agua, siendo la primera
causa de brotes de intoxicacion (Barreto, et. al, 2016). Posee la capacidad de formar
biopeliculas en varios ambientes facilita su adherencia para supervivir en

superficies vivas o inertes (Contreras, et. al, 2019).
1.7.8.2. Staphylococcus aureus ATCC 25923

“Es un coco Gram Positivo, anaerobio facultativo, inmovil, de forma esférica, con
actividad de catalasa y coagulasa ” (Salcedo, et. al, 2020); ”6e agrupa en racimos,
las colonias presentan pigmento dorado, amarillo y blanco; crece mejor en
presencia de oxigeno a 30-37°C, en un pH entre 7.0-7.5, es tolerante a compuestos
como telurio, cloruro mercarico, neomicina, polimixina y acido sodico”

(Samaniego, et. al, 2021).
1.7.8.3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 39327

Son bacterias patogenas de vida libre que habitan principalmente en agua y suelo
(Gutiérrez, et. al, 2017). Es uno de los contaminantes mas comunes, tiene
requerimientos nutricionales muy bajos, el oxigeno limita su proliferacion (Correa,
et. al, 2015).
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1.8. Marco conceptual

Agliconas: Es el compuesto sin azucares que queda tras reemplazar por un atomo

de hidrégeno el grupo glicosilo de un glucosido.

lones: Son atomos o grupos de atomos que tienen una carga eléctrica. Los iones
con una carga positiva se denominan cationes. Los que tienen carga negativa se

denominan aniones.

Liguladas: Son las flores con los pétalos de la corola soldados en forma de
lengleta; en las hojas de las gramineas estructura membranosa o pelosa que puede

encontrarse en la zona de contacto entre el limbo y la vaina.
Microgotas: Son pequefias gotas.

Oleiferas: Que contiene aceite.

Perenne: Que dura siempre o mucho tiempo.

Quimiotipo: Es una forma de clasificar esta composicion quimica de la planta y
que designa a la molécula que se encuentra en mayor cantidad dentro de su

composicion.
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CAPITULO 1
MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto de investigacion fue realizado en el laboratorio de la
Universidad Técnica de Cotopaxi de la carrera en Agroindustria.

2.1. Tipos de investigacion

Los métodos de investigacion nos permitieron conocer a profundidad el

objeto estudiado para dar una solucion al problema detallado en el estudio.
2.1.1. Investigacion bibliografica

Es la indagacion sistematica y exhaustiva, con respecto a un tema
delimitado; en diversas fuentes de informacion como en documentales, libros,
revistas, articulos cientificos, buscadores, repositorios, revision de antecedentes,
entre otros con el propdésito de recuperar documentos en distintos formatos (Martin
& Lafuente, 2017).

Permitié recopilar la informacion pertinente a través de la observacion,
indagacion, interpretacion, reflexion y andlisis de la revision del material
bibliografico primario (articulos, tesis...), secundario (catalogos, bases de datos,
etc.) y terciario (manuales, textos, patentes, entre otras) actualizados, facilitando la

construccién de conocimientos.
2.1.2. Investigacion cuantitativa

Mide las variables a través de técnicas estadisticas para el analisis de los
datos recolectados, su finalidad es describir, explicar, predecir y controlar los
objetivos de sus causas, a partir del descubrimiento de las mismas, fundamentando
las conclusiones en la recoleccién, procesamiento, analisis e interpretacion de los

datos mediante el método hipotético-deductivo (Sanchez , 2019).
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Habiendo explorado las cusas del problema, se recopild y estudio los datos
de las variables dependientes e independiente, que nos guiaron para alcanzar
valores estadisticos confiables y se determinO si los factores evaluados son

significativos.

2.1.3. Investigacion descriptiva

Es un procedimiento cientifico que implica describir las caracteristicas
fundamentales y observa el comportamiento de un determinado fendmeno,
contestando a las interrogantes: ¢qué?, ;como?, ;donde?, ¢cudndo?, ¢quién?,
referente al problema de la investigacion; no comprende predicciones o hipdtesis
(Ochoa & Yunkor, 2019).

Ha facilitado la descripcion de las caracteristicas de la investigacion,
empleando criterios sistematicos que favorecen establecer el comportamiento de las

variables de estudio, generando informacién parangonable con la de otras fuentes.
2.1.4. Investigacion experimental

Es un proceso experimental en el cual se manipula, controla y observa
deliberadamente las variables independientes sometiéndolas a determinadas
condiciones, estimulos o tratamiento, para observar los efectos o reacciones que se
producen en las variables dependiente, arroja resultados muy especificos (Guevara,
et. al, 2020).

Permitié obtener datos a través de la manipulacion de las variables de
estudio, para controlar el aumento o disminucion de las variables, determinando las
causas Y efectos en las conductas observadas, fue considerada exitosa al confirmar

un cambio en la variable dependiente.
2.2. Técnicas de investigacion:

Son los procedimientos metodologicos y sistematicos que tienen el
propdsito de garantizar la operatividad durante el desarrollo de la investigacion y el
planteamiento de nuevas lineas de investigacion, buscando la légica y la

comprension del conocimiento.
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2.2.1. La observacion:

Recopila informacion y la registra a través del uso de los sentidos, no tiene

un formato propio y la comprension del investigador (Piza, et. al, 2019).

Permitié obtener un registro del comportamiento de las variables
dependientes en el momento que sucedid, existiendo mayor exactitud en el registro

de informacion.
2.3. Materiales

A continuacion, se detallan todos los materiales de laboratorio empleados

durante el desarrollo de la investigacion.
2.3.1. Materiales de laboratorio

e Asas de Didrasky.

o Balones aforados de vidrio de 5 mL.

e Balones aforados de 10 mL.

e Bureta de vidrio de 1000 mL.

e Cajas Petri.

e Gradilla.

e Matraz con trampa de Clevenger.

e Matraz Erlenmeyer de vidrio de 500mL.
e Pipeta volumétrica de vidrio de 10 mL.
e Pinzas.

e Papel filtro.

e Tubos de ensayo de 10 mL.

e Varilla de agitacion.

e Vasos de precipitacion de 250 mL.

2.3.2. Equipos

e Balanza Analitica 0,0001 g.
e Espectrofotometro GENESYS 20 Modelo 4001/4j.
e Extractor de aceite esencial por arrastre de vapor (Lanphan Ltd., China).

e [ncubador Biocell modelos M345.
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e Micropipeta automatica 100-1000ul Microlit.

2.3.3. Reactivos

e Agua destilada.

e Agua peptonada.

e Agar nutritivo.

e Agar Mueller-Hinton.

e Acetato de sodio.

e Acido acético.

e Acido clorhidrico.

e Acido galico.

e Cloruro Ferrico.

e Carbonato de sodio.

e Escherichia coli ATTC25922.

e Etanol al 99.8%.

e Pseudomonas aeruginosa ATTC39327

e TPTZ (2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride).

e ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt).

e Salmonella entérica U822s.

e Staphylococcus aureus ATTC25923.

e Sal de Mohr.

e Sulfato de sodio.
2.3.4. Materia prima

Planta de tzintzo
2.4. Procedimiento
2.4.1. Recoleccion

El tzintzo fue recolectada durante la puesta de sol en la provincia de

Cotopaxi, en el canton de Latacunga, en la parroquia San Buenaventura; con la
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ayuda de una tijera de podar desinfectada, se cortaron a una atura de 10 cm desde
el suelo los tallos de mejores condiciones y se elimind las partes de la planta que no
sean necesarias (malezas). Se evitd el contacto con la tierra para minimizar la carga
microbiana del material vegetal cosechado, se las transportaron en sacos secos y

limpios.
2.4.2. Seleccion

Con una inspeccion visual se identificd las partes de plantas no deseadas
(manchas, resquebrajadura, hongos, paréasitos, etc.) y la evaluacion de ciertas
caracteristicas de la materia prima, como su apariencia, dafios, tamafio, color, olor

y el sabor.
2.4.3. Desinfeccién

Se realizd el mismo dia que se cosechd el tzintzo, se us6 unas tinas para su
lavado con agua potable y para la desinfeccion quimica una solucién de hipoclorito
de sodio al 0,1%; para finalizar se enjaguo con abundante agua destilada y se

escurrié las plantas.

2.4.4. Extraccion del aceite esencial del tzintzo mediante la técnica de arrastre

de vapor

La materia prima se sitto en el interior del equipo de arrastre de vapor
simultaneamente con el agua destilada teniendo en cuenta de no exceder su
capacidad, el tzintzo fue atravesado por el vapor, el cudl extrae el aceite esencial, la
mezcla se condensa en el condensador, se enfria en el intercambiador y se recogio
en el colector, se agregd 2 g sulfato de sodio durante 30 min para separarlo por
diferencia de densidad el aceite AE del hidrolato. El aceite fue envasado en frascos

ambar y almacenados a 4°C (Sevillano, et. al, 2019).

El tiempo de extraccion comienza cuando cae la primera gota de la mezcla
agua-aceite. El aceite esencial fue extraido a 100 °C a 60, 105 y 150 minutos en una

relacion de 1:3, 1:4 y 1:5 del material vegetal/agua destilada.
2.4.5. Rendimiento de la extraccion de aceites esenciales

El aceite esencial obtenido fue separado con una micropipeta e

inmediatamente almacenaron para sus posteriores analisis. Los rendimientos en la

22



extraccion se evaluaron a tiempos de 60, 105 y 150 min, operando siempre bajo las
establecidas.

Ecuaciéon 1 Rendimiento

mae

%R = x100

Mmyy

En donde:
R: rendimiento (%)
Mae: Masa del aceite esencial (g)
mmv: masa de material vegetal (g) (Pérez , et. al, 2018).
2.4.6. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de tzintzo
2.4.6.1. Cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS)

Se determinaron las condiciones de trabajo, asi como el volumen de inyeccion de
0.2 pL, flujo del gas de arrastre (He) de 0.5 mL/min, temperatura del inyector de
220 °C, temperatura del detector FID de 230 °C, modo Split 3:1, programa de
temperatura del horno desde 50°C durante 4 min, un acrecimiento de 10 °C/min
hasta 220°C y mantenido por 2 min a esta temperatura. La confirmacién de los
compuestos quimicos se efectto mediante el detector de espectrometria de masas
con modo de ionizacion de impacto electronico a 70 eV. Un scanner del rango de
masas entre 50 y 500 m/z. Al espectrdmetro de masas se le realizé tunning usando
perfluorotributilamina PFTBA (Sarria, et. al, 2021).

2.4.7. Determinacion de la capacidad antioxidante reductora de hierro del

aceite esencial
2.4.7.1. Ensayo de Frap

Se combind 290 pL de solucion de trabajo (compuesta de 1 mL de solucién tampdn
300 mM (3,1g de CH3COONa-3H20 y 16 mL de &cido acético glacial), 1 mL de
20 mM FeCl3-6H20 en solucién acuosa en 0,02M HCI, 1 mL de 10 mM TPTZ
mezclado en etanol y 11 mL de etanol) y 10 pL de muestra en un pocillo de
microplaca, se aguardo15 min y se midio la absorbancia a 593 nm. La curva de

calibracion se consigui6é empleando una solucion de Trolox (Tufinio, et. al, 2021).
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2.4.7.2. Método ABTS
Se hiso las soluciones:
A: Se diluy6 38.4 mg de ABTS en 10 mL de agua destilada y la solucién
B: Se disolvié 378,4 mg de persulfato de potasio en 10 mL de agua destilada.

Se obtuvo el reactivo de trabajo, al mezclar 10 mL de sol. A con 176 pL de sol. B.
Se dejo reaccionar por 16 horas en total oscuridad. Se diluyd el reactivo de trabajo
con agua destilada hasta conseguir una absorbancia de 0,7 = 0,05 a 734 nm. Para la
reaccion, se tomé en un beacker limpio 20 uL de muestra y se hizo reaccionar con
980 puL de reactivo ABTS por 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Al
finalizar el tiempo se ley6 a 734nm. Se utiliz6 como unidad de medida estandar el
Trolox. Los resultados fueron expresados en porcentaje de inhibicién de la
formacion de radicales ABTS (Galvez, et. al, 2021).

2.4.8. Determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de

tzintzo

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de tzintzo (Tagetes minuta)
se corroboro en cepas de microorganismos: Salmonella entérica U822s,
Staphylococcus aureus ATTC25923, Escherichia coli ATTC25922, Listeria
monocytogenes ATTC 19115, Bacillus cereus ATTC 10876 y Pseudomonas
aeruginosa ATTC10145. Se subcultivaron en agar Standard e incubaron a 35 °C
durante 24 h antes de los ensayos. para su uso, se elaboraron diluciones McFarland
0,5 (corresponde aproximadamente a una suspension homogénea de Escherichia
coli de 1,5x108 células por mL?®), la concentracion se corroboro y ajusté utilizando
a un espectrofotometro, a una absorbancia entre 0,08-0,12 a 625 nm que
corresponde a 108 UFC/ml. Se utiliz6 caldo Mueller Hinton ajustado con cationes
para trabajar con las bacterias; no obstante, S. aureus utiliza una variacion, a dicho

caldo se le agrega 20% NaCl, al considerarse una bacteria halofilica.
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2.5. Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de tzintzo
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Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

25



2.6. Presupuesto

Tabla 4 Presupuesto de la investigacion

PRESUPUESTO PARA LA
ELABORACION DEL PROYECTO

Cantidad Recursos ——
H. uso \_/alo_r Depremaqon de
Unitario $ 120 dias
Equipos
Cromatdgrafo de gases con
espectrometria de masas (GC-MS)
1 en un equipo Agilent Technologies 4 20,00 80,00
5975 inert XL MSD with Triple-
Axis Detector
Espectrofotémetro GENESYS 20
1 Modelo 4001/4j 6 10,00 60,00
1 Incubador Biocell modelos M345 50 1,00 50,00
Extractor por arrastre de vapor
! (Lanphan Ltd., China) 24 8,00 192,00
1 Balanza Analitica (0,0001g) 3 5,00 15,00
397,00
Cantidad Descripcion Unidad Un\i/;:;)i:) $ Valor Total $
Materiales
10 Tubos de ensayo 10 mL U 0,90 9,00
5 Balones aforados vidrio 5 mL U 4,60 23,00
5 Balones aforados 10 mL U 4,10 20,50
1 Matraz con trampa de Clevenger U 20,00 20,00
1 Micropipeta Microlit. 100-1000 pl U 90,00 90,00
volumen variable
5 Pipeta volumétrica de vidrio 10 Ml U 3,25 16,25
1 Piseta plastica 500ml U 2,80 2,80
1 Punta Microlit 1000 pul paquete U 21,00 21,00
1 Varilla de agitacion U 1,80 1,80
4 Vasos de precipitacion (250mL) U 2,80 11,20
15 Cajas Petri U 1,15 17,25
1 Gradilla plastica U 1,25 1,25
1 Pinzas U 4,00 4,00
1 Papel aluminio U 2,50 2,50
1 Limpidn industrial M 2,15 2,15
2 Alcohol antiséptico L 3,00 6,00
248,70
Reactivos
11 Agua destilada L 0,90 9,90
5 Cloruro Férrico G 1 5,0
5 Acetato de sodio G 1 50
1 Acido acético u 50 50,0
1 Reactivo TPTZ G 20 20,0
2 Sal de Mohr G 11 22,0
100 Acido clorhidrico ml 0,12 12,0
5 Carbonato de sodio G 0,52 2,60
3 Folling G 5,20 15,60
1 Acido galico G 28 28,0
3 Etanol 99.8% L 4 12,0
4 Sulfato de sodio G 0,51 2,04
1 Trolox de grado analitico G 151 151,0
357,14

Material Bibliografico y fotocopias
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1 Esferos. U 0,30 0,30
540 Impresiones. U 0,05 27,00
6 Anillado U 1,25 7,50
100 Computadora ) 1,1872 118,72
153,52
Gastos varios
700 Internet Horas 0,11 77,00
36 Trasporte Dias 3,57 128,57
36 Alimentacion Dias 3,00 108,00
313,57
Materia prima
10 Tzintzo Kg 1 10,0
10,0
TOTAL 1,479.93

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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2.7. Investigacion experimental

2.7.1. Disefio experimental

Para la obtencion de los aceites esenciales se uso el software Design Expert

8.0.6, en el disefio experimental y el proceso de optimizacion numérica, el programa

establecié un modelo cuadratico con 17 corridas experimentales, estudiando como

condiciones el tiempo (60, 105, y 150 min) y la relacién del material con el agua

destilada (1:3; 1:4; 1:5); con el propdsito de obtener un mayor rendimiento,

antioxidantes y actividad antimicrobiana en el AE de tzintzo seleccionado. En la

tabla 5 se muestra las variables y los intervalos a valorar en la experimentacion para

cada factor.

Tabla 5 Variables evaluados en el disefio experimental

Variable Variable .
Dependiente Independiente Indicadores UM
Rendimiento de cada corrida %
experimental.
Condiciones éptimas de la min
extraccion g/L
Extraccié *Factores de tiempo o . min
Xracclony (60, 105, y 150 min)  Verificacion de las condiciones gL
caracterizacion Optimas de extraccion.
del aceite . . %
: *Relacion material . .
es_enC|aI de vegetal/agua Caracteristicas del aceite %
tzintzo destilada esencial optimizado mg/g
(1:3; 1:4; 1:5). ABTS pumol ET /g
FRAP umol Fe?+/g

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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CAPITULO 11l
3.1. RESULTADOS

3.1.1. Optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial de tzintzo (Tagetes

minuta) en funcién al rendimiento.

En la tabla 6 se presenta el modelo de superficie de respuesta, para el
rendimiento del aceite esencial de tzintzo, con 17 corridas experimentales, se evaluo
como factores de estudio el tiempo (60 min, 105 min y 150 min) y la relacién del
material/agua destilada (1:3;1:4; 1:5).

Tabla 6 Matriz experimental para la evaluacion del rendimiento del

aceite esencial de la planta de Tzintzo

Relacion

Corrida T(Ir‘i]TnF;O material/agua Renoé:)?;ento
destilada (g/L)
1 105 1:5 0.5001
2 150 1:5 0.7101
3 60 1:4 0.1721
4 105 1:4 0.3909
5 60 1:4 0.1832
6 60 1:5 0.2327
! 150 1:3 0.5023
8 150 1:4 0.6234
9 60 1:3 0.1121
10 105 1:4 0.4001
11 105 1:3 0.3489
12 150 1:3 0.4998
13 105 1:3 0.3543
14 60 1:5 0.2455
15 150 1:4 0.6199
16 105 1:5 0.5022
17 150 1:5 0.7092

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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En la corrida 2 se observa un mayor rendimiento con 0,7101 % del aceite
esencial, la cual fue extraida a 150 min en una relacién de 1:5 en el material vegetal/

agua destilada.

Segun Townsend (2021) la matriz experimental es un procedimiento
metodologico que desagrega las variables de estudio para el disefio y desarrollo de

los instrumentos de medicidn, para el tratamiento de las variables experimentales.
3.1.1.1. Rendimiento

La Tabla 7 demuestra la importancia del anélisis de varianza de regresion y el
coeficiente de estimacion del contenido de la variable respuesta. Se observa que el
modelo cuadrético es relevante, con un nivel de confianza de 95 %, lo cual indica
que hay una relacion estadisticamente significativa (p<0,05), entre la interaccion de
la relacion masa/agua (RMA) y tiempo de extraccion (TIE) corroborando que la
variabilidad de los coeficientes tendra una relacion directa con la determinacion del
rendimiento. EI valor del F del modelo es elevado y se acepté la hipdtesis

alternativa.

Tabla 7 Parametros del modelo codificado para el contenido del

rendimiento

Indicador Rendimiento (%)
Intercepto 0,42
Xrie 0,22
XRrMA -0,078
Xmig? -0,021
Xrma? -0,005
X1iE XRMA 0,006
R? 0,9969
R2ajustado 0,9950
R? predicho 0,9851
F modelo 532,56
F falta de ajuste 29,15
Precision adecuada 68,836

RMA: relacion masa/agua
TIE: tiempo de extraccion
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Aparicio, et. al (2019) en su investigacion obtuvo 0.087% de rendimiento

del aceite esencial de Libanothamnus neriifolius obtenido por el método de
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hidrodestilacion con trampa de Clevenger. Torrenegra, et. al, (2016) consiguid
0,6% del AE de Minthostachys mollis.

Segun Meyer, et. al, (2018) los diferentes métodos de extraccion, pueden
obtener rendimientos similares sin embargo la disimilitud veraz y significativa se
registra en el tiempo total de extraccion. El estado de la materia prima influye en la

cantidad de aceite esencial extraido.

En la figura 1 se observa la eficiencia de la metodologia del arrastre de vapor de la
extraccion del aceite esencial de tzintzo; a 150 min se obtuvo el mayor rendimiento

0.7101 %.
Figura 2 Interaccion de los factores en el rendimiento del aceite esencial.

Interaction

08 —| B: Relacionmasa/disolvente

06 —

0.4 —

Rendimiento

02 —

I I I I I I I I \ I I
60.00 69.00 78.00 B7.00 9600 10500 11400 12300 13200 14100 150.00

A: Tiempo
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
La figura 2 muestra el disefio cuadratico, con la correlacion de los factores
cuantitativos evaluados (XRMA y XTIE), debido a lo cual es favorable, puesto que,

a medida que la relacion entre la masa/agua y el tiempo de extraccion aumenta de

niveles bajos a altos se observa un incremento significativo del rendimiento,
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lo que significa que se acepta la hipétesis alternativa. Esto nos ayuda a tomar

acciones y decisiones para optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial.

Se muestra los predichos establecidos por el disefio matematico para el rendimiento
del aceite esencial de tzintzo, los datos del RMA y el TIE se ajustan en gran
proporcion a una distribucion normal, los puntos experimentales se acercan a la

linea del disefio actual.

Figura 3 Valores experimentales y predichos establecidos por el software

para el rendimiento del aceite esencial de tzintzo.
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Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

3.1.1.2. Optimizacion numérica del proceso de extraccion del aceite

esencial de tzintzo.

El software Design expert arrojo las restricciones con el propdsito de predecir las
variables dependientes para obtener un mejor rendimiento, de las cuales se escogid

el prototipo mas relevante (Tabla 8).

Tabla 8 Solucién optimizada arrojada por el software

Parametro Unidad Solucién
Tiempo Min 150,00
Relacion masa/solvente g/L 3
Rendimiento % 0,711433
Deseabilidad - 1

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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La figura 3 muestra la superficie de repuesta de la interaccion de las variables
evaluadas; las cuales arrojan que a un tiempo de extraccion de 150 min y una
relacién masa/solvente de 1:5, se tiene una deseabilidad de 1; de tal modo que, a
mayor tiempo de extraccion y relacion masa/solvente se conseguird valores

relevantes en el rendimiento.

Tabla 9 Optimizacion numérica para el rendimiento del aceite esencial.

Interaction
1000 — B: Relacionmasa/disolvente /2‘,

Prediction 1.000

2
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A Tiempo
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
Se realiz0 la corrida experimental bajo las restricciones arrojadas en el predicho por

el software Desing expert, en el cual se pudo corroborar que el valor del rendimiento

experimental es mayor que el predicho.

Tabla 10 Rendimiento del valor predicho y experimental

Parametro UM  Valor predicho  Valor experimental
Redimiendo % 0,7114 0,7891
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Mendoza y Ricardo (2019) obtuvieron un rendimiento de 0,57% del aceite de

huacatay (Tagetes minuta L.), siendo inferior al valor obtenido experimentalmente.

Scalvenzi, et. al, (2016) en su investigacion expresan que existe una amplia
variedad en el rendimiento y composicion quimica de los aceites esenciales; esto se
debe a las condiciones climaticas, irradiacion solar, temperatura, abastecimiento de

agua, lugar de crecimiento, cosecha, edad y el estado de desarrollo de la planta.
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3.1.2. Composicion del aceite esencial de tzintzo, por el método de

cromatografia de gases acoplado a un detector espectrémetro de masa.

En la tabla 11 se muestran los resultados de la composicion quimica del
aceite esencial de la planta de sunfo, obtenidos por LP-CGM, encontrando 14
compuestos, de los cuales se identificoO 1 compuesto mayoritario como: Cis-
Tagetona (63,14 %) y en pequefias cantidades: Acido-3-Butanoico-1H-Indola (7,14
%), Bis-O-(Tetrahidroxipiran-2-il)-2-Butino (5,71 %), 3-Etilnitrobenceno (4,71
%), Trans-Tagetona (4,54 %), 4,5 Dimetil-2-Formilfurano (2,81 %), 2-Isobutil-5-
Isopentil-Tiofeno (2,77 %), Serisol amarillo (1,72 %), Carvenona (1,66 %), 2-
Pentiltiofeno (1,62 %), 2-Amino-5-Hidroxi-Acetofenona (1,32 %), Trans-Beta-
Ocimeno (1,16%), Acido-7-Metil-tio-9-Oxoxanten-2-Carbonilico (1,08 %) y
Aminopirazina (0,63 %).

Tabla 11 Composicion quimica del aceite esencial de tzintzo

Compuesto quimico Unidad % Min
Aminopirazina %plv 0,63
Trans-Beta-Ocimeno %p/v 1,16
Bis-O-(Tetrahidroxipiran-2-il)-2-Butino %plv 571
Carvenona %p/v 1,66
Trans-Tagetona %plv 4,54
Cis-Tagetona %p/v 63,14
2-Pentiltiofeno %plv 1,62
4.5 Dimetil-2-Formilfurano %p/v 2,81
2-Amino-5-Hidroxi-Acetofenona %plv 1,32
2-Isobutil-5-1sopentil-Tiofeno %p/v 2,77
Acido-3-Butanoico-1H-Indola %plv 7,14
3-Etilnitrobenceno %p/v 471
Acido-7-Metil-tio-9-Oxoxanten-2-Carbonilico %plv 1,08
Serisol amarillo %p/v 1,72
Total %p/v 100

Fuente: (Laboratorio Cientific Crom; 2022)
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Huaraca, et. al, (2021) en su estudio sobre la composicion quimica de los
aceites esenciales de Tagetes minuta L. y Tagetes elliptica Sm., encontraron -
trans-Ocimeno, Trans-Tagetona, Cis-Tagetona, B-Mirceno y B-Cariofileno. Elias,

et. al, en su estudio realizado al aceite de Huacatay identificaron 22 compuestos que
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comprenden el 100%, siento este superior al total de compuestos encontrados en la
investigacion. Con esta investigacion se pudo constatar la presencia de estos

compuestos en el aceite de las plantas Tagetes.

También se debe tener en cuenta que la abundancia en monoterpenos
conducen a actividades antioxidantes. De Oliveira, et. al, en su (2022) estudio
expusieron que el pH del agua tiene influencia en la composicion quimica de los

aceites.

Los terpenos son hidrocarburos inodoros que aportan muy poco al aroma 'y
acttian como base diluyente del AE. Los responsables del aroma son los compuestos
organicos con grupos funcionales como: cetona, alcohol, éster, aldehido, alcohol,
etc., (Casado, 2018).

3.1.3. Capacidad antioxidante del aceite esencial de tzintzo mediante el
procedimiento de FRAP y ABTS.

En la tabla 12 se muestra el contenido de fenoles totales presentes en el
aceite esencial de tzintzo, los valores alcanzados en los ensayos para determinar la
capacidad antioxidante del aceite esencial de tzintzo fue en FRAP (Ferric ion
reducing antioxidant Power) 289,78 pumol Fe2+/g y ABTS (Acido 2,2 —azinobis
(3etilbenzotiazolin) 6sulfénico) 489,14 umol ET /g.

Tabla 12 Anélisis de captacion de radicales libres

Ensayo Unidades Resultado
ABTS pumol ET /g 489,14
FRAP pmol Fe2+/g 289,78

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Llimpe et. al, (2022) en su investigacion sobre la actividad antioxidante del
aceite esencial mostrd una variacion entre 21,02 a 41,06 mg/mL para BTS*+. Los

Aceites esenciales son una fuente de metabolitos bioactivos.
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3.1.4. Capacidad antimicrobiana del aceite esencial de tzintzo, a través de la

metodologia de concentracion minima inhibitoria.

Se presentan los resultados la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
aceite esencial de tzintzo en la tabla 13, en el cual se estimo un intervalo del 1 a 3%,
de acuerdo con la parte experimental se consiguio establecer el orden de efectividad
en la concentracion minima inhibitoria: Salmonella entérica (3 %) >
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (2 %) > Escherichia coli ATCC 25922 (1 %)
= Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 (1 %). Las bacterias Gram negativas
resultaron mas sensibles que las Gram positivas.

Tabla 13 Concentracién minima inhibitoria del aceite esencial de tzintzo

Microorganismo Aceite esencial (%)
Salmonella entérica 3,0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2,0
Escherichia coli ATCC 25922 1,0
Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 1,0

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Los compuestos como el carvacrol disminuyen la sintesis intracelular al
agotar la reserva de ATP. La ésmosis es el movimiento neto de agua a través de una
membrana semipermeable desde una zona de baja concentracion de solutos hacia

otra de mayor concentracion (2015).

Araujo (2020) en su investigacion las bacterias mas sensibles a la accién del
aceite de Lasiocephalus ovatus fueron Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Escherichia coli ATCC 25922 con concentraciones minimas inhibitorias de 200-
400 pg/mL y bactericidas de 800 pug/mL. Black, et. al, (2017) en su investigacion
menciona que la efectividad antimicrobiana del AE depende que parte de la planta
que se use para la extraccion, la concentracion obtenida y condiciones ambientales

del almacenamiento.

Segun Rubio, et. al, (2018)los aceites esenciales se han evaluado en carnes,
leche, vegetales, frutas y jugos; la industria alimentaria busca aplicar los aceites
esenciales en el tratamiento de microorganismos patdégenos que son capaces de
provocar enfermedades transmitidas por alimentos. Por otro lado, Buldain (2019)

menciona que la actividad antimicrobiana depende de la composicién quimicay la
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concentracion de cada componente. Culqui (2020) observo que el aceite esencial de
la Tagetes minuta posee un efecto inhibidor superior en E. coli que en S. aureus.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales son una posibilidad
para sustituir o minimizar el uso de productos como el acido benzoico (E-210) y el
benzoato sddico (E-211) usados en refrescos, salsas, etc., o los nitratos, nitritos de
sodio y potasio (E-251, E-252, E-250 y E-249, respectivamente), empleados en
industrias carnicas para prevenir el botulismo y estabilizar sabor, aroma y color
(Ortega, et. al, 2020).
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3.2. CONCLUSIONES

Por medio del software Design-Expert se optimizo la extraccién del aceite
esencial de tzintzo a través del arrastre de vapor, se consiguié como factores
un tiempo de 150 min y 1:5 de la relacién masa (g) / solvente (L), en el
predicho se obtuvo un rendimiento de 0,7114%, se corroboré el proceso de
optimizacion numérica, comparandolo con el valor experimental 0,7891 %.

El valor experimental fue mayor que el predicho.

Los compuestos volatiles del aceite esencial de tzintzo fueron determinados
mediante una cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad
selectiva del detector de masas, encontrando 14 compuestos, de los cuales
se identifico el Cis-Tagetona (63,14 %) como compuesto mayoritario. En el
area de la tecnologia de alimentos, el estudio y analisis de compuestos
orgénicos volatiles (VOCs) han tomado gran relevancia, ya que dan a

conocer la composicion y determinan la calidad.

El contenido de fenoles totales presentes en el aceite esencial de tzintzo, se
determind mediante ensayos de laboratorio obteniendo en FRAP (Ferric ion
reducing antioxidant Power) 289,78 pumol Fe2+/g y ABTS (Acido 2,2 —
azinobis (3etilbenzotiazolin) 6sulfénico) 489,14 umol ET /g. Con los datos
obtenidos se corroboro que el AE es capaz de prevenir o retardar la

oxidacion de moléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos.

La evaluacion de la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de tzintzo
se la realizo a través de la concentracion minima inhibitoria, estimando un
intervalo del 1 a 3%, el AE presento inhibicion frente a la Salmonella
entérica (3 %) > Staphylococcus aureus ATCC 25923 (2 %) > Escherichia
coli ATCC 25922 (1 %) = Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 (1 %),
se consiguio establecer el orden de efectividad mencionado. EI mejor efecto
del antimicrobiano fue contra el de la salmonella entérica, ademés existe

una diferencia significativa de su efectividad en las cepas microbianas.
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3.3. RECOMENDACIONES

Determinar el rendimiento del aceite esencial de las diferentes edades
fenologicas de la planta y las fracciones de la planta de tzintzo.

La seleccién y el tratamiento de la materia prima es esencial antes de la
extraccion, ya que, en el proceso, el vapor de agua puede arrastrar impurezas
dando como resultado un aceite esencial sucio.

Envasar el aceite en frascos ambar y sellarlos bien para prevenir la oxidacion y
evaporacion del aceite. Almacenar los aceites esenciales en lugares frescos,
secos, obscuros y protegidos del calor para evitar perder sus compuestos
bioactivos; mucho calor puede ocasionar que se evapore mas rapido el AE.
Evitar la exposicion frecuente y prolongada del aceite esencial con el aire para
no alterar su consistencia, olor y propiedades.

Usar materia prima organica para la destilacion, puesto que se mezclan con los
quimicos que tiene haciéndolos no aptos para el consumo.

Realizar un ensayo biodirigido, con una serie de fraccionamientos con
diferentes solventes, para determinar el compuesto responsable de la actividad

antimicrobiana.
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3.5. ANEXOS
Anexo 1 Planta de tzintzo (Tagetes minuta)

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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Anexo 3 Seleccion de la materia vegetal

EZO0T) M AR
Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Anexo 4 Pesaje de la materia prima

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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Anexo 5 Extraccion del aceite esencial

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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Anexo 6 Aceite esencial de tzintzo

[ -

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)

Anexo 7 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de tzintzo

b

Elaborado por: Autora (Medina, 2022)
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Anexo 8 Aval del Experto

UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
POSGRADO

MAESTRIA EN AGROINDUSTRIA CON MENCION EN
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

FORMATO VALIDACION DE EXPERTOS

1. Datos de la Propuesta de Investigacion:
Autor: Medina Jiménez Carolina Alexandra
Titulo: “Extraccion y caracterizacion fisico — quimica del aceite esencial de
tzintzo (Tagetes minuta) mediante el método de arrastre de vapor”
Objetivo: Extraer el aceite esencial de tzintzo (Tagetes minuta) mediante el
método de arrastre de vapor, para su caracterizacion fisico — quimica

2. ldentificacion del evaluador

Nombres y Apellidos del evaluador: Mg. MOLINA BORJA FRANKLIN ANTONIO
NUmero de cédula o identidad: 0501821433

Titulo de cuarto Nivel o posgrado: MAGISTER EN INDUSTRIAS
PECUARIAS MENCION EN INDUSTRIAS DE LACTEQOS

NUmero de Registro Senescyt: 1002-13-86031945

Institucional en la que se encuentra vinculado actualmente (Cargo e
Institucion): Docente Universidad Técnica de Cotopaxi.

Teléfonos: 0992982440

Correo electronico: franklin.molina@utc.edu.ec

3. Evaluacion

Marque con una X la opcion seleccionada.

Criterio Excelente | Aceptable | Deficiente

a) El material constituye un aporte valido, X
vigente y relevante para el area de
conocimiento en la cual se inscribe.

b) El material es resultado de un proceso X
maduro de investigacion, su contenido es
producto de un desarrollo conceptual completo
y del contraste critico con otras investigaciones
afines.

c) Esta debidamente estructurado y X
argumentado (planteamiento del problema,
metodologia y resultados) en relacién con las
practicas de la disciplina a la que pertenece.
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d) La originalidad de los aportes y reflexiones X
del autor le confieren un valor agregado al
material.

e) Las referencias bibliograficas cumplen con X
la exactitud, pertinencia y actualidad
requeridas.

f) Es adecuado el titulo de la obra. X

g) La escritura presenta las calidades esperadas |
para el nivel de formacion (apropiada
redaccion, Iéxico, ortografia, claridad
conceptual, etc.).

h) El material grafico que acomparia los textos X
(imagenes de toda indole y tablas) es relevante,
clarifica y afiade valor en todos los casos.

i) El texto presenta una introduccion clara 'y X
precisa sobre los objetivos y problemas que se
abordan en el documento.

j) La extension del texto es adecuada en X
funcion de la complejidad del tema, los
objetivos y el publico lector.

k) ¢El texto brinda aportes en cuanto a X
aplicaciones, propuestas metodoldgicas,
enfoque, y conceptualizacion?

) los objetivos planteados por el autor en la X
introduccién se cumplen cabalmente, es decir,
hay armonia entre los objetivos propuestos y
los resultados obtenidos.

m) Califique la solidez y actualidad de las X
reflexiones, ideas y/o informacién presentada
en la publicacion.

Por favor emita un comentario

1. TEMPORALIDAD: ¢La propuesta es resultado de un proceso maduro de
investigacion, lo cual significa, que evidencia una estructura metodoldgica
(problema, metodologia y aplicacion).

2. NORMALIDAD DE CONTENIDO ¢EI contenido de la propuesta se
estructura y se escribe en forma adecuada para ser entendida y discutida por la
comunidad educativa, e investigadores en el tema?
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3. SELECTIVIDAD: ;La propuesta se puede considerar un aporte valido y
significativo al conocimiento del area en cuestion?

4. ¢;Desde el punto de vista del contenido y de la escritura, que ventajas
competitivas presenta el texto respecto de otros que circulan en el mercado?

5. Impacto. ;Cual considera gque es el ambito de su impacto? (Seleccione con una
X)

Local
Regional
Nacional

Internacional

6. Comentarios y recomendaciones generales para el Autor

El proyecto es de interés agroindustrial deberia continuar con la investigacion
para su publicacion.

Firma del evaluador

C.C. 0501821433
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Anexo 9 Aval del Usuario
UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
POSGRADO

MAESTRIA EN AGROINDUSTRIA CON MENCION EN
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

FORMATO VALIDACION DE USUARIOS

4. Datos de la Propuesta de Investigacion:
Autor: Medina Jiménez Carolina Alexandra
Titulo: “Extraccion y caracterizacion fisico — quimica del aceite esencial de
tzintzo (Tagetes minuta) mediante el método de arrastre de vapor”
Objetivo: Extraer el aceite esencial de tzintzo (Tagetes minuta) mediante el
método de arrastre de vapor, para su caracterizacion fisico — quimica

5. Identificacion del evaluador

Nombres y Apellidos del evaluador: Gabriela Beatriz Arias Palma
NUmero de cédula o identidad: 1714592746

Titulo de tercer Nivel: MAGISTER EN AGROINDUSTRIA MENCION
EN TECNOLOGIA DE ALIMENTO

NUmero de Registro Senescyt: 1020-2022-2572832

Institucional en la que se encuentra vinculado actualmente (Cargo e
Institucion): Docente Universidad Técnica de Cotopaxi

Teléfonos: 0984705462

Correo electronico: gabriela.arias@utc.edu.ec

6. Evaluacién

Marque con una X la opcion seleccionada.

Criterio Excelente | Aceptable | Deficiente

a) El material constituye un aporte valido, X
vigente y relevante para el area de
conocimiento en la cual se inscribe.

b) El material es resultado de un proceso X
maduro de investigacion, su contenido es
producto de un desarrollo conceptual
completo y del contraste critico con otras
investigaciones afines.

c¢) La originalidad de los aportes y X
reflexiones del autor le confieren un valor
agregado al material.
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d) Aplicaria usted esta propuesta de X
investigacion con sus usuarios.

e) La escritura presenta las calidades X
esperadas para el nivel de formacién
(apropiada redaccion, léxico, ortografia,
claridad conceptual, etc.).

) El material grafico que acomparia los X
textos (iméagenes de toda indole y tablas) es
relevante, clarifica y afiade valor en todos
los casos.

g) Los objetivos planteados por el autor en X
la introduccion se cumplen cabalmente, es
decir, hay armonia entre los objetivos
propuestos y los resultados obtenidos.

h) Califique la solidez y actualidad de las X
reflexiones, ideas y/o informacion
presentada en la publicacion.

1) La escritura presenta las calidades X
esperadas para el nivel de formacion
(apropiada redaccion, léxico, ortografia,
claridad conceptual, etc.).

Por favor emita un comentario

7. ¢El contenido de la propuesta se estructura y se escribe en forma adecuada
para ser entendida y aplicada por la comunidad educativa, e investigadores en
el tema?

8. ¢La propuesta se puede considerar un aporte valido y significativo al
conocimiento del area en cuestion?

9. ¢Desde el punto de vista del contenido y de la escritura, que ventajas
competitivas presenta el texto respecto de otros que circulan en el mercado?

10. Impacto. ¢ Cual considera que es el ambito de su impacto? (Seleccione con una
X)

Local
Regional
Nacional

Internacional
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