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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Agroindustrias de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales (CAREN) de la Universidad Técnica de Cotopaxi, donde se
caracterizd la extraccion de aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) en funcién a la
composicion quimica, su capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana, se empled el método
de destilacion por arrastre de vapor utilizando un equipo marca “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd.,
China), el analisis estadistico se realiz6 mediante el disefio de superficie - respuesta utilizando el
programa Design Expert 8.0.6, se establecieron 17 corridas experimentales y los factores de estudio
fueron, tiempo (60, 90, 120 min) y la relacion de masa/ disolvente (1:3; 1:4; y, 1:5 g/L). Los
resultados obtenidos para el rendimiento del aceite esencial fueron de 1,3834 % en una proporcion
1:5 g/L y un tiempo de 120 minutos. El anélisis de la composicion quimica se efectuo a través de la
cromatografia de gases acoplado a un detector espectrometro de masa en el equipo Agilent
Technologies modelo: 7890% GC System acoplado a un detector selectivo de masa 5975C inert
XLMSD with Triple-Axis Detector, donde se reporto la presencia de 10 compuestos quimicos
presentes en el aceite esencial cuyos componentes mayoritarios fueron: Estragol (77,18 % p/v),
Trans-Anetol (8,73 % p/v) y Alfa-Felandreno (5,65 % p/v), la capacidad antioxidante fue de
240,01 umol Fe2+/g para el ensayo FRAP y 270,14 umol ET/g para el ensayo ABTS, para la
actividad antimicrobiana se evidencio con el 0,5 mg/L de inhibicion para Escherichia coli ATCC
25922 y Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327.

Palabras claves: Anethun graveolens, antioxidante, capacidad minima inhibitoria, FRAP, ABTS.
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graveolens), ACCORDING TO THE CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT
CAPACITY AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY”

Author:

Quevedo Analuisa Marjorie Aracely
ABSTRACT

The present research was carried out in the Agroindustries laboratory of the Faculty of
Agricultural Sciences and Natural Resources (CAREN) of the Technical University of
Cotopaxi, where the extraction of essential oil from dill (Anethum graveolens) was
characterized based on the chemical composition, its antioxidant capacity and antimicrobial
activity, the steam distillation method was used using a "XIAOJIAN" brand equipment
(Lanphan Ltd., China), the statistical analysis was performed by surface design - response using
the Design Expert 8.0.6 program, 17 experimental runs were produced and the study factors
were time (60, 90, 120 min) and the mass/solvent ratio (1:3; 1:4; and 1:5 g/L). The results
obtained for the essential oil yield were 1.3834 % in a proportion of 1:5 g/l and a time of 120
minutes. The analysis of the chemical composition was carried out through gas chromatography
coupled to a mass spectrometer detector in the Agilent Technologies equipment model: 78902
GC System coupled to a 5975C inert XLMSD with Triple-Axis Detector mass selective
detector, where reported the presence of 10 chemical compounds present in the essential oil
whose main components were: Estragole (77.18 % wi/v), Trans-Anethole (8.73 % wi/v) and
Alpha-Phellandrene (5.65 % w /v), the antioxidant capacity was 240.01 umol Fe2+/g for the
FRAP assay and 270.14 umol TE/g for the ABTS assay, for antimicrobial activity it was
evidenced with 0.5 mg/L of inhibition for Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas
aeruginosa ATTC 39327

Keywords: Anethun graveolens, antioxidant, minimun inhibitory capacity, FRAP, ABTS.
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1. INFORMACION GENERAL
Titulo

“Caracterizacion del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens), en funcion de la
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El Ecuador es un pais con una gran biodiversidad debido a la presencia de pisos climéticos con
condiciones geogréaficas aptas para el desarrollo de miles de especies vegetales con
caracteristicas botanicas Unicas, flores con aromas, follaje denso y propiedades medicinales
caracteristicas de cada especie para remediar problemas de dolencias en los seres humanos.
Varias especies con propiedades beneficiosas son de gran importancia dentro de la tradiciéon y
cultura de la sociedad, ancestros de nuestros indigenas utilizaban a las plantas medicinales para
aliviar sus dolencias, incluso para realizar rituales de sanacién o prediccion; ahora este
conocimiento ancestral ha permitido que actualmente utilicemos varias especies vegetales con
el mismo fin de sanacion.

El uso de aceites esenciales a nivel mundial ha generado una continua renovacion en el &ambito
tecnoldgico debido a los diferentes métodos de extraccidn utilizados y que se asocia a la
variacion de la composicion del aceite esencial, pero el método por arrastre de vapor ha sido el
procedimiento mas utilizado para la produccion de aceites esenciales debido a su manejo
sencillo (Sevillano et al. 2019), esto ha permitido utilizar los aceites esenciales en varios
ambitos de la industria con excelentes resultados.

Ademas, segun Castro et al. (2017) menciona que el aceite esencial de eneldo presenta
propiedades antimicrobianas, antifingicas y antioxidantes, pudiendo utilizarlo para evitar el
deterioro de los alimentos, por sus propiedades diuréticas, refuerza el sistema inmunoldgico,
facilita la digestion, alivia dolores menstruales y calma las hemorroides, también en la industria
alimentaria es usada como saborizante y aderezo en ciertos alimentos (Penelo, 2018).

La finalidad de esta investigacion es caracterizar el aceite esencial de eneldo (Anethum
graveolens) en funcion a los compuestos quimicos, capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana, debido a la presencia de esta planta en varios sectores rurales de la provincia
de Cotopaxi y su uso por sus propiedades medicinales y culinarias segun la tradicion y
costumbres de los pobladores.

Con los antecedentes mencionados anteriormente se justifica la presente investigacion al
caracterizar el aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) en funcion de su capacidad

antioxidante y su actividad antimicrobiana.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

e Directos.

Los beneficiarios directos sera la poblacion agricola del canton Saquisili que corresponde al 17
% del total de los habitantes del cantén de acuerdo al informe PDOT 2014 — 2019 del GAD
Municipal de Saquisili que pueden dedicarse a la produccion del eneldo (Anethum graveolens).
e Indirectos

Los beneficiarios indirectos serd la poblacién que a futuro consumira el aceite esencial de
eneldo (Anethum graveolens) para fines alimentarios, medicinales o terapéuticos. También

como fuente bibliografica para la comunidad universitaria del pais.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

A nivel mundial se conoce que los aceites esenciales son muy apetecidos para la industria de
los alimentos, cosméticos, insumos agricolas, etc., la diversidad de plantas a nivel mundial
proporciona la posibilidad de extraer los aceites esenciales y usarlas en el campo que sea
requerido.

Forero et al. (2017) manifiesta que las plantas aromaticas presentan informacion escasa de su
produccion y consumo, debido a que la mayor parte de estas plantas provienen de paises en vias
de desarrollo, donde toda la informacidn es ocasional, incompleta y no es fiel a la realidad.

A nivel mundial, son diez aceites esenciales que representan el 85% del mercado, estos son
obtenidos de naranja, limén, menta, cedro, eucalipto, lavanda, lavandina y pinos, siendo Brasil
en Latinoamérica el pais que presenta un mayor indice de exportacién de aceites esenciales
ubicandose en el cuarto lugar (Forero et al., 2017).

La biodiversidad del Ecuador es tan heterogénea, debido a la presencia de diferentes especies
en el ambito vegetal, Cerdn (2006) manifiesta que el conocimiento de las bondades de las
plantas medicinales viene del conocimiento ancestral y que se ha mantenido hasta la actualidad.
El conocimiento empirico ha permitido utilizar a las plantas en el &mbito medicinal, empleando
sus propiedades en beneficio de los seres humanos, en la actualidad con las nuevas tecnologias
se conoce las propiedades de las plantas y sus usos en los diferentes campos agroindustriales.
Nuestro pais presenta una inmensa biodiversidad vegetal, desde plantas introducidas hasta
plantas endémicas, de las cuales muchas veces no se conocen sus propiedades, por lo que es
necesario actualizar un inventario nacional de especies vegetales e iniciar su estudio, basado en

los conocimientos de los pueblos y la ciencia actual para el beneficio de la sociedad.



El eneldo es originario de Asia, pero adaptado favorablemente en nuestro territorio, por sus
caracteristicas, el aceite esencial es muy requerido de esta planta, por lo tanto, es necesario
aplicar la metodologia de extraccion por arrastre de vapor para cuantificar la cantidad de aceite
que se puede obtener de la totalidad de la planta de eneldo.

La caracterizacion de los compuestos bioactivos del aceite esencial de eneldo ayudaran a
determinar las aplicaciones de los mismos en el aspecto medicinal, industrial, agricola,
cosmeético, alimentario, entre otros, permitiendo que esta planta sea cultivada de manera

intensiva para beneficio del sector agricola de nuestra region y pais.

5. OBJETIVOS
5.1.0bjetivo General
e Caracterizar el aceite esencial del eneldo (Anethum graveolens), en funcion de la

composicién quimica, capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana

5.2.0bjetivos especificos

e Evaluar el proceso de extraccion del aceite esencial del eneldo (Anethum graveolens) en
funcidn al rendimiento.

e Cuantificar los compuestos volatiles del aceite esencial del eneldo (Anethum graveolens)
mediante cromatografia de gases acoplado a un detector espectrometro de masa.

e Determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens)
mediante la metodologia de FRAP y ABTS.

e Establecer la actividad antimicrobiana del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens)

mediante la concentracion minima inhibitoria (CMI).



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS
Tabla 1.
Actividades y sistemas de tareas
Objetivos Actividades Resultado de la Medio de
especificos Actividad Verificacion
Evaluar el Adquisicion y seleccion de la materia Extraccion del Diagrama de
proceso de prima. aceite esencial de | flujo de la

extraccion del
aceite esencial

Limpieza y aseo de la planta.
Eliminacion de contaminantes

eneldo (Anethum
graveolens)

extraccion del
aceite esencial

metodologia de

FRAP y ABTS.

los resultados
obtenidos.

de eneldo Secamiento de la materia prima. mediante el de eneldo
(Anethum Trituracion del material vegetal. método de (Anethum
graveolens) en | Célculo de la materia prima a utilizar en | arrastre de vapor. | graveolens).
funcion al el proceso de destilacion. Obtencidn del (Pag. 28)
rendimiento. Aplicacion del disefio experimental. aceite esencial de | Fotografias del
Extraccidn del aceite esencial de eneldo | eneldo (Anethum | proceso (péag.
(A. graveolens) por arrastre de vapor. graveolens). 66, Anexo 6)
Calcular el rendimiento del proceso. Evaluacion del
rendimiento del
aceite esencial
obtenido.
Cuantificar los | Obtencion de 1 ml de aceite esencial de | Obtencion e Reporte de
compuestos eneldo (A. graveolens). identificacion de | resultados del
volatiles del Cuantificacién de los compuestos los compuestos espectrometro
aceite esencial | volatiles del aceite esencial mediante volatiles y de masa para la
del eneldo cromatografia de gases acoplado a un organicos del identificacion
(Anethum detector espectrometro de masa. aceite esencial de | de compuestos
graveolens) Andlisis e interpretacion de los eneldo (Anethum | volatiles (pag.
mediante resultados obtenidos. graveolens). 64, Anexo 5).
cromatografia
de gases
acoplado a un
detector
espectrémetro
de masa.
Determinar la | Obtencion de 1 ml de aceite esencial de | Resultados Informacion
capacidad eneldo (Anethum graveolens). obtenidos de la de resultados
antioxidante Determinacion la capacidad capacidad de la
del aceite antioxidante del aceite esencial, antioxidante del metodologia
esencial de mediante la metodologia de FRAP y aceite esencial de | FRAPy
eneldo ABTS. eneldo mediante | ABTS. (Péag.
(Anethum Anadlisis e interpretacion de los método FRAPy | 44, Tabla 9)
graveolens) resultados obtenidos. ABTS.
mediante la Interpretacion de




Objetivos Actividades Resultado de la Medio de
especificos Actividad Verificacion
Establecer la Obtencion de 0,005 ml de aceite Identificacion de | Reporte del
actividad esencial mediante la extraccion y la actividad analisis
antimicrobiana | determinar de las concentraciones antimicrobiana microbioldgico
del aceite minimas inhibitorias (CMI), por el del aceite de de la actividad
esencial de método de dilucion en tubos. Préctica eneldo en las antimicrobiana
eneldo con cepas de referencia Salmonella cepas bacterianas | del aceite
(Anethum entérica, Staphylococcus aureus ATCC | Interpretacion de | esencial de
graveolens) 25923, Escherichia coli ATCC 25922, | resultados. eneldo. (Pag.
mediante la Pseudomonas aeruginosa ATTC 45, Tabla 10)
CMI 39327, para la determinacion de la
capacidad antimicrobiana en el aceite
esencial de eneldo.
Analizar e interpretar los resultados
obtenidos.

Nota: Contenido de la tabla con los objetivos especificos. Fuente: Quevedo, M. (2022)

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

7.1.Antecedentes

Castro et al. (2017) menciona que la “Evaluacion in vitro de la capacidad antimicrobiana del
aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) como inhibidor del crecimiento de
Staphylococcus aureus, coliformes y hongos presentes en la carne de trucha” que este aceite
tiene propiedades antimicrobianas y antifungicas, pudiendo ser utilizado para evitar el deterioro
de los alimentos, donde utilizd dosis de 50 ul y 100 ul, y el método de extraccion de
hidrodestilacion, donde el rendimiento que obtuvo fue de 1,32 % en base seca y utilizd una
relacién 1:5 de agua y material vegetal por 90 minutos, obteniendo la mayor inhibicién con la
dosis de 100 ul para coliformes totales.

En la investigacién denominada “Caracterizacion quimica de aceites esenciales comerciales y
evaluacion de su capacidad antialimentaria y fumigante contra Tribolium castaneum” de
Azuero (2019) manifiesta que el aceite de eneldo present6 los siguientes compuestos quimicos:
acetato de a-terpinilo (15,01 %), metileugenol (11,92 %) y carvacrol (9,22 %); ademas de,
monoterpenos (52,7 %), sesquiterpenos (1,57 %) y fenilpropanos (8,23 %), donde recomienda
el uso del aceite de eneldo para control de T. castaneum mediante fumigacion”

Patifio et al., (2014) en su investigacion denominada “Extraccion por arrastre de vapor de aceite
esencial del romero” indica que utilizé las hojas y tallos del romero, secandolos por 4 dias bajo
sombra, luego de aplicar el método de extraccion por arrastre de vapor obtuvo 40 ml de aceite

esencia a partir de 5 kg de materia seca.



Sevillano et al., (2019) manifiestan en su investigacion denominada “Optimizacion de la
extraccion por arrastre de vapor de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) utilizando
disefios secuenciales” donde el principal objetivo fue evaluar el efecto de densidad de carga,
flujo de vapor y condicion de la materia prima en el rendimiento del aceite esencial, obteniendo
el aceite esencial de las hojas del romero obteniendo el mayor rendimiento cuando la materia
prima se encuentra en condicion seca, una densidad de carga de 1 kg y 5kgh™* de flujo de vapor
de agua dando un 2,66 % de rendimiento.

7.2.Marco Tebrico

7.2.1. Eneldo (Anethum graveolens)

El eneldo (Anethum graveolens) es una hierba perenne que regularmente alcanza entre 0,7 my
1,20 m de altura en la madurez. Se utilizan las hojas frescas o secas para preparar salsas, sopas,
ensaladas y otros platos. Las semillas se utilizan como especias para encurtidos y para afiadir
sabor a guisados y carnes asadas. El eneldo es originario del sur de Rusia, Africa Occidental y
el Mediterraneo. Es parte de la familia Umbelliferae que también incluye cilantro y el perejil.
El eneldo también se puede cultivar facilmente en recipientes, tanto en interiores como en
exteriores (Masabni, 2013).

Es utilizado tradicionalmente como una popular hierba aromética y especia que tiene una larga
historia de uso que se remonta a mas de 5.000 afios. Se usaba como remedio para la indigestion
y flatulencia y como estimulante para la secrecion de leche. Ademas, se utiliza como
anticonvulsivo, antiemético, anticalambres (en nifios), cicatrizante de heridas y para aumentar
el apetito y fortalecer el estomago (Ali y Al, 2014).

Callan, et al. (2007) indican que la planta de eneldo tiene un solo tallo con una flor umbelada
terminal o primaria, asi como umbelas secundarias y de mayor orden que se desarrollan mas
abajo en el tallo mas adelante en la temporada de crecimiento. Esta arquitectura de la planta da
como resultado la formacion continua de tejido floral inmaduro en la parte inferior de la planta
a medida que maduran las flores y los frutos mas viejos de la umbela primaria.

Anethum graveolens L. es una importante hierba aromética anual que se usa ampliamente como
especia y sus conocidas aplicaciones carminativas, estomacales y diuréticas. Pertenece la
familia Apiaceae, y se distribuye en el suroeste de Asia y el Mediterraneo. Nativa del sureste
de Europa, se ha cultivado desde la antigliedad y se ha encontrado que esta estrechamente

relacionado con las especies de eneldo indio (A. sowa) y eneldo europeo (A. graveolens). Los



paises mediterraneos de Europa del Este, India y Rusia son los principales productores de aceite
esencial de eneldo (Aati et al., 2022).

7.2.2. Clasificacion taxonomica

Bisanti (2017), manifiesta que el nombre del género proviene del griego “anethon” (anis), que,
a su vez, deriva de los antiguos egipcios. Este término puede ser traducido de distancia la
enfermedad en referencia a las propiedades medicinales.

En la tabla 2 se observa la clasificacion taxonomica del eneldo.

Tabla 2.
Clasificacion taxonomica del eneldo

Reino Vegetal
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Apiales
Familia  Apiaceae
Género  Anethum

Especie  A. graveolens

Nota: Taxonomia del eneldo tomado de Taghi et al. (2016)

7.2.3. Caracteristicas botanicas

Planta anual, herbacea, de 25-50 cm., glauca, glabra, con raiz pivotante y olor fétido, los tallos
son fragiles, con estrias verdes y blancas con huecos que pueden llegar a medir 1m, las hojas
son tritetrapinnatisectas, finamente divididas en lacinias filiformes y mucronadas, de color
verde oscuro y sabor un tanto semejante al perejil, las flores son de color amarillo que aparecen
agrupadas en umbrales de 15-30 radios, florece a mediados del verano el caliz est4 ausente, sus
pétalos son amarillos, enteros oblongos, con el apice curvado hacia dentro, los frutos son de 5-
6 mm, oval-elipticos, de color marrén oscuro, rodeados de un ala clara, la semilla es ovalada y
de color pardo con un olor intenso y agradable y si se mastican tienen un sabor aromatico
picante. Todas las partes de la planta de eneldo contienen aceite esencial, acumulandose este
aceite en las diferentes partes de la planta y cambia significativamente tanto en cantidad como

en calidad durante el periodo vegetativo (Infoagro, 2020).



7.2.4. Constituyentes quimicos

El eneldo (Anethum graveolens) de acuerdo a Ali y Al (2014) y Radulescu et al. (2010) indican
que contiene aceites esenciales, aceite graso, humedad (8,39 %), proteinas (15,68 %),
carbohidratos (36 %), fibra (14,80 %), ceniza (9,8 %) y elementos minerales como calcio,
potasio, magnesio, fosforo, sodio, vitamina A y niacina. Los frutos de A. graveolens contienen
entre 1 - 4% de aceite esencial cuyos principales compuestos son: carvona (30 — 60 %),
limoneno (33 %), a-felandreno (20,61 %), incluido pineno, diterpeno, dihidrocarvona, cineol,
mirceno, paramirceno, dillapiol, isomiristicina, miristicina, miristina, apiol y dillapiol. También
contiene  furanocumarina,  5-(4”-hidroxi-3”metilo-2”-buteniloxi)-6,  7-furocumarina,

oxipeucedanina, hidrato de oxipeucedanina y falcarindiol.

7.2.5. Propiedades y beneficios del eneldo (Anethum graveolens)

Meena et al. (2019) indican que el analisis fitoquimico cualitativo y cuantitativo de la planta
mostré que las hojas, tallos y raices son ricos en taninos, terpenoides, glucésidos cardiacos y
flavonoides.

Tradicionalmente, Anethum graveolens posee una amplia gama de propiedades
antiinflamatorias. Estudios farmacoldgicos indican que el eneldo presenta acciones
antimicrobianas, antihiperlipidémicas (disminuye los lipidos en la sangre) vy
antihipercolesterolémicas (previene o controla el incremento del colesterol en la sangre) de las
semillas de eneldo (Saleh et al., 2018).

Los extractos de semilla de Anethum graveolens L. tienen importantes propiedades protectoras
de la mucosa, antisecretoras y antiulcerosas contra las lesiones estomacales; ademas,
proporcionan dos flavonoides importantes: quercetina e isoharmentina, que tienen actividad
antioxidante y podrian contrarrestar los radicales libres. Este efecto puede ayudar a controlar la
Ulcera péptica. El extracto clorhidrico obtenido del fruto del eneldo es un potente relajante que
respalda el uso en la medicina tradicional para los trastornos gastrointestinales. Los extractos
crudos, ademas de tener fuertes efectos antihiperlipidémicos también pueden mejorar el estado
antioxidante biolégico al reducir la peroxidacion de lipidos en el higado y modular las
actividades de las enzimas antioxidantes (Patel et al., 2019).

Entre las propiedades, se ha informado que los extractos acuosos de Anethum graveolens
mostraron una actividad antibacteriana de amplio espectro contra S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, S. typhimurium, Shigella flexneri y Salmonella typhii; Aati et al., (2022) reporta

que el aceite esencial de A. graveolens presento actividad antimicrobiana para gram positivos
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como S. aureus (CP011526.1), B. licheniformis (KX785171.1), y L. innocua (DSM, 20649), y
gram negativos, como E. xiangfangensis (CP017183.1), E. fergusonii (CU928158.2) y P.
aeruginosa (NR-117678.1), también se adiciona la actividad para tres hongos C. albicans
(MF942350), C. parapsilosis (MF942354) y A. parasiticus (CBS 100926) en una dosis de 20
pL del aceite esencial extraido de las semillas.

7.2.6. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son extractos liquidos de plantas con propiedades aromaticas, con
numerosas aplicaciones en variadas industrias. Existen varios métodos utilizados para la
extraccion de aceites esenciales, y cada uno de ellos presenta ciertas ventajas y determina las
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas de los aceites extraidos. Los aceites esenciales de las
plantas llegan a contener mas de 200 componentes siendo algunos volatiles y no volatiles. La
aplicacién de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos, anticancerigenos,
antiinflamatorios y antivirales se debe a las propiedades que presentan (Aziz et al., 2018).

Una de las definiciones de los aceites esenciales menciona que son mezclas de componentes
volatiles, productos del metabolismo secundario de las plantas. Se encuentran muy difundidos
en el reino vegetal, de las 295 familias de plantas, de 60 a 80 producen aceites esenciales. Las
principales plantas que contienen aceites esenciales, se encuentran en familias como:
compuestas, labiadas, lauraceas, mirtaceas, rosaceas, rutaceas, umbeliferas, pinaceas (SENA,
2018).

Otra definicién que menciona Casado (2018) citando a Steglich, et al. (2010), indica que los
aceites esenciales no son sustancias puras sino una mezcla compleja de compuestos organicos
volatiles y de caracter aroméatico que se pueden encontrar en algunas familias de plantas.
Generalmente son los que proporcionan el olor caracteristico, y se localizan en diversas partes
de la planta como el fruto (anis, comino), la raiz (valeriana, angélica), las flores (rosa, lavanda),
las hojas (eucalipto, romero) o la cascara de los frutos (bergamota, naranja). Su concentracion
en la materia prima es muy baja, tanto que a veces resulta imposible su extraccion.
Normalmente, las plantas mas usadas para la obtencion de aceites esenciales contienen de media
en torno al 0,5 -5 % en masa de aceite respecto a toda la planta.

Tambiéen los aceites esenciales son normalmente substancias volatiles, liquidas a temperatura
ambiente; estas propiedades los diferencian de los llamados aceites fijos. Tienen algo de color
y su densidad es, por lo general, menor que la del agua. Su indice de refraccion es alto y la

mayoria desvian la luz polarizada. Son solubles en lipidos y disolventes organicos comunes y
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pueden destilarse con vapor. Los aceites esenciales son muy poco solubles en agua. Los aceites
esenciales son mezclas complejas de diversos constituyentes en concentraciones variables
dentro de limites definidos. Estos constituyentes pertenecen, sobre todo, pero no
exclusivamente, a dos grupos caracterizados por origenes biogenéticos distintos: terpenoides y
sustancias biosintetizadas a partir de &cido shikimico que producen derivados de fenilpropano
(Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, 2016).

El aceite esencial de eneldo europeo (Anethum graveolens L.) destilado al vapor se usa
ampliamente para dar sabor a alimentos y bebidas. La mayor parte del aceite se produce en los
frutos, aunque las hojas y los tallos también contienen aceite (Callan et al., 2007)

Son liguidos a temperatura ambiente, aromaticos y generalmente ligeros, con densidad inferior
a la del agua, aunque hay excepciones. A diferencia de los aceites vegetales son volatiles y su
textura no es grasa. Sus puntos de ebullicidn son altos, por encima del agua. Presentan actividad
Optica e indice de refraccion alto, propiedades que se usan para determinar su pureza. Son
insolubles en agua y otros disolventes polares, pero solubles en alcohol y en la mayoria de
disolventes organicos como el cloroformo o la acetona (Casado, 2018). (Defina claramente el

concepto y revisar tamafio de letra)

7.2.7. Metodos de Extraccion de aceites esenciales

Segun Rodriguez et al. (2012) manifiestan que los aceites esenciales se pueden extraer mediante
diferentes métodos: prensado, destilacion con vapor de agua, extraccion de solventes volatiles,
enfleurage y con fluidos supercriticos.

Navarrete et al. (2010) indican que los aceites esenciales pueden ser extraidos mediante
prensado en frio, hidrodestilacion, fluidos supercriticos e hidrodifusién con microondas y
gravedad entre otros. Tradicionalmente en algunos paises, son extraidos industrialmente
mediante técnicas econdmicas viables como el prensado en frio o la destilacion por arrastre de

vapor.

7.2.7.1.Extraccion por prensado o extrusion

La técnica del prensado se usa para obtener aceites esenciales de cascaras, cortezas o materiales
duros como las semillas, se utiliza la energia mecanica en energia térmicay se obliga al material
a moverse a lo largo de un tubo mediante el uso de un tornillo. Tras descargar las semillas, estas
se calientan y se preparan para entrar en el expulsor, el cual extraera el aceite. Se seleccionan

las semillas, luego pasan a ser molidas y se las somete al prensado. Las prensas pueden ser
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hidraulicas o discontinuas y continuas. La actual extraccion por presion se lleva a cabo casi
exclusivamente por prensas continuas, debido a la economia de sus instalaciones, pero no
realiza una profunda extraccion de las materias grasas contenidas en sus semillas. En recipientes
calentadores de doble fondo se calienta la harina (semillas molidas) a temperaturas que oscilan
entre 90°C y 95°C, dependiendo del material con que se trabaje. El calentamiento busca eliminar
el exceso de humedad de la harina, con lo cual se aumenta el rendimiento al lograrse mayores

presiones y facilitarse la fluidez del material trabajado (Valencia, 2018).

7.2.7.2.Extraccion con solventes

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes como alcohol o cloroformo. Estos
compuestos solubilizan el aceite esencial, pero también extraen otras sustancias como grasas y
ceras, obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio, pues a nivel
industrial resulta costoso por el alto valor comercial de los solventes y porque se obtienen
esencias mezcladas con otras sustancias Rodriguez et al. (2012).

7.2.7.3.Enfleurage

El método de enfleurage se utilizan grasas naturales con puntos de ablandamiento alrededor de
40 °C, normalmente manteca de cerdo RBD (Refinada, Blanqueada, Desodorizada). Se
extiende en o bandejas en profundidad no mayor a 5 mm y sobre ella se colocan los pétalos de
flores o el material vegetal, desde donde se van a extraer los principios odorificos, el contacto
puede durar de 3 a 5 dias. Luego el material vegetal es removido y reemplazado por material
fresco, esta operacion se repite buscando la saturacion de la grasa. Posteriormente la grasa
impregnada del principio activo, se lava con alcohol libre de congéneres (alcohol de
perfumeria), relacion 1:1 dos veces consecutivas. El alcohol se filtra y se destila a vacio con
presion de 21 mm Hg y una temperatura de 30 °C, hasta recuperar un 80 % del volumen de
alcohol, como minimo, en el fondo queda un residuo llamado “absolute” con todo el activo

debido a que es mas pesado (Mejia y Ortiz, 2021).

7.2.7.4.Extraccion con fluidos supercritico

Velasco et al. (2007) manifiestan que la sustancia mas empleada es el CO2, que en estas
condiciones presenta baja viscosidad, baja tension superficial, alto coeficiente de difusion (10
veces mas que un liquido normal), que conlleva a un alto contacto con la superficie del material

y puede penetrar pequefios poros Yy tejidos del material vegetal asegurando una buena eficiencia
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en la extraccion en un corto tiempo. En la parte final del proceso hay una remocién total del
solvente y se realiza a una temperatura baja, se disminuye la pérdida de sustancias volatiles y
se evita la formacion de sabores y olores extrafios debido a la desnaturalizacion del aceite

esencial y por remanentes de otras sustancias empleadas en el proceso de extraccion.

7.2.8. Método de extraccién por arrastre de vapor

La destilacién por arrastre con vapor de agua es el método mas comun para la obtencién de
aceites esenciales. Se trata de un proceso de separacion por el cual, mediante el uso de vapor
de agua, se vaporizan los componentes volatiles de la materia vegetal. El procedimiento
consiste en hacer pasar un flujo de vapor a través de la materia prima, de modo que arrastra
consigo los aceites esenciales. Posteriormente, estos vapores se enfrian y se condensan, dando
lugar al destilado liquido formado por dos fases inmiscibles, la acuosa y la organica, que es el
aceite esencial. Estas se pueden separar por decantacion, gracias a la diferencia de densidad
existente entre ambas (Casado, 2018).

En la destilacion por arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal generalmente fresca y
cortada en trozos pequefios, es encerrada en una camara inerte y sometida a una corriente de
vapor de agua sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada especialmente para
esencias fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial
debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia
sofisticada (Martinez, 2014).

La destilacion al vapor es un tipo de destilacion (un proceso de separacion o extraccidn) para
una planta sensible a la temperatura, como los compuestos aromaticos naturales. Alguna vez
fue un método de laboratorio popular para la purificacion de compuestos organicos, pero se ha
vuelto obsoleto por la destilacion al vacio. La destilacion al vapor sigue siendo importante en
ciertos sectores industriales (Rassem et al., 2016).

La destilacion al vapor es uno de los métodos antiguos y oficiales aprobados para el aislamiento
de aceites esenciales de materiales vegetales. Los materiales vegetales cargados en el alambique
se someten al vapor sin maceracion en agua. El vapor inyectado atraviesa las plantas desde la
base del alambique hasta la parte superior. La destilacion al vapor es un método en el que el
vapor fluye a través del material. Este vapor funciona como agente que rompe los poros de la
materia prima y libera el aceite esencial. El sistema produce una mezcla de vapor y aceite

esencial deseado. Luego, este vapor se condensa ain mas y se recolecta el aceite esencial. El
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principio de esta técnica es que la presion de vapor combinada es igual a la presion ambiental
a unos 100 °C, de modo que los componentes volatiles con puntos de ebullicion que oscilan
entre 150 y 300 °C pueden evaporarse a una temperatura cercana a la del agua. Ademas, esta
técnica también se puede realizar bajo presion dependiendo de la dificultad de extraccion de los
aceites esenciales (Rassem et al., 2016).

7.2.9. Métodos para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial

Los antioxidantes son moléculas capaces de prevenir o retardar la oxidacion de moléculas
biolégicas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Son de vital importancia para la
prevencion de la actuacion de los radicales libres sobre el organismo; disminuyendo los
procesos oxidativos, retardando el proceso de envejecimiento y previniendo el desarrollo de
diversas enfermedades (Rioja et al., 2018).

Otro método tipico, es la capacidad de reduccién del hierro (FRAP, del inglés Ferric Reducing
Antioxidant Power), que evalia el efecto combinado de las defensas antioxidantes no
enzimaticas que se encuentran presentes en los fluidos biolégicos, como un indice de la
capacidad de resistir el dafio oxidante. Este método se desarrolla bajo condiciones &cidas (pH
3.6). En presencia de antioxidantes, la forma férrica del compuesto hierro-tripyridyl-triazina
(Fe**-TPTZ) se reduce a la forma ferrosa (Fe?*-TPTZ). El compuesto Fe?*-TPTZ produce una
coloracidn azul intensa que tiene una absorcion maxima de 593 nm, los resultados del ensayo
FRAP, se ha visto que correlacionan con los antioxidantes presentes en plantas o frutos (Benitez
et al., 2020).

Ademas, Rioja et al. (2018) indica también que las pruebas de actividad antioxidante se realizan
con los sobrenadantes por los métodos estandarizados colorimétricos ABTS (&cido 2, 2'-azino-
bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Ambos
métodos se emplean por tener una cinética de determinacion mas rapida que permite ahorrar
tiempo en comparacion con otros métodos de determinacion de la Capacidad Antioxidante
Total.

7.2.9.1.Método ABTS (acido 2, 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

Este método se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS™, debido
a su reduccion a ABTS por la accién de antioxidantes. El radical catiénico ABTS* es un
croméforo verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nmy se genera por una

reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)
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con persulfato de potasio. De esta manera el grado de decoloracion como porcentaje de
inhibicion del radical ABTS™ esta determinado en funcién a la concentracion (Bohérquez,
2016)

Segun Kuskoski et al. (2005) donde cita a Re et al. (1999), el radical ABTS~ se obtiene tras la
reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45 mM, concentracion final) incubados a
temperatura ambiente (x25°C) y en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical
ABTS- se diluye con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0,70

(£0,1) a 754 nm (longitud de onda de méaxima absorcion).

7.2.9.2.Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Este método evalla el efecto combinado de las defensas antioxidantes no enzimaticas que se
encuentran presentes en los fluidos biolégicos, como un indice de la capacidad de resistir el
dafio oxidante. Este método se desarrolla bajo condiciones acidas (pH 3.6). En presencia de
antioxidantes, la forma férrica del compuesto hierro-tripyridyl-triazina (Fe3+-TPTZ) se reduce
a la forma ferrosa (Fe2+-TPTZ). El compuesto Fe2+-TPTZ produce una coloracién azul intensa
que tiene una absorcién méaxima de 593 nm (Benzie & Strain, 1996). Los resultados del ensayo
FRAP, se ha visto que correlacionan con los antioxidantes presentes en plantas o frutos (Benitez
et al., 2020).

El ensayo FRAP es simple, practico y economico y puede ofrecer un indice putativo de la
capacidad antioxidante. Debido a que la reaccion de FRAP con antioxidantes produce un
producto de un solo color, es decir, Fe(ll)-TPTZ, las curvas de absorbancia versus
concentracion de FRAP son bien lineales en un amplio rango, y la aditividad de TAC
generalmente se observa en mezclas, excepto en aquellas que contienen pequefias -tioles

moleculares y proteicos (Mesa et al., 2015).

7.3. Capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se relaciona con su composicion quimica,
por ejemplo, en frutos citricos se encuentran un promedio de 40 compuestos, estos se
encuentran principalmente en la cascara de la fruta, su extraccion es econdmicamente
sostenible, debido a que la c&scara constituye una pérdida para la industria de jugos de frutas;
es asi que el interés de estos como agentes antimicrobianos y conservantes de alimentos abre
una posible alternativa para sustituir los conservantes y antibioticos convencionales (Argote et
al., 2017).
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Bermudez et al. (2019) manifiesta que estudios indican que la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales se debe a la inhibicion o interaccion de la mezcla de compuestos con
maultiples blancos en la célula. Por ejemplo, su propiedad hidrofébica, que resulta en la ruptura
de la membrana lipidica de la membrana celular, aumentando su permeabilidad, lo que ocasiona
la pérdida del contenido celular vital y su posterior muerte.

Pruebas microbioldgicas indican que los aceites esenciales, en general a altas concentraciones
inhiben la actividad antimicrobiana. Por ejemplo, el aceite de zacate limon cumple la funcion
de fungicida en concentraciones de 1:5 y 1:10; mientras que el aceite de albahaca en
concentraciones de 1:5y 1:10 presento resultados similares al zacate limon como fungicida. De
igual manera, los aceites esenciales presentaron un comportamiento antimicrobiano frente a las
coliformes totales, presentes en los alimentos como en el agua de consumo domeéstico (Vanoye
etal., 2022).

7.3.1. Capacidad inhibitoria minima (CIM)

Cuando se quiere evaluar la sensibilidad de los microorganismos frente a un nuevo compuesto
antimicrobiano se aplican métodos fenotipicos como la dilucién o la difusion. Mientras las
técnicas de difusion nos permiten hacer un screening inicial sobre la capacidad antimicrobiana
de los compuestos a estudiar, las técnicas de dilucion nos permiten determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), entendida como la concentracion minima de antimicrobiano que
impide el crecimiento de un microorganismo en las condiciones del ensayo (Pérez & Rivas,
2021).

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalla habitualmente
mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. La Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion de antimicrobiano (en pgramo/mL)
que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de incubacion a37
°C. La CMI se ha establecido como “Estandar dorado "frente a otros métodos que evaluan la
susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas

definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado (Andrews, 2001).

7.3.2. Cepas microbianas
7.3.2.1.Salmonella enterica
El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta constituido por bacterias

gramnegativas, intracelulares facultativas, que se han agrupado en las especies S. enterica y S.
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bongori. Sin embargo, el potencial patogénico esta representado por S. enterica y por sus mas
de 2.600 serotipos descritos hasta la fecha (Barreto et al., 2016).

Sin embargo, tienen diferencias importantes tales como el rango de hospederos a los cuales
infectan y los sintomas clinicos de la enfermedad que producen. Es asi como S. enterica serovar
Enteritidis (S. Enteritidis) y S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) poseen un
amplio rango de hospederos y la mayoria de las veces generan una enfermedad gastrointestinal
en el ser humano, infeccién sistémica en el ratdn y un cuadro crénico asintomatico en aves.
Otros serovares en cambio, tienen una alta especificidad de hospedero y generalmente causan
la enfermedad en una Unica especie animal, como es el caso de S. enterica serovar Typhi (S.
Typhi), que afecta sélo al ser humano generando una enfermedad sistémica denominada fiebre
tifoidea (Uzzau et al., 2000).

Salmonella se transmite por la ruta fecal-oral, ya sea directamente, o bien indirectamente, a
través de los alimentos. Es capaz de sobrevivir la acidez del estomago y la alta osmolaridad del
intestino delgado, induce su internalizacién por las células epiteliales intestinales del ileon y
resiste la fagocitosis mediada por las células dendriticas y macréfagos, logrando colonizar el

tejido linfoide subyacente y los ganglios linfaticos mesentéricos (Dandekar et al., 2014).

7.3.2.2.Staphylococcus aureus ATTC25923

Staphylococcus aureus es una bacteria de gran importancia debido a su participacion en
diferentes patologias, esto dado por la intervencion de los distintos factores de virulencia y
patogenicidad, codificados por los diversos genes que son aumentados a lo largo de su ciclo de
vida. Se conoce que este microorganismo es de dificil tratamiento y es capaz de colonizar e
invadir las células de su hospedero, lo cual es posible debido a su fisiopatologia, donde se
encuentran mecanismos de resistencia como la formacién de biopelicula las cuales crean una
matriz extracelular conformada principalmente por proteinas, poli actualmente conocido como
sacéridos y acidos nucleicos. La formacion de esta matriz causa que la interaccion de los
antibiéticos con las bacterias no se dé de manera adecuada que resulte en fallas en los
tratamientos (Pasachova et al., 2019).

Staphylococcus aureus es una bacteria cocoide coagulasa positiva, Gram positiva, inmavil, del
filo Firmicutes. Aunque el género Staphylococcus incluye 52 especies y 28 subespecies, S.
aureus es, con mucho, el mas relevante desde el punto de vista clinico. S. aureus se encuentra
en la microbiota comensal humana de la mucosa nasal en el 20-40 % de la poblacion general. La

prevalencia informada varia debido a las diferencias en el tamafio y la demografia de las
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poblaciones de estudio, la calidad del muestreo y las técnicas de cultivo utilizadas. Cuando las
barreras cutaneas y mucosas se rompen, por ejemplo, debido a enfermedades crénicas de la
piel, heridas o intervencion quirdrgica, S. aureus puede acceder a los tejidos subyacentes o al
torrente sanguineo y provocar una infeccién. Las personas con dispositivos médicos invasivos
(como catéteres venosos centrales y periféricos) o sistemas inmunitarios comprometidos son

particularmente vulnerables a la infeccion por S. aureus (Lee et al., 2018).

7.3.2.3.Escherichia coli ATTC25922

La Escherichia coli es una bacteria que se encuentra en el sistema digestivo de los animales y
de los seres humanos, y al ser parte de la flora intestinal se puede utilizar como indicador
favorito para detectar y medir la contaminacién fecal en la evaluacion de la seguridad de los
alimentos y el agua. Por lo general, son comensales inofensivas, que constituyen el 1 % de la
poblacion microbiana del tracto gastrointestinal; pero algunas E. coli son patdgenas y pueden
contaminar los alimentos, el agua y el medioambiente. Diferentes cepas de E. coli que causan
enfermedades humanas se clasifican segun el tipo de sintomas que producen; se ha encontrado
que, de los cinco grupos de 92 cepas, E. coli serotipo O157:H7 (Entero hemorragica, ECEH)
es la mas importante porque se ha considerado un patdgeno emergente en relacion con la salud
publica por ser la causante de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETAS) en el mundo
(Franco et al., 2013).

Escherichia coli es un comensal del intestino de los vertebrados que esta cada vez mas
implicado en diversas infecciones intestinales y extraintestinales como patdgeno oportunista,
es una bacteria presente en el intestino distal de los organismos de sangre caliente donde la
mayoria de las cepas de E. coli son inocuas, pero ciertos tipos pueden causar graves
intoxicaciones alimentarias. “La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas. Sin embargo,
algunas de ellas, como E. coli productora de toxina Shiga, pueden causar graves enfermedades
a través de los alimentos (Linzitto y Tunes, 2019).

7.3.2.4.Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327

Paz et al. (2019) manifiesta que P. aeruginosa es un patdégeno ubicuo, oportunista y bastante
persistente en el medio ambiente presenta esta bacteria una forma de baston aproximadamente
de 0,5-1 um de diametro y 1,5-5 um de largo. Posee un flagelo polar que le confiere la motilidad
necesaria. Es considerada como una bacteria aerobia facultativa por la capacidad que tiene para

crecer en medios anaerobios tomando el nitrogeno o arginina como terminal de aceptacion de
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protones. Este patdgeno ubicuo en el medio ambiente puede llegar a persistir de manera eficaz
en el agua y en el suelo viviendo con un requerimiento nutricional minimo y tolerando diversos
medios fisicos. Puede crecer entre 20 y 43°C, y al crecer en altas temperaturas se diferencia del
resto de las otras especies de Pseudomonas.

Azam y Asad, (2019) indica que P. aeruginosa es una especie bacteriana patégena que causa
infecciones y enfermedades tanto en plantas como en animales, incluidas varias enfermedades
humanas, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, y muchas infecciones adquiridas
en hospitales. Dado que P. aeruginosa es un patdgeno oportunista, la aparicion de resistencia
antimicrobiana dificulta su tratamiento y erradicacion.

Mientras que Tran et. al., (2020) menciona que P. aeruginosa es una especie Gram negativa
ubicua, reconocida como unas de las bacterias mas amenazantes para la vida y catalogado como

patdgeno prioritario por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

7.4.  Marco Conceptual

7.4.1. ABTS: Metodo para evaluar la actividad antioxidante equivalente a Trolox.

7.4.2. Alambique: Aparato para destilar formado por un recipiente, donde se calienta un
liquido hasta convertirlo en vapor, y un conducto refrigerado.

7.4.3. Antibacteriano: Sirve para combatir las infecciones causadas por bacterias.

7.4.4. Antiemética: Impide o evita el vomito.

7.4.5. Antimicrobiana: Impide la formacion o el desarrollo de los microbios.

7.4.6. Antioxidante: Son sustancias naturales o fabricadas por el hombre que pueden prevenir
0 retrasar algunos tipos de dafios a las células.

7.4.7. CMI: Es la concentracién minima inhibitoria que determina la concentracion mas baja
(en pg/ml) de un antibidtico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa
bacteriana.

7.4.8. Compuesto: Sustancia elaborada con la union quimica de dos o mas elementos.

7.4.9. Extraccion: Es la separacion de un componente en el seno de una mezcla por la accion
de un solvente.

7.4.10. FRAP: Reduccion del hierro férrico (Fe+3) presente en el reactivo de FRAP hasta la
forma ferrosa (Fe+2) por presencia de antioxidantes.

7.4.11. Inhibitorio: Que impide la manifestacion de una reaccion o conducta.

7.4.12. Lignificacion: Proceso de desarrollo de la planta.
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7.4.13. Lixiviacion: Extraccion de la materia soluble de una mezcla mediante la accion de un
disolvente liquido.

7.4.14. Microambiente: Son las células, moléculas y estructuras que rodean y sostienen otras
células y tejidos.

7.4.15. Microbiota: Es el conjunto de microorganismos vivos o bacterias que se encuentran en
el intestino o tubo digestivo del organismo humano.

7.4.16. Odoriferas: Que tiene buen olor y fragancia.

7.4.17. Taninos: Sustancia que se extrae de la corteza de algunos arboles.

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
8.1.Hipotesis alternativa
La relacion masa / disolvente y tiempo, influyen significativamente en el rendimiento de la

extraccion aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens).

8.2.Hipdtesis nula
La relacion masa / disolvente y tiempo, no influyen significativamente en el rendimiento de la

extraccion aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens).

9. METODOLOGIAS/DISENO EXPERIMENTAL

9.1.Métodos y Técnicas

Para la realizacién de esta investigacion se procedié a tomar en cuenta los tipos de
investigacion: bibliografico documental, la investigacidn cuantitativa, cualitativa, descriptiva y

experimental.

9.2.Tipos de investigacion

9.2.1. Investigacion cuantitativa

Hernandez Sampieri et al. (2016) indica que la investigacion cuantitativa se utiliza para la
recoleccion de datos para probar hipétesis con base en la medicion numérica y utilizando
analisis estadistico, para establecer pautas de comportamiento y probar teorias.

La investigacion es cuantitativa, porque se aplico el analisis quimico para determinar las
cantidades de compuestos quimicos que presenta el aceite esencial de eneldo (Anethum

graveolens). Ademas, en el proceso de extraccion del aceite esencial, se utilizé variables
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continuas que ayudaron a obtener los resultados Optimos del proceso como también

metodologias de analisis quimico.

9.2.2. Investigacion cualitativa

La investigacidn cualitativa usa la recoleccion y analisis de datos para responder las preguntas
de investigacion, ademas pueden desarrollar preguntas o hipotesis antes, durante y después para
perfeccionarlas o responderlas (Hernandez Sampieri et al., 2016)

La investigacion cualitativa permitio seleccionar la especie vegetal, de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas y taxondmicas. Ademas, se utiliz6 metodologias cromatograficas

para la identificacién de compuestos quimicos del aceite esencial.

9.2.3. Investigacion descriptiva

La investigacion descriptiva permite conocer las caracteristicas del fendbmeno donde se aplican
analisis estadisticos para los datos recolectados y plantear hipdtesis que ayuden a la
caracterizacién del fendmeno en estudio (Ramos, 2020).

La investigacion descriptiva se aplico en la descripcién, discusion e interpretacion de
resultados, donde mediante el estudio de cromatografia de gases se describieron los compuestos

quimicos del aceite esencial de eneldo, su capacidad antioxidante y su actividad antimicrobiana.

9.2.4. Bibliografica Documental

La investigacién documental es una técnica de la investigacién cualitativa que recolecta,
recopila y selecciona informacion de las lecturas de documentos, revistas, libros, grabaciones,
filmaciones, periddicos, articulos resultados de investigaciones, memorias, etc.; donde la
observacion esta presente en el analisis, identificacion, seleccidn y articulacion con el objeto de
estudio (Reyes y Carmona, 2020).

La investigacion se respaldo en la revision de bibliografia, documentos, revistas digitales de
investigaciones realizadas anteriormente que servira de base para el contexto del marco teorico

y la fundamentacion de los resultados obtenidos en relacion con el trabajo de investigacion.

9.2.5. Investigacion experimental

Segun Fidias (2015) citado por (Ramos, 2020) manifiesta que la investigacion experimental es
un proceso que consiste en someter a un objeto o grupo de individuos en determinadas
condiciones, estimulos o tratamiento (variable independiente), para observar los efectos o
reacciones que se producen (variable dependiente).
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La investigacion utilizé un disefio experimental de superficie respuesta, donde se emplearon
factores de relacion masa/disolvente y tiempo, evaluando el rendimiento del proceso, para

obtener las condiciones dptimas de extraccion del aceite esencial eneldo (Anethum graveolens).

9.3.Técnicas

9.3.1. Observacion

La observacion es la técnica mas eficaz para llevar a cabo una investigacion descriptiva,
recopilando objetivamente datos centrados en nimeros y valores o utilizando métodos de
analisis estadisticos (Guevara et al., 2020).

La técnica de la observacion cientifica permitié identificar el estado fenoldgico ideal del eneldo
(Anethum graveolens) para la extraccion del aceite esencial.

En la etapa de extraccion y caracterizacion del aceite esencial, se recurri6 al registro de las
observaciones para su posterior evaluacion y obtencién de resultados.

9.3.2. Materiales y equipos

9.3.2.1.Material vegetal

e Eneldo (Anethum graveolens)

9.3.2.2.Materiales de laboratorio

e Tubos de ensayo 10 mL

e Balones aforados vidrio 5 mL

e Balones aforados 10 mL

e Pipeta volumétrica de vidrio 10 mL

e Varilla de agitacion

e Vasos de precipitacion (250mL)

e Cajas Petri

e Gradillas
e Pinzas
e Papel filtro

9.3.2.3.Equipos

o Cromatografo de gases con espectrometria de masas (GC-MS) en un equipo Agilent
Technologies 5975 inert XL MSD with Triple-Axis Detector.

e Espectrofotometro GENESYS 20 Modelo 4001/4j

e |Incubador Biocell modelos M345
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Extractor por arrastre de vapor “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China)
Balanza Analitica (0,0001g)

Micropipeta automatica 100-1000ul Microlit.

Estufa universal por convencion UN30

Equipo con trampa Clevenger

9.3.2.4.Reactivos

Agua destilada

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

Agar nutritivo

Agar Mueller Hilton

Cloruro Férrico

Acetato de sodio

Reactivo TPTZ (2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride)
Sal de Mohr

Acido clorhidrico

Carbonato de sodio

Folling

Acido galico

Etanol 99.8 %

Agua destilada

Sulfato de sodio

Trolox grado analitico

9.3.2.5.Cepas microbianas

Salmonella enterica

Staphylococcus aureus ATTC25923
Escherichia coli ATTC25922
Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327
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9.4.Metodologia de extraccion del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens)

9.4.1. Recoleccion

El material vegetal se recolecto en la etapa fenoldgica de floracion, la cual se cosechd de una
manera manual en los campos en el sector rural del canton Saquisili, provincia de Cotopaxi,

como se observa en la figura 1.

Figura 1.
Recoleccion de la materia prima Anethum graveolens

Fuente: Quevedo, M. (2022)

9.4.2. Seleccion del material vegetal
Se selecciond la planta de eneldo en etapa de floracion y sin sintomas de enfermedades, ataque

de plagas, deformaciones o fisiopatias, como se observa en la figura 2.

Figura 2.
Seleccion del material vegetal de A. graveolens

ut: Quevedo, M. (2022)
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9.4.3. Limpiezay desinfeccion del material vegetal

Se procedi6 a limpiar y desinfectar con una solucion acuosa de hipoclorito de sodio 0,1 %, con
el fin de eliminar contaminantes presentes en el material vegetal para proceder posteriormente
al secado, como se observa en la figura 3.

Figura 3.
Limpieza y desinfeccion del material vegetal

DU IR 2 1
Fuente: Quevedo, M. (2022)

9.4.4. Secado

Se procedio a secar el material vegetal en una estufa a 40 °C, por un lapso de tiempo de 48
horas, obsérvese en la figura 4.

Figura 4.
Secado del material vegetal A. graveolens

Fuente: Quevedo, M. (2022)
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9.4.5. Trituracion
Se realiz6 cortes de la planta con la ayuda de una tijera podadora, hasta obtener cortes de 2 cm,
para que el proceso de penetracion del vapor agua en los tejidos vegetales sea eficiente, como

se observa en la figura 5.

Figura 5.
Trituracion del material vegetal A. graveolens

Fuente: Quevedo, M. (2022)

9.4.6. Extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor

Se procedio a colocar el material vegetal de eneldo y agua destilada, en un extractor por arrastre

de vapor (Lanphan Ltd., China), para la extraccion del aceite esencial se utilizaron las siguientes

condiciones:

e Tiempo (A) 60, 90 y 120 minutos,

¢ Relacion material/agua destilada (B) 1:3, 1:4 y 1:5, la temperatura del proceso se mantuvo
en funcidn de la temperatura de ebullicion del agua (100 °C).

e Una vez iniciado el proceso se recolecta las gotas que van cayendo durante la extraccion de

aceite esencial (Patifio et al., 2014).
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Figura 6.
Extraccion del aceite esencial de eneldo

Fuente: Quevedo, M. (2022)
9.4.7. Separacion y almacenamiento del aceite esencial
Para la separacion del aceite esencial de eneldo en agua hidrolatada se utilizé una trampa de
Clevenger, que permitio recopilar el aceite en un vaso de precipitacion debido a la flotacion en
la superficie, posteriormente se filtrd la muestra, y se envasé en frascos ambar para almacenarlo

a temperatura de refrigeracion aproximada de 5°C.

Figura 7.
Separacion y almacenamiento del aceite esencial de eneldo

Fuente: Quevedo, M. (2022)
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9.4.8. Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de eneldo (Anethum

graveolens)
Figura 8.

Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens)

Material vegetal de
eneldo

Solucién acuosa |

de hipoclorito de

sodio 0,1 % |

T: 40 °C.

t48h |

Tiempo: 60, 90y 120
minutos

Relacién: masa/agua
destilada: 1:3; 1:4y 1:5
T: 100 °c.

Hidrolato

Recoleccion de material

vegetal

'

Seleccion

'

Limpieza

v

Secado

v

Triturado

v

Extraccidn por arrastre
de vapor

v

Separacion y
almacenamiento

!

Aceite esencial

Planta de eneldo

4 Desechos en mal estado

[ Residuos de la solucion
4 acuosa de hipoclorito de
sodio

Residuos de material
vegetal
Agua destilada

Aceite esencial

Nota: La figura representa el diagrama de flujo para la extraccion del aceite esencial de eneldo.

Fuente: Quevedo, M. (2022).



9.4.9. Caracterizacion del aceite esencial de eneldo

Figura 9.

Caracterizacion del aceite esencial de eneldo

Caracterizacion del aceite
esencial

Composicion quimica

v

Capacidad antioxidante

—>

Actividad antimicrobiana

—>
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Cromatografia de gases
con detector de masas

FRAPy ABTS

Concentracién minima
inhibitoria

Nota: En la figura se indica cuales son los procesos de la caracterizacion del aceite esencial
de eneldo. Fuente: Quevedo, M. (2022)

9.4.10. Rendimiento (%0)

Los rendimientos de aceite esencial de eneldo de cada corrida experimental, se expresaron en

gramos de aceite por 100 g de material vegetal, segun la ecuacion propuesta por Cérdova et al.

(2020);

% Rendimiento =

Masa de aceite esencial obtenido (g)

x 100

Masa del peso seco de eneldo (g)

9.5.Caracterizacion de la composicién del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens)

9.5.1. Cromatografia de gases con selectivo de masas

El andlisis de la composicion quimica del aceite esencial de eneldo se realizé utilizando un

cromatografo de gases con espectrometria de masas (GC-MS) en un equipo de cromatografia

de gases Agilent Technologies modelo: 7890 GC System acoplado a un detector selectivo de
masa 5975C inert XLMSD with Triple-Axis Detector.

Segun la metodologia aplicada por Cordova et al., (2020) donde indican los siguientes pasos

para realizar el andlisis cromatografico: la temperatura del inyector debe ser de 240 °C, se
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afiadié 1 ml de solucién de patron interno (&cido C13:0, a 10 mg. m1 en metanol), y 3 ml de
cloruro de acetilo al 10 % (v/v) en metanol, luego se cerrd el tubo de ensayo y se llevé a 85°C
durante 2 horas, aplicando agitacion discontinua, se enfrio y se afiadieron 4 ml de hexano y 4
ml de agua destilada, posteriormente se adicionaron 4 ml de etanol y se agité de manera manual
por unos segundos, se colocd una alicuota de 3 ml de la fase orgénica en otro tubo de ensayo,
en el que se adicionaron 4 ml de hexano, 4 ml de hidroxido de sodio y 1 ml en metanol, se cerro
y agito por 15 minutos, se adicionaron 4 ml de agua destilada y nuevamente se agité por 15
minutos mas, se dejé en reposo, se transfirio una alicuota de 2 ml hacia un vial de 4 ml de
capacidad, del que se tomaron 60 ml, y se diluyeron en 1,5 ml de hexano para el respectivo

andlisis.

9.6.Determinacién de la capacidad antioxidante del aceite esencial de eneldo (Anethum
graveolens)

9.6.1. Capacidad para reducir el hierro férrico a ferroso (FRAP)

El ensayo de antioxidantes reductores férricos (FRAP) se realiz6 de la siguiente manera: el
reactivo se preparé mezclando 10 mmol/L de reactivo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) con
20 mmol/L de cloruro férrico en tampon acetato (pH 3,6). Los resultados cuantitativos se
calcularon utilizando una curva de calibracion de sulfato ferroso utilizada como estandar
externo (0,02—1,5 pumol/mL). Antes de analisis, los extractos de propoleo se diluyeron 20-200
veces y 20 uL de las soluciones de extracto se mezclado con 200 uL de complejo férrico. Los
resultados se calcularon y expresaron como micromoles de Fe?* por gramo de propdleo. La
absorbancia luminica (A = 593 nm) se ley6 en cubetas de poliestireno Optico utilizando un

espectrofotometro. Todas las mediciones se realizaron por triplicado (Sveénjak et al., 2020).

9.6.2. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de captura de cationes
de radicales libres ABTS

La actividad antioxidante del aceite esencial, se realizé a través de la metodologia de captura
del cation radical ABTS. Se utilizd trolox como estandar antioxidante y los resultados se
expresaron en términos de la capacidad antioxidante del compuesto equivalente de trolox,
expresada en valor TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox, capacidad antioxidante
total del compuesto equivalente trolox).

La solucion cationica radical se prepard haciendo reaccionar ABTS 3,5 mM con persulfato

potasico 140 mM. Para completar la reaccion y la estabilizacion radical, la solucion radical
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ABTS permaneci6 protegida de la luz, en temperatura ambiente por un periodo de 16 horas. La
solucion de ABTS se diluy6 en etanol hasta obtener una absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm.
La curva de calibracion estandar de Trolox se realiz6 a concentraciones de 100, 250, 500 y 1000
MM. Las concentraciones utilizadas para construir la curva de calibracion para la capacidad
antioxidante del aceite esencial fueron de 1000, 2000, 4000, 6000, 8000 y 10000 pg/mL en el
medio ambiente oscuro, se transfirio una alicuota de 30 uL de cada solucion estandar a tubos
de ensayo y se agregd 3,0 mL de la solucién radical ABTS. Las absorbancias se midieron a 734

nm despues de 6 min de reaccion (Kuskoski et al., 2005).

9.7.Capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Anethum graveolens

Se evaluo el efecto del aceite esencial de eneldo sobre varias cepas bacterianas correspondientes
a la coleccién de la Universidad Técnica de Cotopaxi: Salmonella entérica U822s,
Staphylococcus aureus ATTC25923, Escherichia coli ATTC25922, Listeria monocytogenes
ATTC 19115, siendo estas cepas microbianas activadas con anticipacion, se las sembré en un
medio de cultivo de agar nutritivo para determinar la viabilidad en el ensayo de susceptibilidad

microbiana.

9.7.1. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)

Se adaptd el Método de dilucion en agar propuesto por Griffin et al., (2000), donde se realiz6
de la siguiente manera: se cultivdo a partir de las cepas microbianas referenciales para la
investigacion, utilizando 10 mL de agar Mueller - Hinton y se incubaron a 37 °C por un lapso
de 48 horas.

Para la preparacion de las cajas de Petri, se utiliz6 agar Mueller — Hinton adicionandole Tween
20 al 0,5 % y se afiadio el aceite esencial de eneldo a partir de alicuotas de 15 mL de agar para
dar concentraciones de 0; 0,1; 0,5; 1, 3y 5 % Vv/v.

Se procedio a pipetear 10 ul de cada cepa sobre la superficie del agar y se incub6 a 37 °C por
24 horas. En tubos de ensayo se colocaron 1 mL de las diluciones del aceite esencial con 1 ml
del indculo microbiano (106 ufc/mL suspendidos en caldo Mueller Hinton). Los tubos se
incubaron a 32 + 2 °C (bacterias) y a 25 £ 1 °C (hongos) durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se sembré 1ml del contenido de los tubos, empleando medios apropiados para el
crecimiento de cada microorganismo y se incubaron a las temperaturas referidas anteriormente.
La CMI se determindé como la menor concentracion del aceite esencial capaz de inhibir el

crecimiento microbiano.
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9.8.Disefo experimental

Para el tratamiento estadistico, experimental y procesamiento de la informacion, se empled en
el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.). Para el disefio
experimental se utiliz6 el modelo de optimizacion numérica mediante el disefio de superficie
respuesta IV Optimo, el cual evidencia la tendencia de las condiciones del proceso.

Para definir las condiciones 6ptimas del proceso, en el disefio experimental se evalud los
factores: tiempo (A) y relacién material/agua destilada (B), y se valoré como variable respuesta
el rendimiento tomando como referencia a Castro et al. (2017). En la Tabla 3 se muestra los

intervalos a valorar en la experimentacion para cada factor.

Tabla 3.
Condiciones experimentales para el disefio de experimentos
Factor Nomenclatura UM Tipo  Subtipo Minimo Maximo
Tiempo A Min Numeérico Discreta 60 120
Relacion
material/agua B g/L Numérico Discreta 1.5 1:3
destilada

Nota: Distribucion de factores para el disefio experimental. Fuente: Quevedo, M. (2022)

Mediante el programa Design Expert 8.0.6, utilizando el disefio de superficie respuestas IV
Optimo v las condiciones experimentales, se establecieron 17 corridas que son presentadas en
la Tabla 5.

9.8.1. Cuadro de variables
Las variables que se evaluaron en la investigacion de la extraccién de aceite esencial de eneldo
(Anethum graveolens) se presenta en el siguiente cuadro donde se describen los parametros a

evaluar y sus indicadores:



Tabla 4.
Cuadro de Variables
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Variable Variable

Dependiente Independiente

Indicadores

Dimensiones

Aceite )
) Tiempo
esencial de .
Relacion
eneldo )
material/agua
(Anethum

destilada
graveolens)

Condiciones 6ptimas de la

extraccion

Verificacion de las
condiciones Optimas de

extraccion.

Caracteristicas del aceite
esencial de Eneldo

Capacidad antioxidante

Capacidad antimicrobiana

minutos (min)
g.L?

minutos (min)
g.L?

Porcentaje (%)
Porcentaje (%)

umol ET /g y umol Fe % /g
mg/L

Nota: Descripcion de las variables evaluadas en la investigacion. Fuente: Quevedo, M., 2022.
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

10.1.Proceso de extraccion del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) en funcion
al rendimiento

Castro et al. (2017) manifiesta que se evalu6 dos proporciones de agua (1:5y 1:6) y los tiempos

de extraccion fueron de 60 y 90 minutos con una temperatura promedio de 92 °C y una presion

atmosférica de 14,8 PSI, posteriormente utilizaron la metodologia de separacion de fases con

la ayuda de un embudo de decantacion; se obtuvo un rendimiento de 1,32 % con la relacién

1:5 (eneldo: agua destilada) durante 90 minutos.

En latabla 5 se observa que en la investigacion se realizaron tres relaciones de material vegetal

y agua (1:3; 1:4 y 1:5), con tres periodos de tiempo 60, 90 y 120 minutos, donde se obtuvieron

los resultados para el mayor porcentaje de rendimiento donde la relacién 1:5 con un tiempo

de 120 minutos alcanzando un rendimiento de 1,3834 % de aceite esencial de A. graveolens,

corroborando los resultados obtenidos en la investigacion.

Tabla 5.
Corridas experimentales para la extraccion del aceite esencial de eneldo (A. graveolens)
Relacion material/agua Rendimiento (%)

Corrida Tiempo (min)

destilada
1 90 3 1,0812
2 120 3 1,3632
3 60 2 0,6345
4 90 2 0,9311
5 60 2 0,609
6 60 3 0,8365
7 120 1 1,1134
8 120 2 1,2201
9 60 1 0,5576
10 90 2 0,9762
11 90 1 0,7834
12 120 1 1,0874
13 90 1 0,7201
14 60 3 0,8782
15 120 2 1,1987
16 90 3 1,0576
17 120 3 1,3834

Concentraciones: 1. 1:3; 2. 1:4; 3. 1:5
Nota: Modelo lineal. Fuente: Quevedo, M. (2022)
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10.2.Evaluacion del modelo para el rendimiento

El modelo de superficie respuesta aplicado en la investigacion permitié obtener los
rendimientos mediante 17 corridas de datos para la extraccion del aceite esencial de A.
graveolens donde se observa en la tabla 5 un rango de datos entre 0,5576 y 1,3834 %.
Ozliman et al. (2021) reporta que encontrd diferencias estadisticas significativas en el
rendimiento del aceite esencial de A. graveolens, debido a la fertilizacion y manejo de suelo
aplicado en el cultivo de la planta, donde obtuvo por separado 0,26 a 0,72 % en tallos; 0,27 a
1,70 % en las hojas; vy, 4,58 a 6,18 % en semillas.

Charles et al., (1995) manifiesta que el contenido de aceite esencial de A. graveolens se encontro
enunrango de 0,10 a 0,30 % en tallos frescos, mientras que en semillas se encontro entre 1,75%
a 4 %. Mientras que Rana y Blazquez, (2014) indican que el aceite esencial se aisl6 mediante
el método de hidrodestilacion convencional de las partes aéreas y frescas de A. graveolens,
ademas se us0 un aparato tipo Clevenger y reportan que el rendimiento del aceite fue del 0,3 %
en peso fresco.

La Tabla 6, expone los datos de la matriz experimental obtenidos mediante un disefio de
superficie respuesta, donde se obtuvo un modelo lineal para ajustar la ecuacion matematica para
el rendimiento como variable respuesta.

Obteniendo significacion estadistica para TIE (Tiempo de extraccion) y RMA (Relacion

masa/agua).
Tabla 6.
Parametros del modelo codificado del contenido para el rendimiento
Indicador Rendimiento (%o)
Intercepto 0,94
XT1ie 0,28*
XRMA 0,16*
R? 0,9811
R? ajustado 0,9768
R? predicho 0,9681
F modelo 225,26*
F falta de ajuste 4,32
Precision adecuada 45,702

RMA: relacion masa/agua
TIE: tiempo de extraccion
*Valor significativo para p < 0,05.

Nota: Tabla de datos generada por el Software Design-Expert® 8.0.6 con datos experimentales.
Fuente: Quevedo, M. (2022)
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El aceite esencial de A. graveolens ha sido estudiado por muchos afios, pero segun Charles et
al., (1995) indica que el contenido total de aceite esencial y su composicién puede variar debido
a los diferentes métodos de aislamiento y determinacion, su origen geogréafico, las condiciones
ambientales del cultivo y su estado fenoldgico de crecimiento al momento de la cosecha.

Los resultados del modelo codificado de rendimiento, se muestran en la Tabla 6, se observa que
el valor Xtie que hace referencia al tiempo y presenta significancia estadistica para p < 0,05 es
mayor e influye en el proceso del rendimiento, esto demuestra que mientras mayor es la relacion
masa/agua, mayor sera el tiempo de extraccion y por ende mayor sera el rendimiento del aceite
esencial.

Ademas, el modelo matematico expuesto en la tabla 6 se determiné que Xrie (tiempo de
extraccion), Xrma (relacion masa/agua) y F modelo son positivos, resultandos significativos
estadisticamente, dando a conocer que los dos factores evaluados tienen influencia directa con
el rendimiento del aceite esencial.

De acuerdo a Gutiérrez y Vladimirovna (2016) indica que mientras mas cerca el R? esté al valor
de 1, el modelo estadistico tiene mejor ajuste de los datos indicando que existe una prediccion
perfecta de los datos obtenidos en la investigacion.

El valor alcanzado por el coeficiente de determinacion (R?) fue de 0,9811 que se acerca al valor
de 1, esto indica que existe una confiabilidad de 98,11% garantizando el modelo lineal aplicado
en la investigacion, esto nos proporciona un valor de prediccion ideal en la extraccion del aceite
esencial, llegando a conlcuir que las variables utilizadas, es decir, tiempo de extraccion y
relacion masa/agua presentan significancia estadistica para el analisis de los datos obtenidos en
el proceso de extraccién por el método de vapor de agua.

En la figura 10 se representa el rendimiento de la extraccion del aceite esencial de A. graveolens,
donde se observa que mientras transcurre el tiempo se obtiene mayor porcentaje de rendimiento
en el proceso de extraccion, en la tabla 5 se indica que se obtuvo 1,3834 % en un tiempo de 120
minutos a una relacién de 1:5 (material vegetal: agua). Esto demuestra que existe una
proporcionalidad directa entre los factores evaluados.

Singh et al., (2006) manifiestan que en la extracion del aceite esencial de A. graveolens L.
extraidas de las semillas fue de 2,6 % con olor caracteristico y sabor fuerte y fue conservado a
4 °C en refrigeracion.

Chahal et al., (2017) manifiestan que el contenido de aceite esencial luego de la extraccion de
varias partes de la planta donde se incluyeron hojas, flores y semillas llegé a 2,01 usando el
metodo de hidrodestilacion.
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Figura 10.
Modelo de rendimiento en porcentaje y tiempo de extraccion (TIE) en minutos

One Factor

1.6 —

14 —

1.2 —

Rendimiento
|

0.8 —

0.6 —

0.4 —

I I I I I I I I I I I
50.00 59.00 78.00 87.00 96.00  105.00 114.00 12300 132.00 141.00 150.00

A: Tiempo

Nota: Tabla de datos generada por el Software Design-Expert® 8.0.6 con datos experimentales.
Fuente: Quevedo, M. (2022)

En la figura 11 observamos dos factores: el tiempo y la relacion masa/agua, donde se nota
claramente que existe una razon directamente proporcional a la variable respuesta que
corresponde al rendimiento; es decir, que mientras mayor es el rendimiento, aumenta el tiempo
de extraccion y a mayor rendimiento existe un aumento en la relacién masa/disolvente. Esto se
corrobora con los resultados obtenidos en la tabla 5, donde el menor rendimiento fue de 0,5576
% a un tiempo de 60 minutos y una relacién 1:3; mientras que el mayor rendimiento fue de
1,3834 con un tiempo de 120 minutos y una relacion 1:5.

Attique et al. (2012) manifiesta que para la extraccion del aceite esencial de A. graveolens lleg6
a un porcentaje de 1,45 % muy cercano al valor mas alto que se obtuvo de la extraccion del
aceite esencial mediante el método de arrastre de vapor.

Radwan et al. (2020) manifiesta que en el proceso de destilacion al vapor el objetivo principal
es romper las glandulas de aceite en las plantas, vaporizar el aceite y luego condensarlo y
separarlo del agua, proceso que se llevo a cabo con los resultados obtenidos y presentados en
la tabla 5.
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Figura 11.
Interaccion entre los factores rendimiento, tiempo de extraccion (TIE) y relacion masa/agua

(RMA)

Interaction
16 | B: Relacidnmasa/disolvente

14

12 —

Rendimiento
|

0.8 —

0.6 —

0.4 —

I I I I I I I I I I I
60.00 69.00 7800 87.00 9600 10500 11400 12300 13200 14100 150.00

A: Tiempo
Nota: Tabla de datos generada por el Software Design-Expert® 8.0.6 con datos experimentales.
Fuente: Quevedo, M. (2022)

Se observa en la figura 12 la relacién entre los valores predichos (ideales) y valores actuales
(experimentales) donde el modelo matematico planteado presenta dispersion entre los valores
mencionados, dando como resultado la eficacia del modelo propuesto, esto se verifica en la
grafica a los valores que se encuentran mas cercanos a la linea media que representa un
coeficiente de determinacion R? aceptable con 0,9811 es decir que el 98,11 % de los datos
obtenidos estan dentro de la estimacion real del rendimiento del aceite esencial, mientras que
el valor del coeficiente de determinacion R? predicho fue de 0,9681; es decir, que tuvo un
porcentaje de 96,81 % teniendo una diferencia de 1,30 % siendo aceptable la relacién entre

coeficientes.
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Figura 12.
Relacion de los valores predicho y actual para el rendimiento

Predicted vs. Actual

1.40 —

1.20 —

1.00 —

Predicted

0.80 —

0.60 —

0.40 —

| | | | | |
0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 140

Nota: Tabla de datos generada por el Software Design-Expert® 8.0.6 con datos experimentales.
Fuente: Quevedo, M. (2022)

10.2.1. Deseabilidad del proceso de extraccion del aceite esencial de A. graveolens
La tabla 7 indica la deseabilidad del proceso realizado para la extraccion del aceite esencial de
A. graveolens, donde selecciona un dato anhelado con un tiempo de 120 minutos, la relacion

masa/agua 3 (1:5) y el rendimiento promedio de los valores maximos con 1,377761, donde el
indice fue de 0,996.

Tabla 7.
Deseabilidad del proceso

Namero de : Relacion o 3
deseabilidad Tiempo masa/disolv Rendimiento Deseabilidad
ente
1 120 3 1,37761 0,996 Selected

Nota: Tabla de datos generada por el Software Design-Expert® 8.0.6 con datos experimentales.
Fuente: Quevedo, M. (2022)
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La deseabilidad obtenida de 0,996 se acerca a uno esto nos indica que el proceso presenta las

caracteristicas de calidad deseable para el aceite esencial.

Figura 13.
Optimizacion numérica para el modelo de rendimiento
Interaction
1000 | B: Relacionmasa/disolvente /2“
[ Prediction 0996
0.800 — 2
E 0.600 — 5
=
o
T 2
[
0o 0400 2
0.200 —
0000 { 5
I I I I I I I I I I I
60.00 69.00 T8.00 g7.oo0 96.00 10500 11400 12300 13200 141.00 150.00
A Tiempo

Nota: Tabla de datos generada por el Software Design-Expert® 8.0.6 con datos experimentales.
Fuente: Quevedo, M. (2022)

En la figura 13 se indica la superficie respuesta del rendimiento en la optimizacion numérica
donde el modelo matematico propuesto presenta un buen ajuste, sabiendo que se obtuvo para
una RMA 1:5y TIE de 120 min una prediccion de deseabilidad de 0,996 muy cercana a 1 que

es el valor ideal.

10.3.Composicion del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) mediante
cromatografia de gases con detector selectivo de masas (MSD)

En la tabla 8 se observa la cromatografia del aceite esencial de Anethum graveolens reportado

por el Laboratorio Cientific Crom, donde se exhibe una composicion quimica de 10 compuestos

quimicos organicos presentes en el extracto del aceite esencial de Anethum graveolens donde



41

los compuestos mayoritarios fueron el Estragol con 77,18 %pl/v; el Trans-Anetol con 8,73 %pl/v;

Alfa-Felandreno con 5,65 %p/v y L-Fenchona con 3,38 %p/v.

Tabla 8.
Determinacion de compuestos organicos del aceite esencial de Anethum graveolens
Tiempo
Parametro Unidad Cantidad de . Meétodo referencia
retencion
(min)
Alfa-Pineno %p/v 1,18 15,591
Beta-Pineno WPV 026 18,894
Beta-Mirceno Yophv 0,39 18,894
%DV Método para Compuestos
Alfa-Felandreno P 5,65 20,308 Organicos en aceites
. %plv esenciales: Método de
Limoneno 0.77 22,431 Agilent Technologies,
Y%plv Catélogo de aplicaciones
Beta-Felandreno 1,44 ;
22,431 2015, Cromatografia de gases
Eucaliptol %oplv 1,04 con detector selectivo de
. 22,431 masas (MSD)
L-Fenchona Yoplv 3,38 27,299
Estragol WpN 7718 33,998
Trans-Anetol Yoplv 8,73 38,756

Nota: Resultados de la composicion quimica del aceite de Anethum graveolens emitida por el

Laboratorio Cientific Crom

Sonker et al., (2014) indica que las diferencias encontradas en composicion quimica de los
aceites esenciales y su concentracion, puede corresponder a la procedencia de las plantas,
también a las variaciones en sus condiciones climaticas, geogréaficas y suelo, factores que
pueden influir en la constitucion de los aceites, incluso en plantas de la misma especie.

El estragol de acuerdo a Alves (2019) menciona que es un fenilpropanoide presente en varios
aceites esenciales de muchas especies vegetales, especialmente en Ravensara anisata, Ocimun
basilicum y Croton zehntneri, muy utilizado en la medicina y en la cocina, como también en la
industria farmacéutica, cosmética y alimentaria como conservante; ademas, posee varias
actividades bioldgicas como la antioxidante y antimicrobiana, ansiolitica, contractil del

musculo esquelético, relajante del muasculo visceral y antiinflamatoria en dosis de 3 a 30 mg/kg.
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El trans-Anetol y estragol son compuestos ampliamente utilizados como saborizantes y
aromatizantes en las industrias de alimentos y bebidas alcohdlicas; ademas, son utilizados en
perfumes, jabones y detergentes y como precursores en sintesis organica para formulaciones
farmacéuticas. Estos compuestos presentan varias actividades biolégicas como insecticida,
bactericida, antiinflamatoria y anestésica y se han encontrado en una variedad de especies
aromaticas que incluyen el tarragén, albahaca, hinojo, anis y anis estrellado (Mufioz et al.;
2007).

Radulescu et al. (2010) determind en su investigacion la identificacion de 21 componentes
organicos en el aceite esencial de las hojas de Anethum graveolens donde el 79,14 % fueron
hidrocarburos monoterpénicos, donde Alfa-Felandreno con 62,71 % fuel el mayor
constituyente.

Ozliman et al. (2021), expresan que en el analisis de los componentes del aceite esencial de
Anethum graveolens se encontrd que la composicion total del aceite de las hojas estaba en el
rango de 64,08 a 84,33 %, siendo el apiol de eneldo, la carvotanacetona, el a-felandreno y el
limoneno los compuestos mas abundantes que constituyen alrededor del 22,02 al 43,55 % de la
concentracion total investigada de aceites esenciales.

Mientras que Rana y Blazquez (2014) reportan que los componentes quimicos del aceite
esencial de A. graveolens fueron a-felandreno (31,8 %), apiol 15,3 %), éter de eneldo (13,2 %),
limoneno (11,8 %), geraniol (10,6 %) y p-cimeno (5,3 %). Los hidrocarburos monoterpénicos
(50,9 %) constituyeron la mayor parte del aceite y el a-felandreno (31,8 %), el limoneno (11,0
%), el p-cimeno (5,3 %) y el a-pineno (1,2 %) fueron los compuestos principales. Se encontrd
que el apiol (15,3 %) y el éter de eneldo (13,2 %) contribuyen juntos con el 28,5 % del aceite.
Konoz y Abbasi (2017) al igual que los investigadores mencionados anteriormente indican que
los principales compuestos quimicos que se encontraron en el aceite volatil de eneldo fueron a-
Phellandrene (46,50 %), B-Phellandrene (12,05 %), O-cimeno (5,21 %), 3,6-dimetil-
2,3,3,a,4,5,7a-hexahidrobenzofurano (4,2 %), Apiol de eneldo (3,98 %), Timol (3,22 %) y
Germacreno D (3,13 %).

El andlisis del aceite esencial fue realizado utilizando un espectrometro de masas donde se
obtuvo la presencia de 35 componentes que representa el 98,9 % de la cantidad total. El
componente quimico mayoritario fue la carvona (55,2 %), limoneno (16,6 %), apiol de eneldo
(14,4 %), linalol (3,7 %), trans-dihidrocarvona (2,8 %), cis-dihidrocarvona (2,6 %), trans-
isocroweacina (0,8 %), y varios otros componentes en porcentajes menores (Singh et al., 2006).
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Figura 14.
Cromatografia del aceite esencial de Anethum graveolens
File DADATOS msd\ACEITES ESEMCIALES\ACT ESENCIALES 220430 TESIS
UTC ENELDOVTESIS UTC-EXTH ENELDO-220430.0
Operatar  : KP
Instrument :  GC-MSD KP
Acquired @ 30 Apr 2022 16:17  using AcqMethod ACEITES ESCENCIALES.M
Sample Name: TESIS UTC-EXTR ENELDO-220430
tMisc Info : ANALISIS DE COMPONENTES EN EL EXTRACTD DE ENELDO
T TIC: TESIS UTC-EXTR ENELDO-220430 ['dfata ms
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Nota: Se evidencia en la figura la cromatografia de los compuestos organicos del aceite esencial
de Anethum graveolens emitido por el Laboratorio Cientific Crown.

En la figura 14 se observa la cromatografia del aceite esencial de Anethum graveolens reportado
por el Laboratorio Cientific Crom, donde se exhibe una composicion quimica de 10 compuestos
quimicos organicos presentes en el extracto del aceite esencial de Anethum graveolens donde
los compuestos mayoritarios fueron el Estragol con 77,18 %pl/v; el Trans-Anetol con 8,73 %pl/v;
Alfa-Felandreno con 5,65 %p/v y L-Fenchona con 3,38 %pl/v.

Las presencias de los compuestos quimicos mencionados anteriormente dan la caracteristica al
eneldo, donde la capacidad antimicrobiana que presenta en los resultados de laboratorio,
corroboran la mencionada actividad, ademas de otorgarle el olor caracteristico y su uso en el
arte culinario como aderezo o en la industria alimentaria como un producto para la eliminacion

de ciertos hongos presentes en frutas y hortalizas.
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10.4.Capacidad antioxidante del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) mediante
ensayo FRAP y ABTS

Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante del aceite de eneldo (Anethum

graveolens) presentado en la tabla 9 se evidencia que para el ensayo ABTS se alcanzé un valor

de 270,14 umol ET/g y para el ensayo FRAP el valor fue de 240,01 umol Fe2+/g, de acuerdo

a Trujillo (2018), la capacidad antioxidante es la capacidad de retardar o prevenir la oxidacién

de moléculas bioldgicas como las proteinas, lipidos y &cidos nucleicos.

Tabla 9.
Resultados de la capacidad antioxidante

Ensayo Unidades Resultado
ABTS umol ET/g 270,14
FRAP pumol Fe2+/g 240,01

Nota: Resultados de la capacidad antioxidante del aceite de Anethum graveolens mediante
ensayos FRAP y ABTS. Fuente: Quevedo, M. (2022)

Para el ensayo ABTS, Shyu et al. (2009) manifiestan que los extractos etandlicos de las flores
de A. graveolens tienen una alta capacidad oxidante con un valor de 0,62 mmol TE/g de extracto
seco, donde se evidencia que el valor obtenido es extremadamente elevado de acuerdo al valor
obtenido.

Nguyen et al. (2020) indican que mediante el ensayo ABTS, los resultados mostraron que el
extracto etandlico de hojas (ELE) y el extracto acuoso de hojas (ALE) de A. graveolens fueron
efectivos en la eliminacion de radicales ABTS de una manera dependiente de la concentracion.
El ELE mostro actividad antioxidante con un valor de 51,17 £ 0,68 pg/ml mientras que ALE
ilustrd un valor de 87,43 + 3,07 png/ml. Los resultados de la investigacion en comparacion con
los anteriormente mencionados se encuentran muy elevados con 270,14 umol ET/g.

Selen, Islibir y Sagiroglu (2011) manifiestan que las propiedades antioxidantes de los extractos
en agua, etanol y acetona de las hoja de eneldo (A. graveolens) fueron evaluadas mediante
diferentes métodos antioxidantes, donde el método del tiocanato férrico, poder reductor,
captacion de radicales libres DPPH, captacion de perdxido de hidrogeno y actividad quelante
de iones ferrosos, llegando a obtener los mejores resultados para el extracto acuoso de la hoja
de A. graveolens mostrando un 79,66 % (a 1 mg/mL) para DPPH; 63 % (a 800 pug/mL) en el

efecto quelante de metales y 60 % (a 400 pg/mL) en captacion de peroxido de hidrégeno.
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Para el ensayo FRAP, Oshagi et al. (2016) manifiestan que obtuvieron como resultados un
rango entre 1,26 a 2,39 mM; mientras que Bahramikia y Yazdanparast (2008) obtienen 1,0
mM/mg en extracto crudo de la planta de A. graveolens

Gallego (2016) manifiesta que los compuestos polifendlicos presentes en los aceites esenciales
de las plantas ejercen efectos protectores para algunas enfermedades graves como el cancer y
las enfermedades cardiovasculares; ademas, tienen un papel crucial en la fisiopatologia
asociada a neoplasia, aterosclerosis y enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, los
efectos de los compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales de las plantas son muy

activos y eficientes contra varios tipos de cancer.

10.5.Capacidad antimicrobiana del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens)
Luego de realizar los analisis de la actividad antimicrobiana se observa en la tabla 10 los
resultados obtenidos.

Tabla 10.
Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de eneldo

] ) Aceite esencial
Microorganismo

(mg/L)
Salmonella enterica 2,0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2,0
Escherichia coli ATCC 25922 0,5
Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 0,5

Nota: Resultados de la actividad microbiana de A, graveolens. Fuente: Quevedo, M. (2022)

La tabla 10 indica los valores obtenidos luego de realizar el andlisis de la capacidad
antimicrobiana del aceite esencial de A. graveolens donde las cepas microbianas presentan
valores minimos que indican las propiedades antimicrobianas del aceite esencial. Se puede
evidenciar que el aceite de eneldo tuvo accion antimicrobiana efectiva para Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa a una dosis de 0,5 mg/L.

Castro et al. (2017) manifiesta que el aceite esencial de eneldo redujo notablemente el
crecimiento de Staphylococcus aureus en carne de trucha a partir del quinto dia, también resalta
que este aceite esencial puede ser utilizado como recubrimiento de alimentos debido a que actua
como una pelicula protectora, manteniendo la calidad; el aceite esencial de eneldo tiene la

capacidad de inhibir el crecimiento de S. aureus, coliformes y hongos, debido a la presencia de
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carvona, limoneno, dihidrocarvona, p-cymeno, a-felandreno y apiol que son sustancias con
actividad antimicrobiana.

Baananou et al. (2013) manifiestan que el extracto de A. graveolens mostré una actividad
antibacteriana contra las tres cepas probadas con una fuerte actividad antibacteriana contra E.
coli (5,6 mg/mL) y S. aureus (4 mg/mL) en comparacion con P. aeruginosa (16,5 mg/mL), esto
corrobora los resultados obtenidos y presentados en la tabla 10.

Bermudez et al., (2019) indica que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe
a la inhibicidn o interaccion de la mezcla de compuestos con maltiples blancos en la célula. Por
ejemplo, su propiedad hidrofobica, que resulta en la ruptura de la membrana lipidica de la
membrana celular, aumentando su permeabilidad, lo que ocasiona la pérdida del contenido

celular vital y su posterior muerte.

11. IMPACTQOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)
11.1.Técnicos

La presente investigacion presenta un impacto positivo porque al caracterizar la extraccién del
aceite esencial de eneldo mediante la extraccion de vapor se evidencid sus componentes
quimicos, que evidencian propiedades beneficiosas para la industria de alimentos, donde se
podré utilizar el aceite esencial en varios procesos agroindustriales relacionados a los procesos
alimentarios por sus capacidades antioxidantes y sus propiedades antimicrobianas, que

ayudaran a preservar los alimentos que sean recubiertos con el aceite esencial.

11.2.Sociales

Los proyectos relacionados con la extraccion de aceites esenciales propuesto por la carrera de
Ingeniera Agroindustrial de la Universidad Técnica de Cotopaxi de diferentes especies
vegetales afirma la vinculacion de la Universidad con el pueblo, a sabiendas que el eneldo por
su potencial agroindustrial beneficiara a los agricultores de las comunidades rurales del canton
Saquisili que se dediquen a su cultivo para el aprovechamiento de esta especie vegetal
promoviendo la cultura'y conocimiento ancestral e incentivando la adicion de un valor agregado

en la industrializacion de la misma.

11.3.Ambientales
El cuidado del medio ambiente es uno de los objetivos primordiales de nuestra sociedad debido

al abuso de agrotdxicos en los cultivos, emisiones de gases de invernadero, combustién de
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combustibles fosiles, etc., los procesos agroindustriales de extraccion de aceites esenciales
permite incentivar la explotacién de una especie vegetal que crece en los sectores rurales de
algunos cantones de la provincia de Cotopaxi donde se la considera una especie de arvense y
sin darle la importancia por sus caracteristicas beneficiosas, promoviendo la conservacion de

recursos naturales y su produccion sostenible.

11.4.Econdmicos

Los beneficios econdmicos de la extraccion del aceite esencial de eneldo seran de gran valia
para la poblacion que se dedique a su cultivo, generando ingresos por la produccion de materia
prima que serd til para la industria de alimentos, farmacéutica, cosmetoldgica en la provincia,

siendo los productores los mayormente beneficiarios.
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PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL

Recursos PROYECTO. -
Cantidad Unidad V. Urgtarlo Valor:$TotaI
Materiales
Asa de Digralsky 1 Unidad 7,75 7,75
Papel aluminio 10 Unidad 3,00 30,00
Papel traza 1 Unidad 6,50 6,50
Frascos de ambar 5 Unidad 1,00 5,00
SUBTOTAL 1 49,25
Material bibliografico y fotocopias
Carpetas 2 Unidad 0,75 1,50
Esferos 3 Unidad 0,40 1,20
Copias 250 Unidad 0,02 5,00
Impresiones 200 Unidad 0,05 10,00
Anillados 8 Unidad 5,00 40,00
Empastados 2 Unidad 35,00 70,00
SUBTOTAL 2 127,70
Gastos Varios
Internet 100 Horas 0,50 50,00
Transporte 16 Dias 1,20 19,20
Alimentacion 16 Dias 2,25 36,00
SUBTOTAL 3 105,20
Materia prima
Planta de eneldo | 11 | Unidad 2,50 27,50
SUBTOTAL 4 27,50
Analisis
Cromatografia de gases | 1 | Unidad 100,00 100,00
SUBTOTAL 5 100,00
Reactivos
Reactivo TPTZ (2,3,5-
Triphenyltetrazo(lium chloride) 1 g 13,50 13,50
Reactivo de ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 1 g 64,89 64,89
diammonium salt)
Sal de Mohr 5 g 10,0 50,00
Acido clorhidrico 100 mi 0,1 10,00
Trolox grado analitico 1 g 61,00 61,00
Carbonato de sodio 10 g 3,00 30,00
Etanol 99,8% 1000 ml 0,06 60,00
Acido Galico 10 g 3,00 30,00
Folling 4 mi 10,00 40,00
Tween 20 500 mL 1 ml 75,00 75,00
Acido sulfarico 5N 1 ml 15,00 15,00
Agar Mueller Hinton 500 g 0,39 195,00
Agua destilada 5 gal 2,50 12,50
SUBTOTAL 6 656,89
SUBTOTAL 1066,54
IMPREVISTOS (12%) 127,98
TOTAL 119452
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13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1. Conclusiones

En la extraccion de aceite esencial de eneldo (A. graveolens) se determinaron las
condiciones Optimas en una relacion de masa/disolvente de 1:5 utilizando 1 kg de materia
vegetal y 5 L de agua destilada por un lapso de tiempo de 120 min, obteniendo un
rendimiento promedio de 1,37 %, mientras que su deseabilidad con un valor de 0,996 %
relacionando varios factores como el tiempo, relacién masa/disolvente y metodologia de
extraccion de aceite esencial de eneldo.

Por medio de la metodologia de cromatografia de gases con detector selectivo de masas
(MSD), se determiné la composicién quimica del aceite esencial de Anethum graveolens,
donde se reportd la presencia mayoritaria de Estragol (77,18 %p/v), luego los compuestos:
Trans-Anetol (8,73 %p/v), Alfa-Felandreno (5,65 %p/v), L-Fenchona (3,38 %p/v), Beta-
Felandreno (1,44 %pl/v ), Alfa-Pineno (1,18 %p/v), Eucaliptol (1,04 %p/v), Limoneno (0,77
%p/v), Beta-Mirceno (0,39 %p/v); y, finalmente con el menor porcentaje el Beta-Pineno
(0,26 %plv).

Luego de realizar los analisis mediante los ensayos de FRAP Y ABTS se concluye que el
aceite esencial de eneldo presenta capacidad antioxidante alta con los siguientes resultados:
el ensayo FRAP tiene un valor de 270,14 umol Fez+/g, mientras que en el ensayo ABTS
presentd un valor de 240,01 umol ET/g.

La capacidad antimicrobiana del aceite esencial de eneldo (Anethum graveolens) sobre las
cepas microbianas cultivadas Salmonella entérica y Staphylococcus aureus ATTC25923,
presentaron mayor resistencia a la capacidad antimicrobiana del aceite esencial con valores
de 2,0 mgL™, mientras que Escherichia coli ATTC25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 39327, presentaron resultados favorables con valores de 0,5 mgL™, conociendo que
con un porcentaje de 5 %y 3 % se inhibe el crecimiento de las bacterias gram-positivas y

gram-negativas.

13.2. Recomendaciones

Se recomienda recolectar el material vegetal en etapa de floracion y secarlo completamente
para iniciar el proceso de extraccion del aceite esencial para obtener un buen porcentaje de
rendimiento.

Es necesario utilizar otras metodologias de extraccion de aceites esenciales para evaluar su

rendimiento de acuerdo a la cantidad de materia vegetal utilizada.
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Es importante realizar pruebas de la capacidad antimicrobiana de eneldo en otras cepas
bacterianas para conocer su efectividad y recomendar su uso en la industria de alimentos.

Por la gran biodiversidad de nuestro pais en especies vegetales y en base a los
conocimientos ancestrales y medicinales, es de gran importancia extraer aceites esenciales

de diferentes plantas para su futuro uso industrial.
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Anexo 5. Cromatogramas de la composicion quimica del aceite esencial de eneldo
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Anexo 6. Fotografias
Fotografia 1. Seleccion y picado del material vegetal de eneldo

\,
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Fotografia 3. Preparacion de reactivos para determinacion de antioxidantes

Fotografia 4: Pesado de reactivos para la metodologia de FRAP Y ABTS
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Fotografia 5. Reactivos para la determinacién de la capacidad antioxidante
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Fotografia 7. Siembra microbiolégica para la determinacion de la actividad

microbiana

Fotografia 8. Adecuacién del espacio para la siembra microbioldgica




Anexo 7. Aval del Traductor
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