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PARA SU CARACTERIZACION QUIMICA, ANTIOXIDANTE Y
MICROBIOLOGICA”.

AUTORAS: Gabriela Katherine Mena Ayala

Estefany Mishell Salas VVasconez

RESUMEN

El presente trabajo se realizd con el objetivo de caracterizar el aceite esencial del sunfo
(Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze) y el rendimiento del aceite esencial; con el empleo del
software Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.), se establecié un modelo
matematico de superficie respuesta, donde se obtuvieron 17 corridas experimentales con las
variables operativas de tiempo (60, 105 y 150 min) y relacion material vegetal/ agua destilada
(1:3, 1:4, 1:5). La temperatura del proceso se mantuvo constante en funcién a la ebullicion del
agua, el aceite esencial fue separado con un equipo con trampa de Clevenger, luego se dej6
reposar con 2 g de Na>SOs por media hora, después se decantd y filtro la muestra,
posteriormente se envasé en frascos ambar de vidrio. Las mejores condiciones de extraccion
del aceite esencial fueron a un tiempo de 150 min y relacion vegetal/ agua destilada 1:5, donde
se obtuvo un rendimiento experimental de 1,5291 %. En la cromatografia de gases con detector
de masas, se encontr6 23 compuestos, siendo la pulegona (44,31%), mentona (22,05%) y timol
(14,39%) los compuestos mayoritarios. En la capacidad antioxidante se obtuvo 190,54 pmol
Fe?+/g en FRAP y 289,84 pmol ET /g ABTS. La capacidad antimicrobiana se realiz6 a través
de la concentracion minima inhibitoria, donde el aceite esencial mostrd efectividad frente a la
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella entérica.

Palabras claves: Arrastre de vapor, corridas experimentales, trampa de Clevenger,
rendimiento, capacidad antioxidante, actividad antimicrobiana.
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Title: “EXTRACTION OF SUNFO ESSENTIAL OIL (CLINOPODIUM NUBIGENUM
KUNTH KUNTZE) BY THE STEAM ENTRAINMENT METHOD, FOR ITS
CHEMICAL, ANTIOXIDANT AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION”,

AUTORAS: Mena Ayala Gabriela Katherine
Salas Vasconez Estefany Mishell

ABSTRACT

The present work was carried out with the objective of characterizing sunfo essential oil
(Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze), and essential yield oil; Using Expert Design 8.0.6
software (Stad-Ease Inc., Minneapolis, USA), a mathematical model was established of surface
response, where 17 experimental runs were obtained with operating variables of time (60, 105
and 150 min) and plant material/distilled water ratio (1:3, 1:4, 1:5). The process temperature
was kept constant in function of water boiling, the essential oil was separated with a Clevenger
trap equipment, then it was left to stand with 2 g of Na2SO4 for thirty minutes, and later the
sample was decanted and filtered, subsequently It was packed in amber glass bottles. The best
conditions of essential oil extraction were at a time of 150 min and a vegetable/distilled water
ratio of 1:5, where an experimental yield was obtained of 1.5291%. In gas chromatography with
mass detector, 23 compounds were found being pulegone (44.31%), menthone (22.05%) and
thymol (14.39%) the main components. At antioxidant capacity were obtained 190.54 pmol
Fe2+/g in FRAP and 289.84 umol ET /g ABTS. The antimicrobial capacity was made through
minimum inhibitory concentration where the essential oil showed effectiveness against
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella enterica.

Keywords: Steam entrainment, experimental runs, Clevenger trap, performance, antioxidant
capacity, antimicrobial activity.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La humanidad desde tiempos inmemorables, han mantenido un vinculo con los recursos
naturales. A nivel mundial, la medicina tradicional continta constituyendo un eje fundamental
de la prestacion de servicios de salud, principalmente en los paises en desarrollo y paises donde

predomina el uso de la medicina convencional.

El Ecuador es mundialmente conocido por su diversidad de plantas que posee por metro
cuadrado. En los ultimos afios en todo el mundo, las plantas han sido investigadas por sus
propiedades medicinales, en virtud de su eficiencia farmacolégica, pocos efectos secundarios y
bajo costo. Las especies vegetales tienen compuestos quimicos que las protegen contra

infecciones microbianas o infestaciones por plagas y tienen actividades terapéuticas.

El sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze), es una planta perenne caracteristica
de los paramos de la Sierra Andina, es usada con la finalidad de regular la temperatura corporal
y aliviar ciertas enfermedades. Tiene un gran potencial industrial debido a sus principios activos
como alcaloides, almidon, taninos, flavonoides, aceites esenciales, triterpenos y esteroides. Los
antioxidantes evitan la oxidacion y alarga la vida util del producto. En el mercado nacional, los
aceites esenciales de sunfo son dificiles de encontrar por el uso limitado (Fonseca, 2016). Es
primordial impulsar la extraccion de aceites esenciales de plantas aromaticas del medio para su

aprovechamiento.

El presente estudio tiene como proposito extraer y caracterizar el aceite esencial de
sunfo, por el método de arrastre de vapor, con la finalidad de estandarizar el proceso, demostrar
las propiedades, beneficios y ser una base para futuras investigaciones, dando nuevas

alternativas a la industria para satisfacer las necesidades de la sociedad.

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

lo cual no se realizan pasos de separacion posteriores.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

3.1. Beneficiarios directos:

Seran las personas que cosechan la planta de sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth
Kuntze) con el proposito de comercializarla, ademas las empresas que comercializan los aceites
esenciales como son Ecoquator y Green Harmonv.

3.2. Beneficiarios indirectos:

La sociedad al conocer el potencial del aceite esencial de sunfo (Clinopodium
nubigenum Kunth Kuntze), podran desarrollar subproductos en funcién al aceite esencial;
disponiendo de un producto més natural para su uso.



4. PROBLEMA

El Ecuador es un pais rico en biodiversidad, el cual ofrece una variedad de plantas
medicinales, sin embargo, no se logra potencializarlas en algunas provincias, lo cual ha limitado
el aprovechamiento de las bondades que ofrecen las plantas en su composicion quimica.
Cotopaxi al ser considerada zona agricola, posee condiciones climéticas 6ptimas para el cultivo
de plantas medicinales, no visualiza las oportunidades comerciales que se logren generar con
el producto para el desarrollo industrial, a causa de que su vision esta encaminada a la
agricultura y comercializacion de productos primarios sin realizar transformacion alguna que

brinde valor agregado a los consumidores.

El sunfo es desconocido en el mercado, sin embargo, las comunidades lo aprovechan de
manera tradicional en infusiones. En el mercado nacional, los aceites esenciales de sunfo son
dificiles de encontrar, por el uso limitado de técnicas de extraccion y desconocimiento de sus
bondades. La falta de implementacion de tecnologias que permitan simplificar, optimizar y
mejorar la calidad de los procesos en la industria ha dificultado el avance tecnoldgico para
transmitir un aporte técnico y cientifico, para posteriores investigaciones en el campo de las
esencias aromaticas. Los aceites esenciales de han demostrado una capacidad antimicrobiana
contra bacterias gram positivas y gram negativas al ser adicionados en carnes, pescado, lacteos,
entre otros; los terpenos son aprovechados como insumos en la produccion de productos
agroindustriales para dar aroma y fragancia a los licores, aromatizantes de panela, confites,

desinfectantes, etc.

El estilo de vida actual puede conducir a habitos alimentarios
inadecuados, como el consumo de alimentos de baja calidad nutricional y capacidad
antioxidante. Esto ha provocado graves problemas de salud en las personas, como la obesidad
y diversas enfermedades cronico-degenerativas (cancer, la diabetes mellitus y las enfermedades
cardiovasculares, entre otras) como consecuencia del estrés oxidativo en las células. Los
antioxidantes son metabolitos secundarios que interactian con los radicales libres y los
neutralizan, pueden prevenir o retardar el dafio a las células cediendo un electron de su

estructura, protegiendo el cuerpo humano de diferentes padecimientos.

Hoy en dia ha surgido la necesidad de buscar alternativas de conservacion, esto debido
a que se ha asociado el consumo de conservantes quimicos con intoxicaciones. La demanda de
productos frescos minimamente tratados esta aumentando, asi como el interés por los agentes

antimicrobianos de origen natural, por esto en la actualidad se busca la combinacién de dos o



mas factores que interaccionen aditiva o sinérgicamente controlando a la poblacion microbiana,

permitiendo con esto productos semejantes al producto fresco, pero con menos aditivos.

De esta manera se pretende que la sociedad se beneficie del aceite esencial de sunfo,

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



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:
Extraer el aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze) por el método de

arrastre de vapor, para su caracterizacion quimica, antioxidante y microbiolodgica.

5.2. Objetivos especificos

e Optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial de sunfo (Clinopodium
nubigenum Kunth Kuntze) en funcion al rendimiento.

e Determinar los compuestos volatiles del aceite esencial de sunfo mediante el método de
cromatografia de gases acoplado a un detector espectrometro de masa.

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

e Establecer la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de sunfo, por medio de la

metodologia de concentracién minima inhibitoria.



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

PLANTEADOS

Tabla 1

Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados

Objetivos

Actividad (Tareas)

Resultados de la
Actividad

Medio de
verificacion

Optimizar el proceso
de extraccion del
aceite esencial de
sunfo (Clinopodium
nubigenum Kunth
Kuntze) en funcion al
rendimiento.

Determinar los
compuestos volatiles
del aceite esencial de
sunfo mediante el
método de
cromatografia de
gases acoplado a un
detector
espectrometro de
masa.

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

Establecer la
capacidad
antimicrobiana del
aceite esencial de
sunfo, por medio de
la metodologia de
concentracion
minima inhibitoria.

Objetivo 1

Recoleccion y seleccion de las
muestras.

Secado de la planta.
Extraccion del aceite esencial
del sunfo, por arrastre de
vapor.

Calcular el rendimiento.

Objetivo 2

Cuantificar los compuestos
volatiles presente en el aceite
esencial mediante
cromatografia de gases
acoplado a un detector
espectrometro de masa.
Analizar e interpretar los
resultados obtenidos.

Objetivo 3

Determinacién experimental
de la capacidad antioxidante
del aceite esencial.

Objetivo 4
Realizar los ensayos
experimentales de las
concentraciones minimas
inhibitorias (CMI), por el
método de dilucion en tubos.
Practica de cepas.
Identificacion de la capacidad
antimicrobiana presente en el
aceite esencial.

Aceite esencial.

Rendimiento del

aceite esencial de
sunfo.

Valores obtenidos de

la cuantificacion de
los compuestos
volatiles.
Identificacion e
interpretacion de los
compuestos
organicos.

Datos expresados de
la capacidad
antioxidante del
aceite esencial.
Interpretacion de los
resultados.

Comprobacion de la
capacidad
antimicrobiana del
aceite esencial de
sunfo.

Informacién en la
tabla 7.

Informacién en la
tabla 9.

Informacién en la
tabla 10.

Informacién en la
tabla 11.

Elaborado por: Autoras (Mena & Salas; 2022)



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1. Antecedentes

Sevillano, et. al, (2019) evaluaron el efecto de la densidad de carga, flujo de vapory la
condicion de la materia prima en el rendimiento del aceite esencial de Romero, extraido por
arrastre de vapor. En la primera etapa trabajaron con la metodologia Taguchi con un arreglo
ortogonal L4 (23) a 3 niveles; con 2 flujos de vapor (4 kg/h y 6 kg/h), estados de materia prima
(seca y fresca) y densidades de carga (1 kg y 3 kg). En la segunda etapa de optimizacion
utilizaron el MSR con un disefio compuesto central rotable (DCCR), la misma que emplearon
para evaluar el efecto de las variables. EI mayor rendimiento de aceite esencial se obtuvo de la
planta seca, densidad de carga 1 kg y flujo de vapor de agua 5 kg/h, dandoles 2,66% de

rendimiento.

Castro y su grupo de investigacion (2019) determinaron el rendimiento (R), gravedad
especifica (GE), indice de refraccion (IR), actividad antioxidante (AA) y composicion quimica
de aceite esencial de huacatay, poleo, romero y sachaculantro. Usaron el analisis de varianza
de efectos fijos con tres repeticiones y anélisis de clister. Con el método del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y sus componentes mas abundantes fueron identificados con
cromatografia GC/MS para la actividad antioxidante. Entre los componentes volatiles mas
abundantes se identificO 1-adamantanol (44,42%) en huacatay, —felandreno (20,85%) en
poleo, p—mirceno (34,59%) en romero y a—pineno (23,41%) en sachaculantro. Concluyeron que
el lugar geogréfico si afecta significativamente las propiedades fisicoquimicas de los aceites

esenciales.

Briones y Guerrero (2019) extrajeron aceites esenciales de palo santo y mandarina por
el método de arrastre de vapor, realizaron el disefio, construccion y experimentacion de un
equipo a escala banco, implementando calculos y fundamentos ingenieriles obtenidos de
diferentes fuentes bibliograficas. El palo santo presento un rendimiento del 2,7985% y de
4,3425%, y la céascara de mandarina 0,0816%, lo cual indico un resultado muy bajo en
comparacion al palo santo; cuando compararon con otras investigaciones el aceite de mandarina

obtuvo un mayor rendimiento.

Vega (2019) determind la actividad antimicrobiana frente a Streptococcus pneumoniae,
con sensibilidad limite segln la escala de Duraffourd, de los aceites esenciales de Schinus molle,
Senecio calvus y Clinopodium pulchellum, la concentracion minima inhibitoria de los aceites

esenciales obtenidos por destilacién por arrastre de vapor de agua fue de: 100% (\V/V) Schinus



molle, 75%(V/V) Senecio calvus, 50%(V/V) Clinopodium pulchellum y obtenidos por
hidrodestilacién fueron de: 100%(V/V) para Schinus molle, 50%(V/V) para Senecio calvus y
50%(V/V) para Clinopodium pulchellum, frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

Noriega, et. al, (2018) evaluaron el aceite esencial de hojas y flores de sunfo, destilaron
al vapor y analizaron por cromatografia de GC/MS para determinar su composicion quimica,
entre ellos se encontraron acetato de carvacrol, carvacrol, pulegona y timol. Evaluaron la
actividad antioxidante. La especie mostro un potencial medicinal, una actividad antibacteriana
significativa en diferentes concentraciones contra Staphylococcus aureus (2,5% V/v),
Streptococcus pyogenes (0,6% v/v), Streptococcus pneumoniae (0,6% v/v) y Streptococcus
mutans (0,6% v/v), es una interesante alternativa natural contra las bacterias que generan

resistencia a otros antibiéticos.
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7.2. Fundamentacion tedrica

7.2.1. Sunfo (Clinopodium nubigenum Kuntze)

Es una planta endémica de Costa Rica, Panama, Venezuela, Colombia, Per( y Ecuador,
habita el paramo y montafias de la cordillera. En Ecuador se distribuye en la region sierra en las
provincias de: Loja, Azuay, Cafar, Chimborazo, Bolivar, Tungurahua, Cotopaxi, Pichincha,
Imbabura y Carchi (Chacha, 2019). En las comunidades del paramo andino, el sunfo lo han

utilizado como medicina natural, para tratar ciertos malestares que acontecen al ser humano.
7.2.2. Caracterizacion taxonomica del sunfo

Pertenece a la familia Lamiacea, que incluye mas de 3 500 especies vegetales, con 200
géneros aproximadamente, englobando hierbas perennes, sub arbustos y raramente arboles o
trepadoras; las plantas de esta familia, poseen un alto contenido de aceites esenciales en todos

sus organos (lllescas & Lovato, 2020).
7.2.3. Clasificacion taxonomica

Tabla 2

Taxondmica del sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunt) Kuntze)

Taxonomia
Reino Plantae
Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden Asternae Takht
Orden Lamiales Bromhead
Familia Lamiaceae Martinov
Tribu Mentheae
Género Clinopodium L.
Especie C. nubigenum
Nombre cientifico Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

Elaborado por: (Coral, 2018)
7.2.4. Descripcion botanica

El sunfo es una planta aromatica vascular perenne rastrera, alcanza 15 cm como altura
maxima, caracterizada por su gran intensidad de aroma. Su raiz es pivotante y fibrosa. Presenta
un tallo de forma cuadrangular ramificado, de color café rojizo, cubierto de tricomas y
vellosidades de color blanco (Bravo & Zavala, 2020). Presenta hojas de forma oval lanceoladas
simple y opuesta, base ligeramente truncada, suelen medir de largo hasta 4 mm, acumuladas en

los tallos. Sus flores son zigomorfas y labiadas, miden de 3 a 5 mm, con 5 sépalos de color
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verde, 5 pétalos de color lila muy claro, con un color oscuro del centro. Su fruto es seco

indehiscente y tetraquenio (Ginocchio & Pérez, 2019).
7.2.5. Principios activos del sunfo

Las proporciones de los componentes quimicos de la planta estaran ligador directamente
a factores climaticos y ecoldgicos. El sunfillo posee en cantidad abundante de taninos,
flavonoides, aceites esenciales, triterpenos y esteroides (Castillo, 2020).

7.2.6. Propiedades Medicinales

Para la poblacion indigena que habita en los pAramos andinos constituye un gran recurso
de medicina tradicional el sunfo, debido a que es una planta alelopatica con propiedades
peculiares, capaz de combatir problemas estomacales, malestares, dolores musculares,
enfermedades respiratorias, ademéas es un potente antinflamatorio, fortificante del sistema
inmunoldgico, regula la temperatura corporal (Coral, 2018). Ademas, es consumida como

energizante por los pobladores, para su desempefio en el sector agricola.
7.2.7. Aceite esencial

Los aceites esenciales, son liquidos hidrofébicos concentrados, fragantes y volatiles
extraidos de las plantas, su composicion quimica depende, de la especie vegetal: su procedencia,
condiciones geobotanicas y agricolas del cultivo (D'Armas, et al., 2017). El aceite esencial ha
despertado el interés de la industria, por su actividad antimicrobiana contra diferentes tipos de
bacterias y hongos, citostatica e insecticida, también se usan como flavores alimenticios, como
aditivos naturales en alimentos. Las propiedades antioxidantes son otorgadas por los

compuestos fendlicos (Castro, et. al, 2019).

Los aceites esenciales han evidenciado poseer propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicoticas. De igual
manera, mejoran la conversion alimenticia y la palatabilidad de los alimentos, estimulando las

enzimas digestivas (Montero, et. al, 2017).
7.2.7.1. Caracterizacion de los aceites esenciales
e Evaluacién sensorial

Se lleva a cabo mediante catadores, los cuales toman en cuenta el olor, color, apariencia y
textura del aceite, son pieza clave al momento de elegir un aceite esencial (Logrofio &
Lozano, 2019).
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e Caracteristicas fisicas

- Densidad: Es la masa de una sustancia dividida entre su volumen, en los aceites
volatiles, varia entre 0.84 y 1.2. Los que son mas ligeros en agua (densidades menores
a 0.9 g/cm3) (Morocco, 2017).

- Viscosidad: Resistencia a la deformacion del fluido.

- Indice de Refraccion: Determina la reduccion de la velocidad de la luz al propagarse
por un medio homogéneo y es una propiedad especifica de cada interfase y varia con la
temperatura y con la longitud de onda de la luz considerada (Morocco, 2017).

e Caracteristicas quimicas
- pH

- Indice de acidez: Manifiesta el grado de acidez y expresa el nimero de mg de hidroxido

potasico necesarios para neutralizar el &cido contenido en un gramo de aceite.

- Indice de éster: Determina la cantidad de ésteres en una muestra y expresa los mg de
hidréxido potésico necesarios para saponificar los ésteres contenidos en un gramo de

aceite esencial.
- Indice de saponificacion: Es la suma del indice de acidez y el indice de éster.

- Composicion Porcentual: Puede ser de interés donde la calidad de un aceite se define

por el contenido de algunos de sus compuestos (Siancas, 2021).

e Determinacion de componentes aromaticos

- Cromatografia de gases a espectrometria de masas (GC-MS)

Es una técnica econdmica, ampliamente utilizada para el analisis cualitativo y cuantitativo de
una gran variedad de muestras. La separacion se lleva a cabo cuando los componentes de la
muestra se volatilizan reparten entre la fase movil (gas inerte), y la fase estacionaria (s6lido o

liquido) retenidos en una columna (Fukalova & Abalco, 2020).
7.2.8. Accion antimicrobiana

A medida que aumenta la resistencia a los patdgenos, ha suscitado un gran interés en
estudios de los fenoles y mono terpenos que poseen los aceites esenciales, debido a su capacidad
que posee para interactuar directamente con el citoplasma de los patdgenos o por su
hidrofobicidad, pueden incorporarse a los lipidos de la membrana celular bacteriana, en donde

ocurre una fuga de iones y otros compuestos del microorganismo. Los efectos antimicrobianos
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de los aceites esenciales estan relacionados con su composicion y efectos citotdxicos, que

provocan el deterioro de la membrana celular (Carhuallanqui, et. al, 2020).
7.2.8.1. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Es la concentracion minima capaz de inhibir el desarrollo de organismos microscopicos,
puesto que a menor CMI mayor susceptibilidad del microorganismo (Montero, 2021). Es una
prueba cuantitativa, que puede llevarse a cabo en agar o en medio liquido, a través de soluciones
en caldo, a diversas concentraciones del agente antibiotico el cual es inoculado (Asun, 2019).
Algunos estudios, han corroborado la efectividad del aceite esencial frente a patdgenos
comunes en la industria alimentaria, dentro de los cuales se encuentran: E.
coli, Salmonella typhimurium, S. aureus, Campylobacter, Enterococcus fecalis, Vibrio

parahemolyticus, Listeria monocytogenes, entre otros (Argote, et. al, 2017).
7.2.9. Métodos convencionales de extraccidn de aceite

Los aceites esenciales se extraen de los tejidos de las plantas a través de diferentes
procedimientos fisicos y quimicos. No solo la idoneidad cuantitativa del proceso depende del
método elegido, sino también de la composicidn del producto obtenido, de este factor dependera
la calidad y del posible uso (Villada, 2019).

7.2.9.1. Destilacion por arrastre de vapor

Es el método més usado por sus bajos costos y a la variedad de solventes que se pueden
emplear (agua, etanol, metanol, éter,); volatilizando los compuestos activos de la planta en el
vapor; el proceso dura un amplio intervalo de tiempo. El agua como disolvente debe de ser de
100 °C (Castillo, 2020).

7.2.9.2. Extraccion con solventes organicos:
Se debe obtener la droga cruda de la planta para un mejor contacto con el solvente.
7.2.9.3. Maceracion:

Se utiliza grasas naturales con puntos de ablandamiento (40 °C). Se unta la grasa en bandejas y
sobre ella se coloca el material floral o vegetal, la grasa saturada esta llena de aroma, se lava

con alcohol de perfumeria y se destila (Villada, 2019).
7.2.10. Uso agroindustrial del aceite esencial

Son empleados como aditivos naturales (saborizantes, colorantes, antioxidantes o

conservantes) para potenciar el sabor de todo tipo de bebidas, helados, galletas, golosinas
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productos lacteos, etc; para aromatizar productos como caramelos, chocolates y en la
preparacion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, en refrescos y helados (Amaya &
Sandoval, 2020).

7.2.11. Antioxidantes

Comunmente denominados como carrofieros de radicales libres. Son moléculas que
interactban con los radicales libres, para prevenir o retrasar dafios a las células. La oxidacion
celular propicia el envejecimiento prematuro y una serie de enfermedades (cardiovasculares,

degenerativas, Alzheimer, Parkinson, cancer, entre otras) (Bernacer, 2022).

Los antioxidantes pueden se clasifican en antioxidantes enddgenos (son biosintetizados

por el propio organismo) y antioxidantes exdgenos (vitamina C, E, A, etc.) (Tovar, 2018).
7.2.12. Rendimiento

El contenido del aceite esencial se incrementa cuando el rocio se elimina de la planta. En
generalidad las plantas comprenden del 0.01% al 10% de contenido de aceite esencial,
correspondiendo del 1% al 2% en cantidad media de las plantas aromaticas. Dependiendo del

tipo de unto se pueden preservar de 2 a 5 afios (Sarmiento & Romero, 2017).


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044030&version=Patient&language=Spanish
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7.3. Marco conceptual

- Antioxidante: sustancia que permite prevenir o retrasar la oxidacion de otras moléculas.

- Antimicrobiano: Sustancia que destruye microorganismos, tales como las bacterias o el
moho, o les impide crecer y causar enfermedad.

- Fenol: solido incoloro a blanco cuando ocurre en forma pura. La preparacion comercial es
un liquido que se evapora mas lentamente que el agua. El fenol tiene un olor
repugnantemente dulce y alquitranado caracteristico.

- Flavor: Sabor.

- Liquidos hidrofébicos: sustancias que son repelidas por el agua o que no se pueden
mezclar con ella.

- Lixiviacion: Extraccion de la materia soluble de una mezcla mediante la accion de un
disolvente liquido.

- Perenne: es incesante, continuo, que no muere.

- Pivotante: Que se hunde verticalmente en la tierra, como una prolongacion del tronco.

- Volatilizar: Hacer pasar un cuerpo del estado solido o liquido al gaseoso.

- Unto: Sustancia de consistencia grasa y pegajosa que se usa para untar; en especial la que
se emplea con fines terapéuticos o la que se emplea como sustancia alimenticia.

- Zigomorfas: Que tiene simetria bilateral, es decir, un solo plano de simetria.
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8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
8.1. Hipotesis nula

Ho: EIl tiempo y la relacién de materia vegetal no influye en la extraccion del aceite
esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze) por el método de arrastre de vapor.
8.2. Hipdtesis alternativa

H1: El tiempo y la relacion de materia vegetal influye en la extraccion del aceite esencial

de sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze) por el método de arrastre de vapor.
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9. METODOLOGIA / DISENO EXPERIMENTAL

Los tipos de investigacion, técnicas y materiales empleados en las diferentes etapas

experimentales, que se realizaron en el laboratorio, son detallados a continuacion:
9.1. Tipos de investigacion
9.1.1. Investigacion cuantitativa

Trata con fendmenos que se pueden medir a través de técnicas estadisticas para el
analisis de los datos recogidos, describiendo, explicando, prediciendo y controlando el objetivo
de sus causas y ocurrencias a partir del desvelamiento de las mismas, fundamentando sus
conclusiones sobre el uso riguroso de la métrica o cuantificacion, de la recoleccidon de sus
resultados como de su procesamiento, analisis e interpretacion, a través del método hipotético-
deductivo (Sanchez, 2019).

Se utilizd porque tiene un largo alcance con la finalidad de explorar las cusas del
problema, recopilar y analizar los datos de las variables (dependiente e independiente), con el
uso de herramienta informatica, estadistica y matematica para obtener resultados. Nos ayudo a

dar solucion a las hipotesis.
9.1.2. Investigacion descriptiva

Se efectla cuando se desea describir, en todos sus componentes principales en una realidad
(Guevara, et. al, 2020).

Se emple6 con la finalidad de analizar, describir y explicar la relacion existente entre

las variables, para obtener resultados significativos que puedan contribuir al conocimiento.
9.1.3. Investigacion experimental

Ayuda a manejar los conceptos basicos de experimentacion cientifica, considerar la
importancia de la observacion directa de los fendbmenos fisicos o quimicos, adquirir destreza en
la manipulacion y montaje de equipos especializados, revelar, analizar, validar e interpretar los

datos obtenidos experimentalmente; igualmente a sacar conclusiones (Garcia, et. al, 2018).

Se la uso con el propdsito de someter el aceite esencial de sunfo a determinadas
condiciones, manipulando la variable independiente, para observar los efectos o reacciones que

se producen en la variable dependiente, establecer la causa y el efecto del fendbmeno.
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9.2. Técnicas

Nos permitid obtener datos e informacion, organizando las diversas etapas de la
investigacion, desde la recoleccion de datos hasta su analisis e interpretacion. Facilita el control
de la cantidad y la calidad de la informacidn obtenida a lo largo de la investigacion. Constituye
una guia sobre la validez de la hip6tesis de la investigacion.

9.2.1.1. Observacion:

Es el principio del entendimiento del mundo y de la actividad cientifica; siendo de ese modo la
contradiccion entre el observador y el objeto percibido, se centra en el entendimiento de lo
observado, variando el nivel de atencion (LOpez, et. al, 2019).

Es una técnica cualitativa, se la aplico en las diversas etapas del proceso de investigacion, desde
la formulaciéon del problema hasta la verificacion de la hipétesis y la elaboracion de las

conclusiones.
Instrumentos para registrar la investigacion

9.3. Materiales y equipos
9.3.1. Materiales de Laboratorio

- Asas de Didrasky

- Balones aforados vidrio 5 mL

- Balones aforados 10 mL

- Bureta de vidrio de 1000 mL

- Cajas Petri

- Gradillas

- Matraz con trampa de Clevenger

- Matraz Erlenmeyer de vidrio 500mL
- Pipeta volumétrica de vidrio 10 mL
- Pinzas

- Papel filtro

- Tubos de ensayo 10 mL

- Varilla de agitacion

- Vasos de precipitacion (250mL)

9.3.2. Equipos
- Balanza Analitica (0,0001g)


https://concepto.de/dato/
https://concepto.de/analisis-3/
https://concepto.de/hipotesis/
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Cromatografo de gases con espectrometria de masas (GC-MS) en un equipo Agilent
Technologies 5975 inert XL MSD with Triple-Axis Detector.

Espectrofotometro GENESY'S 20 Modelo 4001/4j

Extractor de aceite esencial por arrastre de vapor (Lanphan Ltd., China)

Incubador Biocell modelos M345

Micropipeta automatica 100-1000ul Microlit.

9.3.3. Reactivos

Agua destilada

Agua peptonada

Agar nutritivo

Agar Mueller-Hinton

Acetato de sodio

Acido acético

Acido clorhidrico

Acido galico

Cloruro Férrico

Carbonato de sodio

Escherichia coli ATTC25922

Etanol 99.8%

Pseudomonas aeruginosa ATTC39327
TPTZ (2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride)
ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt)
Salmonella entérica U822s

Staphylococcus aureus ATTC25923

Sal de Mohr

Sulfato de sodio

9.3.4. Materia prima

Planta de sunfo (flores, hojas, tallo y raiz)
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9.4. Descripcion del método de elaboracion
9.4.1. Recoleccion

La planta de sunfo fue recolectada en la provincia de Cotopaxi en el canton de
Latacunga, parroquia Ignacio Flores, en las primeras horas del dia, teniendo en cuenta que el
rocio ya no esté en la planta y la floracién de la misma; con la ayuda de una tijera de podar, se
recortaron los tallos en mejores condiciones que se visualizé y se las guardd en un costal de

fibra natural para evitar maltratarla al momento de transportarla.
9.4.2. Seleccion y limpieza de la materia prima

Se inspecciond la planta y se descartd las que no presentaron buen aspecto (manchas,
resquebrajadura, hongos, paréasitos, entre otros). Con una solucion acuosa de hipoclorito de
sodio al 0,1% se limpio las impurezas presentes en el sunfo, finalmente se enjaguo con agua

destilada y se procedio a secarla.
9.4.3. Extraccidn del aceite esencial del sunfo por arrastre de vapor

La planta de sunfo fue colocada dentro del equipo de arrastre de vapor conjuntamente
con el agua destilada, al calentarse la caldera se evapora el agua y el aceite volatil, que se
condensa en el refrigerador, recogiéndose con el agua en el colector (el tiempo de extraccion
inicia cuando cae la primera gota de la mezcla agua-aceite), de la cual para separarlo se afiadid
2 g sulfato de sodio por media hora por diferencia de densidad se lo aisla. Se los envasa en

frascos ambar y fueron almacenados a 4°C.

Se extrajo el aceite esencial a una temperatura constante de 100 °C en diferentes condiciones
de tiempo (60, 105 y 150 minutos) y relacion material vegetal/agua destilada (1:3, 1:4 y 1:5).

Para cada corrida experimental se utilizo la relacion 1/1 entre el material vegetal y el disolvente.
9.4.4. Rendimiento

Se obtuvo a través de un analisis de laboratorio, para lo cual se analiz6 la muestra
conseguida por el arrastre de vapor para saber que cantidad de aceite esencial de sunfo se obtuvo
en relacién al peso total de la planta. El rendimiento fue calculado mediante la ecuacion, y se
evidencié a modo de proporcién del aceite extraido (Pantoja, et. al, 2017).

(Peso del aceite esencial)

%Rendimiento = (Peso de hojas) x100 (Ecuacion 1)
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9.4.5. Determinacion de la composicién quimica del aceite esencial de sunfo
9.4.5.1. Cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS)

La composicién quimica de los aceites esenciales se determind con la cromatografia GC-MS,
debido a que es una técnica analitica con la capacidad de separacion, identificacion y

cuantificacién de mezclas de sustancias volatiles y semivolatiles (Jami & Jaramillo, 2019).

Se inyecto 1,0 uL del aceite esencial del sunfo diluido en n-hexano, empleando 1,2 ml/min de
helio en calidad de transportador a flujo constante. Se relaciono los indices de retencion (Kovats
indices-1K), espectro de masa con datos publicados en literatura y con espectro de masa de
libreria de la computadora para la caracterizacion de los componentes (Ponce, 2019).

9.4.6. Determinacion de la capacidad antioxidante reductora de hierro del aceite esencial.
9.4.6.1. Ensayo Frap

Los ensayos efectuados en el laboratorio de la institucidn, se realizaron de acuerdo a la
metodologia de Benzie y Strain (1996) y modificada por Zou y su equipo de trabajo (Lopez,
2017).

La solucion de FRAP estuvo conformada por 3 componentes en una relacion 10:1:1 v/viv

respectivamente (Leon, 2022).

a) Solucion buffer de &cido acético-acetato de sodio 300 mM, con pH de 3.6 a 4. Para este

estudio el pH de la solucidn se ajust6 a 3.85
b) Solucion de cloruro férrico 20 Mm

c) Solucion de TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina) 10 mM disuelto en &cido clorhidrico 40
mM La solucion fue calentada a 37 °C durante 10min. En la curva de calibracion, se usaron
diluciones de Trolox a concentraciones de 25, 50, 100, 200, 400 mEg/L, ademas se prepar6 un

blanco. Cada muestra fue trabajada por triplicado (Lopez, 2017).

Se colocé 20 pL de muestra o patrén y 600 pL de la dilucion a, b y c. Durante 30 minutos se
incubd a temperatura ambiente en la oscuridad. Posteriormente, se tom6 una alicuota de 100
pL de cada tubo y se transfirio a un pocillo de microplaca. La absorbancia fue analizada a una
longitud de onda de 593 nm (Leon, 2022).

9.4.6.2. Método de ABTS
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La técnica se fundamento en la cuantificacion de la decoloracion del radical causada por la
presencia de donantes de hidrdégeno o de electrones procedentes de los compuestos fendlicos
(Palacios, 2018).

Se empleo 100 pL de la muestra y 1 mL de la solucion del radical ABTS+; seguidamente se
disolvié en buffer acido acético-acetato de sodio (pH 5) para alcanzar una absorbancia alrededor
de 0,7 nm. Las mediciones fueron realizadas a una longitud de onda de 734 nm a los 3 min de
reaccion. a temperatura ambiente. Se usé un lector multi-modal Cytation 3 Los resultados se
expresaron mediante la construccion de una curva patrén usando como antioxidante trolox (0-
200 umol/L) (Rioja, et. al, 2018).

La solucion del radical ABTS+ se obtuvo mezclando 5 ml de solucion ABTS 7 [mM] con 88
uL de solucion de persulfato de potasio 140 [mM] (Rioja, et. al, 2018).

9.4.7. Determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite

Se corroboro la actividad antimicrobiana del aceite esencial de sunfo en cepas
bacterianas. Los microorganismos empleados pertenecen a la coleccion de la Universidad
Técnica de Cotopaxi: Salmonella entérica U822s, Staphylococcus aureus ATTC25923,
Escherichia coli ATTC25922, Listeria monocytogenes ATTC 19115, Bacillus cereus ATTC
10876 y Pseudomonas aeruginosa ATTC10145.

Las cepas bacterianas fueron activadas previo a su empleo, fueron sembradas en medio
de agar nutritivo, con la finalidad de valorar su factibilidad en los ensayos de susceptibilidad
bacteriana. La actividad antimicrobiana del aceite de sunfo ante las cepas bacterianas se

determin6 mediante el siguiente método:

e Determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI). Método de

dilucién en tubos.

Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se preparé un
medio que consta de caldo Mueller Hinton y una solucién estéril de Tween 20, con el fin de
obtener una homogeneidad de la fraccion de aceite esencial en el medio, y maximizar su
miscibilidad en el medio. Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI),
se prepard un medio de cultivo que contiene agar Mueller-Hinton ( 38 gr /1L de agua destilada)
y una solucién de Tween 20 (20 ml), previamente esterilizadas en un autoclave, se utilizaron 5
cajas Petri para formar el cultivo en concentraciones de (0 ; 0,1 ; 0,5; 1, 3y 5%) de cada
fraccién de aceite (0 ; 0,025 ; 0,125; 0,25 ; 0,75 ; 1,25), Tween 20 (0,125), Agar Muller-Hinton

(25ml), lo cual se dejo por un dia en refrigeracion. Previamente se dividid con el asa de
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Digralsky en 4 partes enumeradas previamente para colocar 10 pL de cada indculo (Escherichia
coli ATTC25922, Pseudomonas aeruginosa ATTC10145, Salmonella entérica U822s,
Staphylococcus aureus ATTC25923), esto se dejé en el incubador bacteriologico Biocell
modelo M345 por 48 horas a 37°C. El resultado de la CMI correspondié a la concentracion mas

baja del aceite esencial capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.
9.5. Diagrama de flujo

9.5.1. Diagrama de flujo de la extraccién del aceite esencial de sunfo

-Planta de sunfo Recoleccit
-Saca de fibra natural ecoleccion

v

Seleccion

v

-Hipoclorito de sodio 0,1% —
-Agua destilada Limpieza -Impurezas
¢ -Agua usada

-Planta en condiciones optimas
-Desechos vegetales

Secado
--Agua destilada l
-Tiempo (60,105 y150min) ., - Desechos de la planta
-Relacién material/solvente == [ EXtraccion - Agua usada
(1:3,1:4 y 1:5)
-Temperatura (100 °C)

-Sulfato de sod}; Separacion

|

-Frascos ambar
-Embudo Envasado

v

Almacenamiento

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)
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9.5.2. Diagrama de la caracterizacion del aceite esencial del sunfo extraido por arrastre de

vapor

Caracterizacion del aceite esencial

l

Rendimiento

Capacidad antioxidante

Composicién quimica

A 4

Actividad antimicrobiana

A 4

FRAP

Cromatografia de gases ABTS

acoplada masas

\ 4

Concentracién minima

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)

inhibitoria




9.6. Disefio experimental

El software Design Expert 8.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.), facilité el
disefio experimental y el proceso de optimizacion numérica del aceite esencial, encontrando la
deseabilidad maxima, a través del método de superficie de respuesta con un modelo lineal; el
programa establecio 17 corridas experimentales evaluando los factores de tiempo (60, 105, y
150 min) y relacion material/agua destilada (1:3; 1:4; 1:5); de tal manera que el aceite esencial
del sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze), seleccionado contenga mayor cantidad de

antioxidantes y actividad antimicrobiana. En la tabla 3 se muestra los intervalos a valorar en la

experimentacion para cada factor.

Tabla 3 Factores evaluados para el disefio experimental

Detalle Tipo
60
Tiempo Numérico 105
150
Relacion material/ NUMérico ii
agua destilada 15

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)

Las variables evaluadas durante el proyecto de investigacion son detalladas en a tabla 4.

Tabla 4 Cuadro de variables evaluados

Variable Variable .
Dependiente Independiente Indicadores UM
Rendimiento de cada corrida %
experimental.
Condiciones optimas de la min
extraccion o/L
. Factores de min
Extra;:c[on Y del tiempo (60, Verificacion de las condiciones g/L
caracterizacion ge 105, y 150 Optimas de extraccion.
aceite esencial de o > %
. . min) y relacion
Sunfo Clinopodium material Caracteristicas del aceite esencial %
nubigenum Kunth L
K vegetal/agua optimizado mg/g
untze : .
destilada (1:3;
1:4; 1:5). ABTS umol ET /g
FRAP umol Fe?+/g

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

10.1. Optimizacion del proceso de extraccion del aceite esencial de sunfo (Clinopodium

nubigenum Kunth Kuntze) en funcién al rendimiento.

A traves de la experimentacidn de 17 corridas experimentales utilizando como factores
de estudio se evalu6 el tiempo (60 min, 105 min'y 150 min); con una relacion del material/agua
destilada (1:3;1:4; 1:5) el rendimiento.

En la tabla 5 se muestra la matriz experimental con los datos conseguidos a través del
modelo de superficie de respuesta, para la evaluacion del rendimiento del aceite esencial de
sunfo.

Tabla 5 Matriz experimental para la evaluacion del rendimiento del aceite esencial

de la planta de sunfo

. Relacion .
Corrida 'I'(lrenrinn[:))o material/agua Rencé;: )lento
destilada (g/L)
1 105 1:3 1,2231
2 150 1:5 1,4893
3 60 1:4 0,8423
4 105 14 1,0123
5 60 1:4 0,8564
6 60 1:3 1,0245
7 150 1:5 1,3102
8 150 1:4 1,3894
9 60 1.5 0,6342
10 105 1:4 1,0023
11 105 1:5 0,8342
12 150 1:5 1,3012
13 105 1:5 0,8123
14 60 1:3 1,0120
15 150 1:4 1,3723
16 105 1:3 1,2176
17 150 1:3 1,4801

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)
Se visualiza en la corrida 2, un mayor rendimiento (1,4893%) del aceite esencial, la

misma que fue ejecutada a 150 min por 1:5 de la relacién material vegetal/ agua destilada.

En base a estos resultados se considera al Sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze)

como una planta con altas proporciones de aceites esenciales, el rendimiento mostrado por
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el aceite de Sunfo es aceptable, debido a que presenta valores similares a los descritos para

plantas ancestrales como menta, hierba buena, manzanilla y llantén (Cholota, 2011, p. 113).
10.1.1. Rendimiento

El valor del F del modelo lineal resulto elevado al de la tabla de Fisher, por consiguiente,
se desestimd la hipdtesis nula. La relacién masa/agua (RMA) y tiempo de extraccion (TIE) son
factores significativos (p < 0,05.); comprobando que la variabilidad de los coeficientes tendra

una relacién directa en la determinacion del rendimiento.

La Tabla 6 demuestra la importancia del ANOVA vy el coeficiente de estimacién del
contenido de la variable respuesta. Se observo que el modelo lineal es relevante, lo cual refleja
que existe una relacion significativa entre la relacion masa/ agua y tiempo de extraccion, con
las variables dependientes del modelo. El coeficiente de correlacion R? sefialo que el modelo

matematico ajustado es de 93,78% de cambio en el rendimiento.

Tabla 6 Parametros del modelo codificado para el contenido del rendimiento

Indicador Reno(l(l);:;ento
Intercepto 1,08
XTie 0,28*
XXRMA 0,16*

R? 0,9378
R?ajustado 0,9234
R? predicho 0,8950

F modelo 65,31*

F falta de ajuste 151,44
Precision adecuada 24,866

RMA: relacién masa/agua
TIE: tiempo de extraccion
Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)

Sevillano y su grupo de trabajo (2019) obtuvieron mayor rendimiento del aceite esencial
de romero el 2,66%, a un flujo de vapor de 5,0 kg/h y una carga de materia prima de 1 kg. En
el estudio presentado por (Arango, et. al, 2012) obtuvieron rendimiento promedio del aceite
esencial de orégano de 2,76% (p/p) de aceite esencial mediante la extraccidn por arrastre con
vapor. Como se puede evidenciar a través de investigaciones de diferentes afios los valores

obtenidos estan dentro de los parametros para el rendimiento del aceite esencial de sunfo.

La figura 1 muestra la eficacia del método de arrastre de vapor sobre la extraccion del
aceite esencial de sunfo. El tiempo con mayor rendimiento es de 150 min, con un rendimiento
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porcentual de 1,4893% para el aceite esencial. El rendimiento del aceite esencial puede estar

relacionado con las caracteristicas intrinsecas de la planta.

Figura 1 Interaccion de los factores en el rendimiento del aceite esencial de sunfo
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Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)

Se exponen los valores predichos por el modelo matematico y experimentales para el
rendimiento del aceite esencial de sunfo, es posible afirmar que los datos del RMA y TIE se
ajustan en gran proporcion a una distribucion normal, en debida forma los puntos

experimentales se aproximan a la linea del disefio actual.

En la figura 2 se puede observar el disefio lineal sencillo, con la interaccion de los
factores cuantitativos evaluados (XrRmA y XTIE), €S positiva porque se muestra un incremento
significativo del rendimiento, desde el nivel bajo hasta el nivel alto, en el momento en que la
relacion masa disolvente y el tiempo acrecienta, esto quiere decir que la hipotesis alternativa es
aceptada. Lo que nos permite tomar acciones y decisiones para mejorar el desempefio del

proceso.
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Figura 2 Valores experimentales y predichos establecidos por el software para el

rendimiento del aceite esencial del sunfo
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Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)
10.1.2. Optimizacion numérica del proceso de extraccion del aceite esencial

El optimizado fue realizado bajo las variables independientes aplicando sus debidas
restricciones con la finalidad de predecir las variables dependientes para obtener valores
superiores al del mejor rendimiento. La muestra seleccionada fue la de mayor significancia

desde el punto de vista estadistico (Tabla 7).

Tabla 7 Solucién optimizada

Parametro Unidad Solucién
Tiempo Min 150,00
Relacion masa/solvente g/L 3
Rendimiento % 1,5183
Deseabilidad - 1

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022)

La figura 3 muestra la superficie de respuesta obtenida para la optimizacion de las variables
estudiadas. La condicion 6ptima prevista se obtuvo con un tiempo de extraccién de 150 min'y
una relacion masa/solvente de 1:5, con una deseabilidad de 1 siendo el valor ideal. Por lo tanto,
a mayor tiempo de extraccion y relacién masa/solvente se obtendra cantidades significativas en

el rendimiento.
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Figura 3 Optimizacion numérica para el rendimiento
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Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022).

Mediante la combinacion establecida se encontro que el valor experimental (1,5291 %)

es relevante que el valor predicho (1,5183 %), se visualiza en la tabla 8.

Tabla 8 Rendimiento de los predichos y experimentalmente.

Parametro UM  Valor predicho  Valor experimental

Redimiendo % 1,5183 1,5291
Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022).

En el presente estudio se observo un rendimiento del aceite esencial del Clinopodium
nubigenum Kunth Kuntze de 1,5291%, siendo menor al de la investigacion realizada por
Moncayo (2020) al extraer el aceite esencial de Clinopodium tomentosum obtuvo un
rendimiento de 2.8 % referido a la planta seca. Gomez (2018) que obtuvo 1,56% del aceite

esencial de sunfo, considerando el promedio general de rendimiento (<1% y 3%).

El rendimiento de los aceites esenciales de las plantas esta ligado a la especie vegetal,
edad, lugar de recoleccion, factores abidticos (luminosidad, temperatura, etc.), tiempo de la
recoleccion y condiciones climéticas a las que la ata esta propensa (Torres, et. al, 2018). Los
valores obtenidos en esta investigacion fueron menores al mencionado, puesto que el sunfo fue

recolectado en temporada de lluvia.

Dado que la muestra pierde humedad durante el proceso de transferencia, también se cree que
esto depende de las condiciones de cultivo, la humedad del suelo y el momento de la recoleccion

de sunfo.
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10.2. Composicion del aceite esencial de sunfo, mediante cromatografia de gases

acoplado detector espectrometro de masa.

En la tabla 9 se muestran los resultados de la composicion quimica del aceite esencial
de la planta de sunfo, obtenidos por LP-CGM, encontrando 23 compuestos, de los cuales se
identificaron 3 compuestos mayoritarios como; pulegona 44,31%, mentona 22,05% y timol
14,39%; en pequefias cantidades P-cimeno 3,48%, linalool 3,32 %, 1-ogten-3-IL acetato 2,27%,
limoneno 1,19%, L-mentona 1,06%, citronelil acetato 0,96%, calareno 0,85%, cis-isopulegona
0,76%, 1,3,8-para-mentatrieno 0,76%, gamma-terpineno 0,76%, piperitenona 0,66%, trans-
isopulegona 0,66%, carvacrol 0,65%, delta-cadineno 0,58%, biciclogermacren 0,47%, beta-
pineno 0,35%, alfa-pineno 0,28%, iso-spatulenol 0,09%, mint furanona 1 0,06%, spatulenol
0,05%.

Tabla 9 Composicion quimica del aceite esencial de sunfo

Compuesto quimico Unidad % Min
Alfa-Pineno %p/v 0,28 13,143
Beta-Pineno %p/v 0,35 15,888
Limoneno %p/v 1,19 18,555
P-Cimeno %p/v 3,48 19,395
Gamma-Terpineno %p/v 0,76 20,443
Linalool %p/v 3,32 22,923
1-Ogten-3-1L Acetato %p/v 2,27 23,100
L-Mentona %pl/v 1,06 27,510
Mentona %p/v 22,05 28,366
Trans-Isopulegona %pl/v 0,66 29,425
Cis-Isopulegona %p/v 0,76 29,425
(+)- Pulegona %p/v 4431 32,948
Timol %plv 14,39 34,608
Citronelil Acetato %p/v 0,96 35,049
Carvacrol %pl/v 0,65 35,163
1,3,8-Para-Mentatrieno %pl/v 0,76 35,937
Calareno %p/v 0,85 38,360
Piperitenona %p/v 0,66 39,024
Biciclogermacreno %p/v 0,47 41,924
Delta-Cadineno %p/v 0,58 42,713
Spatulenol %p/v 0,05 46,926
Mint Furanona 1 %p/v 0,06 47,943
Iso-Spatulenol %p/v 0,09 49,422
Total %p/v 100

Elaborado por: (Laboratorio Cienfic Crom; 2022) y Autoras (Mena, Salas; 2022).
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Segun Torossi (2021) la pulegona es un compuesto monoterpeno oxigenado aliciclico organico
transparente e incoloro, de un olor agradable; de mayor valor sintético o comercial y permite

que los aceites esenciales sean utilizados por la industria alimentaria como antimicrobiano.

Su toxicidad es conocida desde tiempos remotos, hace alusion al poder insecticida y repelente.
De igual forma, a sus posibles efectos con partos prematuros y abortos son muy conocidos por
la medicina popular local (Abalco, 2020). EI mentona es un compuesto monoterpeno de aroma

peculiar, que se encuentra de manera natural junto con el mentol en muchos aceites esenciales.

Erazo (2017) menciono que timol es un monoterpeno (2-isopropil-5-methil-fenol), es una
sustancia cristalina incolora de un olor caracteristico que esta presente en la naturaleza en los
aceites esenciales. Con gran potencial desinfectante, antioxidante y antimicrobiano (Erazo, et.
al, 2017).

Estos componentes mencionados son considerados aditivos aromatizantes, saborizantes
naturales, es decir, mezclas de sustancias naturales con propiedades odoriferas y/o sapidas,

capaces de conferir o intensificar el aroma y/o el sabor de los alimentos (Torossi, 2021).

En la figura 4 se evidencia la composicion quimica de los compuestos presentes en el
aceite esencial del sunfo (Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze), apreciando una composicion
variada en cada pico, destacandose la pulegona, mentona y timol en el cromatograma obtenido
por GC-MS, donde se representa la relacion entre abundancia y los tiempos de retencién de los

compuestos quimicos, mientras mas grande sea la arista tendra mayor cantidad la sustancia.

Figura 4 Cromatograma del aceite esencial de Sunfo
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Se visualiza los resultados obtenidos en el andlisis cromatografico, las aristas
representan el tiempo de retencion que muestra la mezcla y comparticién entre compuestos,
elevando la calidad del aceite, se evidenciaron en los rendimientos, en el cual se dio a notar que

el mayor tiempo posee el Iso-Spatulenol con 49,422 min y como minimo el Alfa-Pineno 13,143 min.

En la composicion quimica del aceite esencial obtenido por cromatografia de gases con
la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas, se encontrd 23 compuestos, de los
cuales se identificaron 3 compuestos mayoritarios siendo la pulegona (44,31%), mentona
(22,05%) y timol (14,39%), lo cual coincide con la investigacion realizada por Osorio (2018)
en la identificacion de los compuestos del aceite esencial de sunfo fue acetato de carvacrol,
carvacrol (20,6%), pulegona (6,3%) y timol (5,5%); la diferencia de concentracién de los
compuestos quimicos debe estar relacionado con el hébitat y las condiciones en las que se

trabajé la planta.

Guerra (2016) detectd 55 compuestos en Clinopodium nubigenum, de ellos identifico
45, siendo los compuestos mayoritarios el acetato de carvacrol (42, 17%), carvacrol (20,66%),
pulegona (6,3%) timol (5,54%) y p-cimeno (5,2%).

10.3. Capacidad antioxidante del aceite esencial de sunfo mediante el procedimiento de
FRAP y ABTS

En la tabla 10 se evidencia un elevado contenido de fenoles totales presentes en el aceite
esencial, los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antioxidante del aceite
esencial del sunfo fue a través de la técnica de FRAP (Ferric ion reducing antioxidant
Power)190,54 pumol Fe2+/g y ABTS (Acido 2,2 —azinobis (3etilbenzotiazolin) 6sulfonico)
289,84 umol ET /g.

Tabla 10 Analisis de captacién de radicales libres

Ensayo Unidades Resultado
ABTS pmol ET /g 289,84
FRAP pumol Fe2+/g 190,54

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022).

Boom, et. al, (2018) realizo la evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de
eucaliptos, en la cual obtuvo 600-2500 mg/L para FRAP, siendo superior al valor obtenido en
el aceite esencial del Clinopodium nubigenum Kunth Kuntze. Fernandez y Reascos (2022)
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mediante ensayos FRAP y ABTS determinaron 37,67 umol Fe2+/g en el ensayo FRAP y en el

ensayo ABTS presenta un valor de 46,46 umol ET/g en el aceite esencial de ruda
10.4. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de sunfo

En la tabla 11 se exponen los resultados de la capacidad antimicrobiana del aceite
esencial de sunfo, se encontr6 un intervalo de 0,5 a 2%, conforme a la experimentacién se puedo
establecer el orden de efectividad en la concentracion minima inhibitoria: Escherichia coli
ATCC 25922 = Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 > Staphylococcus aureus ATCC 25923
> Salmonella entérica. El microorganismo Salmonella enterica mostré mayor resistencia en la
CMI con 2%.

Tabla 11 Concentraciéon minima inhibitoria del aceite esencial de sunfo

. ) Aceite esencial
Microorganismo

(mg/L)
Salmonella enterica 2,0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1,0
Escherichia coli ATCC 25922 0,5
Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 0,5

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022).

Moncayo (2020) muestro que el aceite esencial de sunfo tiene un potencial medicinal
prometedor que exhibe una actividad antibacteriana significativa en diferentes concentraciones
contra Staphylococcus aureus (2,5% v/v), Streptococcus pyogenes (0,6% v/v), Streptococcus
pneumoniae (0,6% v/v) y Streptococcus mutans (0,6% v/v), lo que sugiere una interesante

alternativa natural en la lucha contra las bacterias que generan resistencia a otros antibiéticos.
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11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOI\/IICOS)
11.1. Técnicos

Con la investigacion realizada del aceite esencial del sunfo, se da a conocer sus
compuestos bioactivos, los mismos que serviran como juicio de valor para posteriores
investigaciones que buscan sustituir los aditivos sintéticos por naturales en la elaboracién de
productos funcionales, definiendo las condiciones 6ptimas de la extraccion del aceite esencial,
las caracteristicas quimicas, capacidad antioxidante reductora de hierro y actividad
antimicrobiana del aceite. Siendo rentable para la industria por su bajo costo de produccion.

11.2. Sociales

El uso del sunfo como materia prima para la produccion de aceite esencial, incentivara
el interés de las personas a cultivar la planta, facilitando a la industria para el aprovechamiento
de la planta con la finalidad de innovar los productos para satisfacer las necesidades de la

sociedad
11.3. Ambientales

La produccion del aceite esencial por arrastre de vapor, no genera muchos desechos
toxicos para el ambiente, siendo la mayor parte residuos naturales que se desintegran con
facilidad. Es una alternativa para reemplazar los productos quimicos por unos naturales que son

amigables con el medio ambiente.
11.4. Econémicos

La obtencion del aceite es rentable le ayudara a la industria a minimizar los costos de
produccidn, a su vez se generara fuentes de empleo en los sectores rurales, promoviendo la

economia del pais.



12. PRESUPUESTO
Tabla 12 Presupuesto de la investigacion

Cantidad

Cantidad

NP RPNE o P e e o

PRESUPUESTO ,PARA LA
ELABORACION DEL
Recursos PROYECTO

H. uso \_/alo_r Depreciacio
' Unitario $ n de 120 dias
Equipos
Cromatdgrafo de gases con
espectrometria de masas (GC-

MS) en un equipo Agilent

Technologies 5975 inert XL > 20,00 100,00
MSD with Triple-Axis
Detector
Espectrofotometro
GENESYS 20 Modelo 6 10,00 60,00
4001/4j
Incubador Biocell modelos
M345 50 1,00 50,00
Extractor por arrastre de
vapor (Lanphan Ltd., China) 25 8,00 200,00
Balanza Analitica (0,0001g) 4 5,00 20,00
430,0
L . Valor Valor Total
Descripcion Unidad Unitario $ $
Materiales
Tubos de ensayo 10 mL U 1,00 10,00
Balones aforados vidrio 5 mL U 5,00 25,00
Balones aforados 10 Ml U 4,00 20,00
Matraz con trampa de U 3,00 15.00
Clevenger
Micropipeta Microlit 100-
1000 pl volumen variable U 88,00 88,00
Pipeta volumétrica de vidrio
10 Ml U 3,00 15,00
Piseta plastica 500ml U 2,55 2,55
Punta Microlit 2000 pl U 20,00 20,00
paquete
Varilla de agitacion U 1,60 1,60
Vasos de precipitacion
(250mL) U 2,80 14,00
Cajas Petri U 1,20 18,00
Gradilla pléstica U 1,25 2,50
Pinzas U 4,50 4,50
Papel aluminio U 2,50 2,50
Limpion industrial M 3,15 3,15
Alcohol antiséptico L 3,30 6,60
248,40

Reactivos

36



[EEN

I—‘-bOJI—‘OOO'IISNI—‘I—‘U‘IO'II—‘
o

340

100

650

36

36

10

TOTAL

Agua destilada L
Cloruro Férrico g
Acetato de sodio g
Acido acético U
Reactivo TPTZ g
Sal de Mohr g
Acido clorhidrico m
g

g

g

L

g

g

Carbonato de sodio
Folling
Acido galico
Etanol 99.8%
Sulfato de sodio
Trolox de grado analitico

0,90
1
1
50
20
11
0,12
0,52
5,20
28
4
0,51
151

Material Bibliogréafico y fotocopias

Esferos. U
Impresiones. U
Anillado U
Computadora U

Gastos varios

Internet Horas
Trasporte Dias
Alimentacién Dias

Materia prima
Sunfo Kg

0,30

0,05

1,00
1,1872

0,10
3,10
2,50

9,90
5,0
5,0

50,0

20,0

22,0
12,0

2,60

15,60

28,0
12,0

2,04

151,0
357,14

1,20
17,00
3,00
118,72
139,92

65,00

111,60

90,00
266,60

30
30,0
1,472.06

Elaborado por: Autoras (Mena, Salas; 2022).
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13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1. Conclusiones

A través de un modelo matematico se determiné el mejor proceso optimizado de
extraccion del aceite esencial, teniendo como factores un tiempo de 150 miny 1:5 g/L
de la relacion masa/ solvente, en el predicho se obtuvo un rendimiento de 1,5183%, se
comprobd el proceso de optimizacion numérica, mediante una comparacion con el valor
conseguido experimentalmente (1,5291 %). El valor obtenido por medio de la
experimentacion fue superior al resultado de la optimizacion numérica.

Se determino los compuestos volatiles del aceite esencial del Clinopodium nubigenum
Kunth Kuntze mediante el método de cromatografia de gases con la sensibilidad y
capacidad selectiva del detector de masas, se encontrdé 23 compuestos, de los cuales se
identificaron 3 compuestos mayoritarios siendo la pulegona (44,31%), mentona
(22,05%) y timol (14,39%), en comparacion con los 20 compuestos presentes en el
sunfo.

La capacidad antioxidante del aceite esencial de sunfo fue evaluada mediante el
procedimiento de FRAP y ABTS; en el cual se obtuvo 190,54 umol Fe2+/g en FRAP
(Ferric ion reducing antioxidant Power) y 289,84 pumol ET /g ABTS (Acido 2,2 —
azinobis (3etilbenzotiazolin) 6sulfénico). Estos valores manifiestan que el aceite
esencial tiene una buena propiedad para eliminar o prevenir la oxidacion de células,

La capacidad antimicrobiana del aceite esencial de sunfo fue establecida por medio de
la metodologia de concentracion minima inhibitoria, frente a diferentes
microorganismos como el Escherichia coli ATCC 25922 = Pseudomonas aeruginosa
ATTC 39327 > Staphylococcus aureus ATCC 25923 > Salmonella entérica.
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13.2. Recomendaciones

- Evitar la utilizacién de solventes organicos para la destilacién, puesto que el producto
conseguido por este método puede poseer cantidades de trazas de solventes, los cuales
son dificiles de separar.

- Los aceites deben ser envasados en frascos ambar de vidrio, protegidos de la luz,
alejados de fuente de calor y rotulados de manera legible para evitar confusiones. Los
aceites esenciales son fragiles y pueden alterarse si se conservan de manera inadecuada.

- Investigar la toxicidad del aceite esencial de sunfo, que permitan corroborar si el aceite

puede ser aplicado en la Agroindustria.
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Area: Produccion- Seguridad alimentaria
Duracion 3 meses
- Préctica Preprofesional: La Americana
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Duracion: 2 meses
- Practica preprofesional: La Madrilefia
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- 1l Jornadas en Linea de Difusién de Investigacion Agroindustrial Modalidad: virtual

- Il seminario en linea “gestion de la agroindustria-utc como eje de desarrollo en la industria
agroalimentaria

- Seminario Taller de Sensores Fitosanitarios de mosca de la fruta Modalidad: virtual

- Seminario principios bioactivos de plantas en la industria agroalimentaria Modalidad: virtual

- Laindustria de los super alimentos

- | seminario nacional de innovacion y emprendimiento en tiempos de pandemia y post pandemia
" emprender con éxito
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