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CLAUSULA CUARTA. - OBJETO DEL CONTRATO: Por el presente contrato LA
CEDENTE, transfiere definitivamente a LA CESIONARIA y en forma exclusiva los
siguientes derechos patrimoniales; pudiendo a partir de la firma del contrato, realizar,

autorizar o prohibir:

a) La reproduccién parcial del trabajo de grado por medio de su fijacion en el soporte
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autorizacion del titular del derecho por cualquier medio incluyendo mediante
transmision.

e) Cualquier otra forma de utilizacién del trabajo de grado que no esté contemplada en la

ley como excepcidn al derecho patrimonial.

CLAUSULA QUINTA. - El presente contrato se lo realiza a titulo gratuito por lo que LA
CESIONARIA no se halla obligada a reconocer pago alguno en igual sentido LA

CEDENTE declara que no existe obligacion pendiente a su favor.

CLAUSULA SEXTA. - El presente contrato tendra una duracion indefinida, contados a
partir de la firma del presente instrumento por ambas partes.

CLAUSULA SEPTIMA. - CLAUSULA DE EXCLUSIVIDAD. - Por medio del presente
contrato, se cede en favor de LA CESIONARIA el derecho a explotar la obra en forma
exclusiva, dentro del marco establecido en la clausula cuarta, lo que implica que ninguna otra

persona incluyendo LA CEDENTE podra utilizarla.

CLAUSULA OCTAVA. - LICENCIA A FAVOR DE TERCEROS. — LA CESIONARIA
podra licenciar la investigacion a terceras personas siempre que cuente con el consentimiento
de LA CEDENTE en forma escrita.

CLAUSULA NOVENA. - El incumplimiento de la obligacion asumida por las partes en la
clausula cuarta, constituird causal de resolucion del presente contrato. En consecuencia, la
resolucion se producira de pleno derecho cuando una de las partes comunique, por carta

notarial, a la otra que quiere valerse de esta clausula.
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contrato, serdn sometidas a mediacion, mediante el Centro de Mediacion del Consejo de la
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RESUMEN

La planta de Tifo se desarrolla en las zonas altas de los Andes en condiciones climaticas de
abundante precipitacion y amplia gama de luz generando asi la adquisicion de diversas
propiedades beneficiosas tales como: antibacterianas y antiinflamatorias, por lo tanto, la
presente investigacion tuvo como objetivo extraer el aceite esencial de tifo (Minthostachys
mollis), por la metodologia de arrastre de vapor mediante el equipo de marca Lanphan Ltd.,
China, con el que se obtuvo las mejores condiciones experimentales de la extraccion en
funcion al indice de rendimiento, mediante la aplicacion de un disefio experimental de
superficie respuesta en el programa Desing Expert 8,0.6., estableciendo 17 corridas en 3
relaciones masa/ disolvente (1:3; 1:4; 1:5), ademas de 3 diferentes tiempos (60; 105; 150)
(min), dando asi lugar a las mejores condiciones de extraccion en un tiempo de 150 min con
una relacion de masa/ disolvente de 1:5, a mas de ello se determind la composicién quimica
de los compuestos volatiles del aceite esencial, mediante cromatografia de gases adaptado a
un detector de masas, dando como resultado la presencia de 19 compuestos volatiles, dos
valores mayoritarios tal es el Carvacril Acetato con un 44.01% y el Carvacrol con un 16.51%,
a la vez se evaluo la capacidad antioxidante, por medio de las metodologias FRAP y ABTS
obteniendo 18.20 umol Fe*?/g y 25.45 umol ET/g, por otro lado, se evalué la actividad
antimicrobiana en cepas bacterianas presentes en matrices alimentarias, por la metodologia de
concentraciones minimas inhibitoria, generado una eficacia antimicrobiana del aceite esencial
a una concentracion del 0.1% en la Pseudomonas aeruginosa , seguido con un 3 %
Salmonella entérica U822s, Esterichia coli ATTC 25922, Listeria monocytogenes ATTC
19115 y Bacillus cereus ATTC 10876, finalmente con la cepa Staphylococcus aureus

ATTC25923 con una actividad de 5%.

Palabras claves: Minthostachys mollis, aceite esencial, extraccion, concentraciones,

capacidad antioxidante, composicion quimica.
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THEME: “EXTRACTION OF ESSENTIAL OIL FROM TYPHUS (Minthostachys mollis),
USING STEAM DRAG METHODOLOGY”

Authors: Collantes Mena Tania Lizbeth
Mena Herrera Karla Ruby

ABSTRACT

The Tifo plant develops in the high areas of the Andes in climatic conditions of abundant
rainfall and wide range of light, thus generating the acquisition of various beneficial
properties such as: antibacterial and anti-inflammatory, therefore, the present research aimed
to extract the essential oil of Tifo (Minthostachys mollis), by the methodology of steam
trawling using the equipment brand Lanphan Ltd, China, with which the best experimental
extraction conditions were obtained according to the yield index, by applying a response
surface experimental design in the Design Expert 8.0.6 programmed. The best extraction
conditions were obtained in a time of 150 min with a mass/solvent ratio of 1.5, establishing 17
runs in 3 mass/solvent ratios (1:3; 1:4; 1:5), in addition to 3 different times (60; 105; 150)
(min), thus giving rise to the best extraction conditions in a time of 150 min with a
mass/solvent ratio of 1: 5, furthermore, the chemical composition of the volatile compounds
of the essential oil was determined by gas chromatography adapted to a mass detector,
resulting in the presence of 19 volatile compounds, two majority values such as Carvacryl
Acetate with 44. 01% and Carvacrol with 16.51%, at the same time the antioxidant capacity
was evaluated by means of FRAP and ABTS methodologies, obtaining 18.20 umol [Fe]
~(+2)/g and 25. 45 pmol ET/g, on the other hand, the antimicrobial activity was evaluated in
bacterial strains present in food matrices, by the methodology of minimum inhibitory
concentrations, generating an antimicrobial efficacy of the essential oil at a concentration of 0.
1% on Pseudomonas aeruginosa, followed by 3% on Salmonella enterica U822s, Esterichia
coli ATTC 25922, Listeria monocytogenes ATTC 19115 and Bacillus cereus ATTC 10876,
and finally with the Staphylococcus aureus strain ATTC25923 with an activity of 5%.

KEYWORDS: Minthostachys mollis, essential oil, extraction, concentrations, antioxidant

capacity, chemical composition.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las investigaciones realizadas con el objetivo de aumentar el uso de esta planta nativa,
utilizada por nuestros ancestros en la medicina tradicional, se centran en el conocimiento
empirico, generado por la falta de informacion sobre sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, asi como del raro procesamiento. de materias primas en el Ecuador, por lo
que se busca darle otro uso, a través de la extraccion de aceites esenciales por el método de
estela de vapor, optimizando asi el mayor rendimiento del proceso, destacando las
propiedades quimicas, antibacterianas y antioxidantes activos que posee el aceite esencial.

Se prefiere trabajar con aceite esencial por los fines terapéuticos que proporciona el
tifo al ser humano, ademas de impulsar la utilizacion en otras industrias, ya sean alimentarias
0 cosmeéticas, entre otras, por lo que se desarrollara la caracterizacion del aceite esencial en la
presente investigacion generando asi resultados para la aplicacién en diversos productos en la

industria alimentaria.

Para el proyecto de investigacion se evaluara la idoneidad de la obtencion del aceite
esencial de tifus para su caracterizacion mediante dispositivos cromatograficos y para la
evaluacion de la actividad antioxidante y antibacteriana, lo que da impulso a la investigacion,

fabricacion e industrializacion de productos con el fin.

El uso actual del fenogreco esta orientado a mejorar la calidad de vida de las personas
mejorando el trato y la higiene en la extraccion de los aceites esenciales, generando asi una
mayor confianza en la aplicacion de los productos procesados al ser humano, pues al analizar
y estudiar la diversa informacion recopilada en este proyecto sera posible obtener productos

que revolucionaran las industrias.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

3.1 Beneficiarios directos
Los beneficiarios directos es el grupo de trabajo y docentes de la Universidad Técnica

de Cotopaxi de la Carrera de Agroindustria encargados del proyecto de investigacion.

3.2 Beneficiarios indirectos

Los beneficiarios indirectos seran los habitantes de la provincia de Cotopaxi dedicados
a la produccion de esta planta (Tifo), los diversos consumidores que adquieran el aceite
esencial de Minthostachys mollis, ya sea para actividades farmacologicas, fisioterapeutas,

entre otras.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El Ecuador como uno de los paises que cuenta con mayor diversidad genética en
plantas curativas a nivel mundial tanto nativas como introducidas, al paso el tiempo han sido
distribuidas en cuatro regiones del pais, creando asi diferentes usos para algunas de las
especies vegetales analizadas en base a diferentes relevamientos desarrollados alrededor del
mundo con el proposito de investigar y utilizar los principios activos que se encuentran en las
plantas tales como: flavonoides, taninos, fenoles, lignanos, polifenoles, orcinoles, quinonas,
alcaloides, feniletanol, floroglucinoles, saponinas, entre otros, estos diversos principios se
caracterizan por ser una sustancia que esta presente en cualquier parte de la planta, ademaés de
ser una particula que proporciona beneficios al ser humano. (Galén et al., 2019).

Actualmente el progreso de la ciencia ha logrado evaluar los componentes quimicos
presentes en las diversas plantas existentes, lo cual ha permitido que la ingesta de productos

obtenidos se realice de forma racional.

Es por ello que la Organizacion Mundial de la Salud (2014), establece que el 80% de
la poblacion mundial depende de medicinas basadas en plantas y animales, ya que han sido
milenariamente utilizados en la medicina tradicional y ahora son cada vez mas valiosas como
materia prima en la preparacion de medicamentos y aceites esenciales. Por lo que actualmente
la utilizacion de plantas curativas como el tifo ha revolucionado el mercado fisioterapéutico,
farmacoldgico, alimentario entre otros ambitos analizados, ya que este tipo de planta

proporciona diversas propiedades a favor del ser humano.

Hoy en dia el Ecuador derrocha cultivos tifoideos desarrollados en los Andes, esto se
crea por desconocimiento en el tratamiento o transformacion de la planta curativa, generando
retraso en el crecimiento en la educacion, productivo y econémico a los pequefios agricultores
de la provincia de Cotopaxi, es por ello que la fabricacion de productos obtenidos a base de
tifo es escasa en el mercado. (Paucar Anchaliquin, 2021)

Al momento de hablar de aceite esencial existen diversos conocimientos
sistematizados, sin una comprobacion validada, lo cual nos amplia el enfoque investigativo,
ya que hoy en dia diversas investigaciones orientadas al aceite esencial de tifo no se
encuentran muy caracterizadas en relacion a otras, 1o que genera un escaso conocimiento de
los principios bioactivos presentes en la planta a nivel mundial como local ya que no han sido

evaluados.



5. OBJETIVOS
5.10bjetivo General
Extraer el aceite esencial de tifo (Minthostachys mollis), mediante la metodologia de
arrastre de vapor.
5.2 Objetivos especificos
e Optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial de tifo (Minthostachys
mollis) en funcion al rendimiento.
e Cuantificar los compuestos volatiles del aceite esencial del tifo mediante
cromatografia de gases acoplado a un detector espectrometro de masa.
e Determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial de tifo mediante la
metodologia de FRAP y ABTS.
e Establecer la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de tifo, mediante la

metodologia de concentracion 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

Obijetivo especifico 1 Actividades (Tarea) Resultado de la Actividad

Medio de Verificacion

Optimizar el proceso de Recolectary seleccionar la materia prima. Metodologia de la extraccion

extraccion  del  aceite Limpieza de los contaminantes que posee la del  aceite  esencial  de

esencial de tifo planta. (Minthostachys mollis)
(Minthostachys mollis) en Secar la materia prima. mediante la  técnica de
funcién al rendimiento. Triturar la planta de tifo. destilacion por arrastre de

Emplear célculos de la materia a utilizar en vapor.
el proceso de destilacion. Obtencién del aceite esencial
Aplicar un disefio experimental. de tifo.
Extraer el aceite esencial de tifo Obtencion de las corridas

(Minthostachys mollis) por arrastre de vapor. experimentales a través del

Calcular el rendimiento. programa Design Expert 8.0.6
Aplicacion de un disefio experimental. (Stad-Ease Inc., Minneapolis,
EE.UU.).

Evaluacion del rendimiento del

aceite esencial obtenido.

Diagrama de flujo de la extraccién
del aceite esencial de tifo p.29.

En el apartado de metodologia en
lafigura1,2,3,456y7
Condiciones experimentales para
la extraccion en la tabla 3
Corridas del disefio experimental
de superficie respuesta en la tabla
4

Cuadro de variables en la tabla 5
En el apartado de resultados tabla
6

Anexo 7




Obijetivo especifico 2

Actividades (Tarea)

Resultado de la Actividad

Medio de Verificacion

Cuantificar los
compuestos volatiles del
del tifo

mediante cromatografia de

aceite esencial

gases acoplado a un

detector espectrometro de

Determinar los  compuestos

volatiles

presente en el aceite esencial mediante

cromatografia de gases acoplado a un

detector espectrometro de masa.

Analizar e interpretar los

obtenidos.

resultados

Resultados de compuestos
volatiles del aceite esencial de
tifo, mediante cromatografia de
gases acoplado a un detector
espectrometro de masa.

Identificacién e interpretacion

Informacion en el apartado de
resultados de la prueba realizada
en la tabla 9

Cromatogramas en la figura 10 y
11

Anexo 5

masa. de los compuestos organicos
que estan presentes en el aceite
esencial.
Objetivo especifico 3 Actividades (Tarea) Resultado de la Actividad Medio de Verificacion

Determinar la capacidad
del
esencial de tifo mediante

antioxidante aceite

la metodologia de FRAP y
ABTS.

Determinar la capacidad antioxidante del

aceite esencial, mediante la metodologia de

FRAP y ABTS.

Analizar e interpretar los

obtenidos.

resultados

Resultados obtenidos de la
capacidad antioxidante por el
método de FRAP Y ABTS del
aceite esencial de tifo.

Interpretacion de los resultados

obtenidos.

Informacion en el apartado de

resultados en la tabla 10




Objetivo especifico 4

Actividades (Tarea)

Resultado de la Actividad

Medio de Verificacion

Establecer la capacidad
antimicrobiana del aceite

esencial de tifo.

Determinar de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI), por el método de
dilucion en tubos.

Préctica de cepas de referencia Salmonella,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y
Pseudomonas  aeruginosa, para la
determinacion de la capacidad
antimicrobiana en el aceite esencial de tifo.
Identificacién de la capacidad
antimicrobiana presente en el aceite
esencial.

Analizar e interpretar los resultados

obtenidos.

Resultados obtenidos de la
capacidad antimicrobiana del
aceite esencial de tifo.
Identificacion de las cepas de
la actividad antimicrobiana en
el aceite esencial.
Interpretacion de los

resultados.

Informacion en el apartado de

resultados en la tabla 11

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

7.1. Antecedentes

Segtin Bustamante et al. (2021) con el tema “La pacha- mufia (Hedeoma mandoniana Wedd),
medicina ancestral en pobladores de Huanuco, Pert”, en la Universidad Nacional
Hermilio Valdizdn, menciona que: La pacha-mufia, planta ampliamente utilizada por
los pobladores de la region, es consumida en infusion para sanar problemas digestivos
(diarreas, acidez estomacal, halitosis, indigestion, célicos), enfermedades respiratorias
(gripes, bronquitis, asma), entre otras. Se encontrdé que las hojas estdn compuestas
principalmente por flavonoides, taninos, fenoles y pulegone.”

Cosme y Mallma, (2019) con el tema “Composiciéon quimica y actividad antibacteriana del
aceite esencial de Inca mufia en estado fresco y seco”, en la Universidad Nacional del
centro del Pera, fundamenta que “La extraccion se realizo por el método de destilacidn
por arrastre de vapor obteniéndose un rendimiento de 0.196% (p/p) en estado fresco y
(0.450%p/p) en estado seco. La composicién quimica se evalu6 mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GCMS), en el aceite
esencial inca mufia fresco se encontraron 60 componentes volatiles, siendo los
mayoritarios: Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (2R-cis)- (28.74%),
Linalool (17.50 %) y Pulegone (12.05%), mientras que en estado seco se encontro 107
componentes volatiles, siendo los maypritarios: Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-
methylethyl)-, (2R-cis)- (28.65%), Linalool (15.80 %) y Pulegone (15.32%)”.

Mediante los resultados de Villar (2021) con el tema “Formulacion de biopeliculas de
quitosano funcionalizadas con aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) con
propiedades antioxidantes y antimicrobiana”, en la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, establece que las biopeliculas se les realiz6 la prueba fisica de fuerza de
traccion y determinacion de la actividad antioxidante mediante la actividad captadora
de radicales libre (DPPH) y la actividad antimicrobiana mediante ensayo de zona de
inhibicion. Las biopeliculas funcionalizadas con aceite esencial de Minthostachys
mollis “Mufia” mostraron que su propiedad mecanica: fuerza de traccion, fue
disminuida y su actividad antioxidante (p <0,05) fue potenciada”.

Como mencionan Mejia y Silva (2019) con el tema “Comparacion del efecto antibacteriano
de los aceites esenciales de las hojas de Minthostachys mollis (Kunth) Griseb “Mufia”
y Dodonaea viscosa L. Jacq “Chamana” en cepas de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa”, en la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo,
determina que “ El efecto antibacteriano de los aceites esenciales de las hojas de
Minthostachys mollis (Kunth) Griseb “Mufia” y Dodonaea viscosa L. Jacq “Chamana”
en cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, para ello se utilizaron
muestras vegetales provenientes de los centro poblado de Yumagual y Chetilla, los
cuales fueron procesados para la obtencion del aceite esencial por el método de
arrastre de vapor; evaluando su efecto antibacteriano por el método de Kirby Bauer,
trabajando con diluciones al 10%, 50% y 100%, cuyos resultados mostraron que la
cepa de Staphylococcus aureus fue sensible frente al aceite esencial de “Mufia” a
concentraciones de 10%, 50% y 100%.”



7.2 Fundamentacion teérica
7.2.1 Tifo

Minthostachys mollis conocida como “Mufa o Tifo”, perteneciente a la familia
Lamiaceae, se encuentra entre mas de 300 especies distribuidas y 200 géneros. Este arbusto
crece entre los 2600 y los 3800 (msnm), se extiende desde Colombia, Brasil, Per(, Bolivia y
Ecuador, para que crezca y se desarrolle la mufia necesita un clima con abundantes lluvias y
alta luminosidad, es usado por sus propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y

antieméticas (Leon, 2017).

La planta es denominacion comdn en el Peru, dicho arbusto se usa en infusiones y
decocciones, asi como para elaborar aceites esenciales. También es reconocida por sus
diversas propiedades medicinales, entre ellas reducir dolencias estomacales, enfermedades
respiratorias 'y combatir parésitos intestinales, siendo muy buenas sus propiedades
nutricionales por su contenido de calcio bordea los 2,237 mg demostrando asi principios

activos en las hojas, tallos y flores (Liceras y Alzamora, 2017).

7.2.2 Taxonomia de la especie

La descripcion de la especie vegetal, se llevd al Herbario de la Universidad Técnica de

Cotopaxi para la identificacién taxondmica.

Tabla 2

Taxonomia de Minthostachys mollis

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Equisetopsida C. Agardh
Orden Lamiales Martinov

Familia Lamiales Martinov

Género Minthostachys (Benth) Spach
Especie Mollis (Kunth) Griseb

Fuente (Mufioz, 2017)
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7.2.3 Descripcion boténica

La planta mide de 0.9 a 1.5 m de altura, es frondosa en el parte superior bien
impenetrable en hojas Son opuestas y dentadas, tienen pelos en los peciolos y en el envés de
las hojas, por lo que secretan la mayor cantidad de aceite esencial. El tallo es ramificado
desde el asiento, de igual forma presenta pelos, tiene forma prismatica cuadrilatero y propenso
a la lignificacion. Las flores se encuentran en la parte superior de las ramas, son pequefias,

blancas, irregulares y se encuentran reunidas en seudo verticilos axilares (Ibafiez, 2017).
7.2.4 Metabolitos activos en la planta

La planta al ser un organismo vivo produce una gran variedad de sustancias bioactivas
que se denominan metabolitos primarios y secundarios que actian como medio de defensa al
ataque de agentes patdgenos y de adaptacion ambiental adversos a la temperatura, humedad,
intensidad de luz, etc (Paucar, 2021).

Panucar (2021) plantea que: Los metabolitos primarios se consideran esenciales por
las maltiples funciones que tienen al ser moléculas nutricionales o estructurales, en cambios
los metabolitos secundarios que tienen funciones no nutricionales, pero muy importantes para
su supervivencia. Es decir que estos compuestos sirven para protegerse de los factores
internos y externos como los flavonoides, taninos, lignanos, cumarinas, alcaloides, terpenos,

saponinas, entre otros.
7.2.5 Propiedades y beneficios del (Minthostachys mollis)

El tifo desde el inicio de la historia de la medicina ancestral se ha caracterizado por
presentar propiedades digestivas ya sea para aliviar célicos, flatulencias, nauseas, diarreas
entre otros malestares como problemas de resfrio, antiasmaticos, expectorante, antiséptica,
antiespasmddicas, antiinflamatorias, etc. Hoy por hoy se lo utiliza para el tratamiento de
tumores ademas de ser una de las plantas las que se emplean en el cuidado de fracturas.
(Huamani, 2015, p. 25).

Por otro lado, Minthostachys mollis se considera como una planta nativa excelente
para contrarrestar la halitosis ademéas de jaquecas y el mal de altura, también se lo utiliza
como aditivo condimentario en alimentos. La utilizacion del tifo se extiende hasta la industria

agricola ya que se emplea como fungicida natural en cultivos alimentarios como es el caso de
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la papa que previene el ataque de insectos ademas del moho por otro lado se lo utiliza para

contrarrestar el gorgojo de los Andes (Huamani, 2015, p. 25).
7.2.6 Aceite esencial

El aceite esencial son sustancias odoriferas de naturaleza que se encuentran en gran
cantidad en especies vegetales, estdn ampliamente distribuidos en distintas partes del vegetal
como: raices, tallos, hojas, flores y fruto, es decir, un producto perfumado con una textura
compleja obtenido a partir de un material vegetal botanicamente especifico, por varios
métodos de destilacion tales como: arrastre de vapor, destilacién seca 0 mecanico apropiado

sin calentamiento, entre otros (Moncayo, 2018, p. 10).

Los AE contienen principalmente terpenos, moléculas formadas por unidades de
isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno) y concretamente por monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos, constituidos por dos, tres o cuatro unidades de isopreno, respectivamente, asi
como por sus derivados oxigenados: alcoholes, aldehidos y cetonas, ésteres y epdxidos,
denominandose en general “terpenoides”. También forman parte de los AE otros tipos de
compuestos como los fenilpropanoides, asi como alcoholes, aldehidos y cetonas alifaticos, etc
(Molina, 2021, p. 166).

7.2.7 Caracteristicas de los aceites esenciales
7.2.7.1Caracteristicas fisicas

Los aceites esenciales son volatiles, incoloros o ligeramente amarrillos y liquidos a
temperatura ambiente, por ende, se designan aceites etéreos, aceites esenciales o esencias,
estos son apropiados para diferentes industrias ya sea cosmética, perfumeria, colorantes

artificiales, farmacéutica, agroalimentaria entre otros (Ponce, 2020, p. 32)

Es importante saber que los principales compuestos que componen los aceites
esenciales son compuestos organicos (C, H, O formando cadenas y anillos) llamados

terpenos, que se obtienen de las plantas almacenadas y desprenden un aroma caracteristico.

Por otro lado, son solubles en alcoholes y en disolventes organicos, como éteres o

cloroformos y alcoholes de calidad, debido a su alto indice de refraccion. (Ponce, 2020, p.34)
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7.2.7.2 Caracteristicas quimicas

Se clasifican en terpenoides y no terpenoides.

Terpenoides: Son sustancias volatiles mayormente responsables del olor de muchas
plantas y frutas, estos derivan de unidades de isopreno (C5) unidas en cadenas y posee una
amplia distribucion en el reino vegetal. Principalmente encontramos en los aceites
monoterpenos (C10), aunque también son comunes los sesquiterpenos (C15), etc (Torres y
Higuera, 2021, p. 3).

No Terpenoides: Son sustancias alifaticas de cadena corta, sustancias aromaticas,
sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas que no son tan usadas como los terpenoides
(Ponce, 2020, p.35)

7.2.8 Usos de los aceites esenciales

El uso de los aceites esenciales depende de su composicion quimica y perfil
fotoquimico que presente, no obstante, se obtiene mayormente de plantas aromaticas las
cuales cuentan con beneficios y propiedades que pueden ser proporcionados al ser humano a
través de la ingesta y aplicacion de los mismos (Arias y Berrocal, 2021, p. 16).

Los diversos usos surgen por la afinidad terapéutica que presentan los aceites
esenciales uno de los ejemplos mas representativos es la accion antiséptica la cual ayuda a
mejorar la piel, también existe un uso topico este nos permite aliviar algunos malestares tales

como: los esguinces, problemas articulares entre otros (Arias y Berrocal, 2021, p. 17).

Por otro lado, se lo puede utilizar a través de la técnica de aromaterapia la cual es
mayormente manejada y aplicada en la medicina natural para diversos funcionamientos tales
como para tratamientos infecciosos como para minimizar la concentracion de estrés (Arias y
Berrocal, 2021, p. 17).

7.2.9 Aplicaciones de los aceites esenciales

El empleo de aceites esenciales Es fundamental en la aplicacion y desarrollo de
productos con innovacion en diversas industrias como la alimenticia, farmacéutica, quimica,
esenciales para la obtencion de diversos productos tales como saborizantes en bebidas,

confites, licores etc. (Romero, 2018, p. 11).



13

Romero, (2018) establece que “La utilizacion del aceite esencial ha formado parte del
desarrollo de formulaciones que buscan ser agradables, atractivas para los futuros
consumidores acentuando los niveles de concentracion en la preparacion esto se lo ha
realizado en la aplicacion de productos tales como: perfumes, jabones, aguas de tocador,

champus, labiales, cremas, etc.”

En la industria farmacéutica la aplicacion de los aceites esenciales es necesario en el
desarrollo de los medicamentos que proporcionan diversas propiedades que permiten
contrarrestar y mejorar enfermedades, algunas de las propiedades que proporciona los aceites
esenciales son antisépticos, antihelmintico, desinfectantes, diuréticos, expectorantes (Romero,
2018, p. 11).

7.2.10 Método de extraccién

“Los métodos de extraccion son diversos y cambian dependiendo el sustrato vegetal
para dar un mejor rendimiento a la extraccion” (Mejia y Ortiz, 2021). A continuacion, se

presenta los siguientes métodos de extraccion:
7.2.10.1 Enfleurage

Es un método antiguo de extraccién muy poco utilizado dicho proceso. que consiste en
utilizar grasa animal o vegetal, la mas comln es la grasa de cerdo RBD. Es decir, reside en
untar sobre un recipiente grasa debido a que los aceites son altamente solubles en ellos
(Ponce, 2020, p. 22).

7.2.10.2 Extraccién de solventes

La extraccion por solventes involucra la transferencia del ion de cobre desde la
solucion de lixiviacion (PLS) a una molécula organica que esta disuelta en un solvente.

Durante la extraccion, el ion de cobre se intercambia por un ion de hidrégeno (Romero, 2017,
p. 6).

7.2.10.3 Extraccion de fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es un estado de la materia en la que se encuentra bajo
condiciones de presion y temperatura superior a su punto critico, en el que no se pueden

distinguir el estado gaseoso del estado liquido. En este punto el compuesto es compresible,
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comportandose como un gas Y tiene la densidad de un liquido generando su poder disolvente
(Vargas, 2018, p. 8).

7.2.10.4 Hidrodestilacion

El proceso de Hidrodestilacion es el mas utilizado en relacion a los procesos, dicho
método consiste en calentar agua hasta su punto de evaporacion haciendo que el vapor entre
en contacto con la biomasa y actie como agente extractor (Chavez y Schuldt, 2020, p. 14).

7.2.10.5 Extraccion por arrastre con vapor

Este método es el método mas antiguo y simple utilizado para la extraccion de aceites
esenciales, en el que el aceite se vaporiza, luego se recolecta y se separa de la fase acuosa, es
decir, el material vegetal se sumerge en agua desde un estado estatico, esto se lleva a ebullir,
demostrando la accion del agua encargada de hacer desprender los aceites esenciales y esta a

su vez es inmiscible con la mayoria de moléculas (Posligua, 2021, p. 16).
7.2.11 Cinética de extraccién por arrastre de vapor

En el 2021, Cérdova y Veldsquez plantean que para la extraccion de aceite esencial
por arrastre de vapor se toma en consideracion tres parametros los cuales permiten definir la

eficacia de la extraccién algunos de ellos son:

e Cantidad de aceite obtenido
e Cantidad de materia vegetal ocupado

e Cantidad de energia utilizada

Los parametros anteriormente establecidos nos permiten determinar el rendimiento del
proceso de extraccion por arrastre de vapor tomando en consideracion la curva de la cinética

la cual se establece en tres fases (p. 26).

e Fase inicial: Es el periodo donde se obtiene la sustancia liquida.

e Fase media: Es la etapa donde se obtiene la extraccion del aceite esencial de
una manera rapida.

e Fase final: Es el lapso donde termina de acumular y obtener aceite esencial en

el proceso de extraccién (Cordova y Velasquez, 2021, p. 27).
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7.2.12 Ventajas y desventajas del proceso de extraccion por arrastre de vapor
7.2.12.1 Ventajas

El proceso de extraccion por arrastre de vapor es uno de los que presenta menores
indices de residuos durante la obtencion del aceite esencial lo cual genera que el producto

receptado sea de mejor calidad. (Véliz et al., 2019, p. 214).

Es uno de los procesos de extraccion para la obtencion de aceites esenciales de menor
costo debido a la instalacion y mantenimiento basico de la maquina ademas de que se puede
desarrollar tanto a nivel industrial como a gran escala de laboratorio, ademas de presentar los

mejores resultados de rendimiento del aceite esencial extraido. (Véliz et al., 2019, p.215).

7.2.12.2 Desventajas

El mayor inconveniente que presenta la extraccién por arrastre de vapor es que la
temperatura de operacién del equipo es alta lo cual lo convierte en un proceso inapropiado
para aceites esenciales con componentes sensibles al calor ya que produce la volatilizacion de
los compuestos (Véliz et al., 2019, p. 216).

7.2.13 Composicion quimica de aceite esencial

Chaquilla y Cols, (2019), establecen que “La composicion quimica de los aceites
esenciales difieren de acuerdo a diversas caracteristicas tales como: la especie, variedad,
clima, tipo de suelo, método de cultivo entre otras, estos tipos de variantes definen el aceite y
los principios activos presente en el mismo obteniendo asi diversos beneficios aplicados en

productos procesados” (p. 108).
7.2.13.1 Cromatografia de gases con detector de masas

La cromatografia de gases es una técnica analitica la cual se establece como una
herramienta esencial para la realizacion de andlisis cuantitativos y cualitativos de una manera
eficaz este tipo de cromatografia adherida a un detector de masa se caracteriza por poseer una
excelente sensibilidad, capacidad de pico al separar los compuestos analizados (Beser, 2019,
p. 54).
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7.2.14 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante en los aceites esenciales surge del sistema de reaccion o de
la fuente radicalaria u oxidante utilizada en el mecanismo, ademas se fundamenta en la
capacidad de antioxidantes presentes en el componente como en el microambiente del mismo
dando asi lugar a la estabilidad obtenida frente a los efectos sinérgicos o inhibitorios que
producen (Sarmiento, 2020, p. 10).

Existen diversas pruebas para la determinacion de actividad antioxidante que ejecutan
con los sobrenadantes por los métodos ajustados colorimétricamente tales como: ABTS y
FRAP. Ambos métodos se utilizan por tener una cinética de determinacion mas rapida que
permite ahorrar tiempo en comparacion con otros métodos que valorizan la Capacidad
Antioxidante Total (Rioja et al., 2018, p. 171).

7.2.14.1. Método del ABTS

Es la capacidad que tiene un antioxidante para estabilizar el radical ABTS producto de
la reaccion de la oxidacion del mismo con una enzima metamioglobina y perdxido de
hidrogeno, es decir “El método se sustenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical
ABTS+, debido a su reduccion a ABTS por la accion de antioxidantes. De esta manera el
grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del radical ABTS+, esta determinado en
funcion a la concentracion” (Rioja et al., 2018, p. 172).

7.2.14.2 Método de FRAP

El uso de este método es para medir el poder de reducir el plasma que son
desarrolladas por Benzie y Strain que las utilizé para evaluar la capacidad antioxidante en
diversos productos nutracéuticos y fitoterapéuticos, a reduccion de estos radicales libres
inducen a la pérdida o aparicién de una sustancia que al estar en contacto con el 2, 4, 6
Tripiridiltriazina Férrica (TPTZ) detecta compuestos con potenciales redox (Veloz, 2018, p.
15).

7.2.15. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales surge de la diversa interaccion de
los compuestos con diferentes puntos en la célula esto depende de las diferentes
concentraciones de los componentes, lo cual genera la identificacion del efecto bioldgico

antimicrobiano del aceite esencial (Bermudez et al., 2019, p. 149).
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7.2.15.1. Método de CMI

Es el método de concentracién minima inhibitoria que se caracteriza por poseer los
indices mas bajos de concentracion de antibidticos, el cual previene el crecimiento de
determinados microorganismos. Ademas de ello se caracteriza por identificar e interpretar la
sensibilidad de la bacteria (IDEXX, 2018).

7.2.15.2. Salmonella entérica

Es un patdgeno zoonotico que revoluciona la salud tanto en los seres humanos como
los animales ya que causa morbilidad y mortalidad en los mismos esta bacteria domina todo
material viviente existente en el ecosistema ya que después de la ingestion de los
microorganismos puede generarse enfermedades las cuales prosperan en el nicho intracelular

lo cual permite la resistencia antimicrobiana (Knodler y Elfenbein, 2019, p. 964-965).

7.2.15.3. Staphylococcus aureus

Es un patdgeno bacteriano Gram positiva el cual genera la amplia diversificacion de
enfermedades infecciosas este tipo de bacteria ha desarrollado resistencia a diferentes
farmacos que se han perfeccionado en la aparicion de cepas analizadas por lo que este tipo de
microorganimos hoy en dia es el mas conocido en enfermedades adquiridas por el ser humano
(Tracey y Chandrashekhar, 2021).

7.2.15.3. Esterichia coli

Segun Poirel et al. (2018) considera que Esterichia coli es una bacteria de la familia
Enterobacteriaceae, que forma parte de la microflora gastrointestinal de los animales de
sangre caliente y es el agente causal de graves enfermedades infecciosas tanto en humanos
como en animales. Este microorganismo ha creado resistencia antimicrobiana lo cual ha
provocado obstaculizar el tratamiento de este patdgeno generando preocupacién en la

comunidad.
7.2.15.4. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo corto el cual es considerado un
anaerobio facultativo este tipo de microorganimos se establece como un no formador de
esporas mévil ademas de ser un patégeno que incita una zona reducida de hemolisis en agar
sangre cabe destacar que este tipo de bacteria se muere al contacto con la naturaleza
(Rodriguez, 2018, p. 649).
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7.2.15.5. Bacillus cereus

Segin El Arabi y Griffiths (2021), menciona que “Bacillus cereuses un
microorganismo bacteriano Gram positiva que presenta una forma de bastén la cual se
caracteriza es una forma de espora anterior capaz de crecer en una amplia gama de
temperaturas y niveles de pH. Este patdgeno se considera un productor de toxinas ademas de
ser una bacteria anaerobica que sobrevive facilmente en los productos vegetales desde el

inicio hasta el metabolismo. (McDowell et al., 2021).
7.2.15.6. Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria ubicua en el medio ambiente este patdgeno presenta una estructura en
forma de baston ademés se lo considero un agente aerobio facultativo, este tipo de
microorganismo radica en diversificacion de infecciones esto depende de dos factores que
radican como variante de estudio de la bacteria ya que se especifican en la asociacion de la

celula bacteriana y microorganismos secretados (Paz et al., 2019, p. 181).

7.3. Marco conceptual

e ABTS: Se evalla la actividad antioxidante equivalente a Trolox.

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

e Antibacteriano: Es para combatir las infecciones causadas por bacterias.

e Antiemética: Impide o evita el vomito.

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

e Antioxidante: es una sustancia natural o fabricada por el hombre que
puede prevenir o retrasar algunos tipos de dafios a las células.

e CMI: Es la concentracibn minima inhibitoria que establece la
concentracion mas baja (en ug/ml) de un antibidtico que inhibe el
crecimiento de una determinada cepa.

e Compuesto: Sustancia hecha con la unién quimica de dos o mas
elementos.

e Cromatograma: Es la concentracién y volumen de compuestos en una
muestra.

e ET: Equivalente de trolox.
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e Extraccion: Es la separacion de un componente en el seno de una mezcla
por la accion de un solvente.

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

e Inhibitorio: Impide la manifestacién de una reaccion.

e Lignificacion: Proceso de desarrollo de la planta.

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

e Microambiente: Son las células o moléculas que rodean y sostienen otras
células y tejidos.

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

e Odoriferas: Es un buen olor o fragancia caracterizada.

e RBD: Refinada, blanqueada y desodorizada.

e Taninos: Son sustancias que se extraen de la corteza de algunos arbustos.
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 tifo.

8.2 Hipotesis Nula
La relacion masa / disolvente y tiempo, no influyen significativamente en el

rendimiento de la extraccion aceite esencial de tifo.

8.3 Validacion
El disefio experimental de superficie respuesta ejecutado en la investigacion, concluye
gue se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la alternativa, ya que si influye la relacion masa/

disolvente y tiempo en la extraccion del aceite esencial de tifo.
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9. METODOLOGIAS/DISENO EXPERIMENTAL

La metodologia es el conjunto de pasos, técnicas y procedimientos que se utiliza para
formular y resolver problemas de investigacion mediante la prueba o verificacion de hipdtesis
(Cabezas et al., 2018).

Las metodologias, procedimientos y técnicas utilizadas para la obtencion de este
trabajo de investigacion, se detalla de la siguiente manera:

9.1 Tipos de investigacion

9.1.1 Investigacion cuantitativa

Segin Naupas et al (2014), la investigacion cuantitativa utiliza la recoleccion y
analisis de datos, para contestar interrogantes de investigacion y comprobar hipotesis
formuladas, con el apoyo de medicion de variables e instrumentos de investigacion, usando la

estadistica y disefio experimental.

Este estudio es cuantitativo, ya que se ha optimizado numéricamente el proceso de
extraccion del aceite esencial, utilizando variables de respuesta continua, dando como

resultado condiciones 6ptimas de proceso.

Con el fin de optimizar la caracterizacion del aceite esencial de tifus, se utilizaron
métodos analiticos quimicos, que permitieron cuantificar los componentes presentes en la

muestra, asi como los antibacterianos y sus antioxidantes.
9.1.2. Investigacion cualitativa

Hace referencia a propiedades y atributos no cuantificables, que describen,
comprenden y explican de mejor manera los fendmenos, acontecimientos, poblaciones,

muestras u objetos (Naupas et al., 2014).

Para proceder a la seleccion de la especie vegetal, se tuvo que evaluar las cualidades
de la planta, enfocandonos en la clase, familia y produccién de metabolitos secundarios.
Ademas, se tuvo que recurrir a metodologias cromatograficas para la identificacion de

compuestos quimicos del aceite esencial.
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9.1.3 Investigacion descriptiva

Este tipo de investigacion especifica las propiedades y caracteristicas, de procesos,
objetos o cualquier fendmeno que se someta a un analisis, con el fin de establecer su

estructura o comportamiento (Gallardo, 2017).

Bibliograficamente se describen las cualidades que posee la planta, en cuanto a
caracteristicas botanicas, rendimiento y utilidad, para describir un procedimiento basico de

extraccién de aceite esencial con esta informacion.

La caracterizacion de los aceites esenciales incluye la caracterizacion de los
constituyentes quimicos que entran en la composicion de la muestra, asi como su actividad

antibacteriana y capacidad antioxidante.

9.1.4 Investigacion experimental

En este tipo de investigaciones se manipulan variables experimentales no
comprobadas, en condiciones controladas, con el fin de describir de qué modo o por qué causa

se sucede una situacion o acontecimiento (Baena, 2017).

La investigacion utilizd 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 6ptimas de extraccion del aceite esencial.
9.2 Técnicas
9.2.1 Observacion

La observacion es una técnica especifica de investigacion de campo, que tiene como
finalidad recoger y registrar ordenadamente los datos relativos al tema escogido como objeto

de estudio. Poseen un contacto directo con el objeto de estudio (Baena, 2017).

Para la seleccion de especies vegetales se deben colectar varias especies vegetales, y
por observacion se pueden determinar las caracteristicas necesarias para su uso en la

extraccion.

Durante la fase de extraccion y caracterizacion del aceite esencial, se utilizaron
observaciones de experimentos para obtener esta informacion necesaria para la conclusion del

estudio.
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9.2.2 Entrevista

Es cualquier encuentro entre dos personas, el investigador hace preguntas que pueden
ir desde las encuestas o cualquier cuestionario, es decir, instrumentos estructurados, y las
entrevistas abiertas donde es posible, incluso, que el investigador sea preguntado e interpelado
(Cabezas et al., 2018).

Para elegir la especie vegetal utilizada en la extraccion, fue necesario entrevistar a
varios especialistas en el campo botanico y agronomo de la Universidad Técnica de Cotopaxi,
quienes aportaron con informacion necesaria para la seleccion de la planta a emplear en el

desarrollo de esta investigacion.

9.3. Materiales y equipos

Los materiales utilizados para la realizacion de la presente investigacion se detallan a

continuacion:
9.3.1. Materiales de laboratorio

e Tubos de ensayo 10 mL

e Balones aforados vidrio 5 mL

e Balones aforados 10 mL

e Matraz con trampa de Clevenger,

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 Equipos

e Cromatdgrafo 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 4001/4;j



Incubador Biocell modelos M345

Extractor por arrastre de vapor (Lanphan Ltd., China)
Balanza Analitica (0,0001g)

Micropipeta automética 100-1000ul Microlit.

9.3.3. Reactivos

Material vegetal (Tifo)

Agua destilada

Salmonella entérica U822s
Staphylococcus aureus ATTC25923
Escherichia coli ATTC25922
Listeria monocytogenes ATTC 19115
Bacillus cereus ATTC 10876
Pseudomonas aeruginosa ATTC10145
Agar nutritivo

Agar Baird Parker

Agar Salmonella Shiguella

Agar Macconkey

Agua peptonada

Cloruro Férrico

Acetato de sodio

Acido acético

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

Acido clorhidrico

Carbonato de sodio

Acido gaélico

Etanol 99.8%

Agua destilada

Sulfato de sodio

Trolox grado analitico

23
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e Reactivo ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium
salt)
9.4 Metodologia de extraccion del aceite esencial de Minthostachys mollis
9.4.1 Recoleccion

La materia vegetal fue recolectada en la etapa de floracion, la cual fue cosechada de

manera manual en los paramos del cantdn Pujili, provincia de Cotopaxi.

Figura 1

Recepcion de la planta

Fuente: Collantes y Mena, 2022

9.4.2 Seleccidn del material vegetal

Luego de la recoleccion se selecciond las plantas que presentaron mejores
condiciones, es decir sin la presencia de manchas, grietas, plagas, alteraciones morfoldgicas
visibles e infestadas por hongos y parasitos.

Figura 2

Clasificacion de la materia vegetal

NRDISTEA

Fuente: Collantes y Mena, 2022
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9.4.3 Limpieza y desinfeccion del material vegetal

Se procedid a limpiar y desinfectar con una solucién acuosa de hipoclorito de sodio

0,1%, con el fin de eliminar contaminantes presentes en la materia vegetal.

Figura 3

Limpieza del Tifo

Fuente: Collantes y Mena, 2022

9.4.4 Secado del material

Se deshidratd el material vegetal en un espacio amplio, a una temperatura ambiente,
colocando en la superficie inferior una manta para que los restos de la planta no se

contaminen y exista una mejor absorcion de agua.

Figura 4

Secado del material vegetal

A Al g%

A -

Fuente: Collantes y Mena, 2022

9.4.5 Trituracion del material vegetal
Se realiz6 cortes de la planta con la ayuda de una tijera, hasta alcanzar la longitud de 2

cm, para obtener una mejor penetracion del vapor de agua en los tejidos vegetales.
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Figura 5

Triturado material vegetal

Fuente: Collantes y Mena, 2022

9.4.6 Extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor

Se procedio a colocar el material vegetal de tifo con agua destilada, en un extractor por
arrastre de vapor (Lanphan Ltd., China), para la extraccion del aceite esencial se utilizaron las
siguientes condiciones: tiempo (A) 60, 105 y 150 minutos y relacién material/agua destilada
(B) 1:3, 1:4 y 1:5, la temperatura del proceso se mantuvo constante a 100 °C. Los factores de
estudio se escogieron utilizando como referencia articulos cientificos sobre la extraccion de
aceites esenciales. Para cada corrida experimental se ocup6é un volumen de 5 litros entre el
material vegetal y el disolvente. El tiempo de extraccion inicia cuando cae la primera gota de

la mezcla agua-aceite (Quezada et al., 2019).
Figura 6

Destilacion del Aceite esencial de Tifo

Fuente: Collantes y Mena, 2022

9.4.7 Separacién y almacenamiento del aceite esencial

Para la separacion del aceite en el agua hidrolato se utiliz6 una trampa de Clevenger,
que permite recopilar el aceite en un vaso de precipitacion debido a la flotacion en la

superficie, para esto se afiadié 2 g sulfato de sodio por media hora, después se filtré la
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muestra, posteriormente se envasd en frascos ambar y se almacend a temperatura de

refrigeracion aproximada de 5°C.

Figura7

Separacion y almacenamiento del aceite esencial

Fuente: Collantes y Mena, 2022

9.5 Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de Minthostachys mollis
Figura 8

Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de Tifo.

Materia }

Recoleccion

l

Seleccion

{ Planta de tifo

} { Desechos vegetales
v
Material vegetal, solucion Limpi Residuos de la solucion
S Impieza . .
acuosa de Hipoclorito de } p { acuosa de Hipoclorito

Materia vegetal tifo

sodio 0,1 % l de sodio 0,1 %

Material vegetal tifo} Secado Agua, residuos
l vegetales
Materia vegetal} Triturado { Restos vegetales
Tiempo: 60, 105 y 150 l
minutos.
Relacion: material/agua Extraccion

destilada de 1:3,1:4y 1:5

2 g de sulfato de sodio }

!

Separacion y

Aceite esencial

Residuos de planta de
tifo

Vapor de agua

Agua destilada

Hidrolato

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022
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9.6. Rendimiento (%)

El rendimiento de las corridas experimentales en el proceso de extraccién se calcul6
mediante la relacion entre la cantidad de materia vegetal seca y la cantidad de aceite extraido,
con ello se establece la eficacia de la extraccion. Para la aplicacion de la metodologia se pesé
el material vegetal seco en una balanza analitica marca Radwag Modelo AS 82/220.R2 PLUS,
luego se realizd la extraccion del aceite esencial en un equipo de arrastre de vapor marca

Lanphan Ltd., China, a continuacion, se peso el aceite esencial extraido.

Los rendimientos de aceite esencial de tifo de cada corrida experimental se expresaron
en g de aceite por 100 g de material vegetal, segun la siguiente ecuacion (Elyemni et al.,
2019):

Cantidad de aceite extraido (g)
Cantidad de materia vegetal seca (g)

Rendimiento (%) = X 100 (Ecuacion 1)

9.7. Caracterizacion de la composicion del aceite esencial de Minthostachys mollis,

mediante la siguiente metodologia:
9.7.1. Cromatografia de gases con selectivo de masas

El anélisis GC-MS se realiz6 utilizando un cromatdgrafo de gases con espectrometria
de masas (GC-MS) en un equipo espectrometro de masas Agilent Technologies 5975 inert XL
MSD with Triple-Axis Detector. La temperatura del inyector era de 250°C. Los parametros
y condiciones de la espectrometria de masas fueron los siguientes: Fuente de iones de impacto
electrénico (El) 154 temperatura de 230°C; energia electrénica de 70 eV; temperatura de
interfaz de 250°C; rango de escaneo masivo de 155 30-400 u y uso del modo de exploracion

completa (Yang et al., 2021).

9.8. Determinacion de la capacidad antioxidante del aceite esencial de Minthostachys
mollis, mediante los siguientes métodos.

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

El ensayo de antioxidantes reductores férricos (FRAP) se realizd siguiendo la
metodologia que se detalla en este trabajo. El reactivo se preparé mezclando 10 mmol/L de
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reactivo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) con 20 mmol/L de cloruro férrico en tampén
acetato (pH 3,6). Los resultados cuantitativos se calcularon utilizando una curva estandar de
sulfato ferroso utilizada como estandar externo (0,02 a 1,5 pumol/mL). Antes del analisis, el
extracto de propoleo se diluyo de 20 a 200 veces y se mezclaron 20 pL del extracto con 200
pL del complejo ferrico. Los resultados se calcularon y expresaron como micromoles de Fe2+
por gramo de propdleo. La absorbancia (A = 593 nm) se leyd en cubetas de poliestireno dptico
utilizando un espectrofotometro. Todas las mediciones se realizaron por triplicado (Svecnjak

et al., 2020).

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

La actividad antioxidante del aceite esencial se realiz6 a través de la metodologia de
captura del catién radical ABTS. Se utiliz6 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 solucién catidnica radical se prepar6 haciendo reaccionar ABTS 3,5 mM con
persulfato potasico 140 mM. Para completar la reaccion y la estabilizacion radical, la solucion
radical ABTS permanecio protegida de la luz, en temperatura ambiente por un periodo de 16
horas. La solucion de ABTS se diluyo en etanol hasta obtener una absorbancia de 0,7 + 0,05 a
734 nm. La curva de calibracion estdndar de Trolox se realiz6 a concentraciones de 100, 250,
500 y 1000 uM. Las concentraciones utilizadas para construir la curva de calibracién para la
capacidad antioxidante del aceite esencial fueron de 1000, 2000, 4000, 6000, 8000 y 10000
pg/mL en el medio ambiente oscuro, se transfirid una alicuota de 30 pL de cada solucion
estandar a tubos de ensayo y se agreg6 3,0 mL de la solucién radical ABTS. Las absorbancias

se midieron a 734 nm después de 6 min de reaccién (Silva et al., 2018).

9.9 Determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
mollis.

Se evalud la actividad antimicrobiana del aceite esencial de tifo sobre cepas
bacterianas. Los microorganismos utilizados corresponden a la coleccion de la Universidad

Técnica de Cotopaxi: Salmonella entérica U822s, Staphylococcus aureus ATTC25923,



30

Escherichia coli ATTC25922, Listeria monocytogenes ATTC 19115, Bacillus cereus ATTC
10876 y Pseudomonas aeruginosa ATTC10145.

Las cepas bacterianas fueron activadas antes de su uso, se sembraron en medio de agar

nutritivo para evaluar su viabilidad en ensayos de susceptibilidad bacteriana.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de tifo ante las cepas bacterianas se

determin6 mediante el siguiente método:

9.9.1 Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI). Método de

dilucion en tubos.

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se prepard un
medio que consta de caldo Mueller Hinton y una solucién estéril de tween 80, con el fin de
obtener una homogeneidad de la fraccién de aceite esencial en el medio, y maximizar su
miscibilidad en el medio. Para la determinacién del CMI, se utilizaron 10 tubos de ensayo.
Los primeros seis se usaron para preparar la concentracion. rangos (3, 2, 1, 0,5; 0,2 y 0,005
%) de cada fraccion de aceite; los dos ultimos contienen los controles positivos y negativos.
En los tubos de ensayo que contenia cada fraccion de aceite y el control positivo, se
introdujeron 10 pL del in6culo. Después de 24 h de incubacion de los tubos a 37 °C, la CMI
corresponde a la concentracion mas baja de aceite esencial capaz de inhibir el crecimiento

bacteriano después de 18 a 24 h de contacto (Ayoub et al., 2021).
9.10 Flujograma de la caracterizacion del aceite esencial de Tifo
Figura 9

Flujograma de la caracterizacion del aceite esencial
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Elaborado por: Collantes y Mena, 2022
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9.11 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 utilizé el modelo de optimizacion numérica mediante el disefio de
superficie respuesta IV Optimo, el cual genera una ecuacion matematica que evidencia la

tendencia de las condiciones del proceso.

Para determinar las condiciones Optimas de proceso, en el equipo de laboratorio se
evallan los factores: tiempo (A) y relacion materia prima/agua destilada (B), y como variable
respuesta se evalua el rendimiento. La Tabla 3 muestra los rangos evaluados en la prueba para
cada factor.

Tabla 3.

Condiciones experimentales para el disefio de experimentos

Factor Nomenclatura UM Tipo Subtipo Minimo Maximo
Tiempo A Min Numeérico Discreta 60 150
Relacion

material/agua B m/m Numérico Discreta 1:5 1:3
destilada

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.

Mediante el programa Design Expert 8.0.6, utilizando el disefio de superficie
respuestas IV Optimo vy las condiciones experimentales, se establecieron 17 corridas que son

presentadas en la Tabla 4.



Tabla 4.

Corridas experimentales para la extraccion del aceite esencial de Minthostachys mollis.

Corrida Tiempo (min) Relacion material/agua destilada
60 3
150
60
150
105
105
105
150
60
60
105
150
105
105
105
150
17 60
Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.
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9.11.1 Cuadro de variable
Tabla 5.

Cuadro de Variables

Variable Variable Indicadores Dimensiones
dependiente independiente
Tiempo Extraccion del aceite Rendimiento (%)
esencial

Aceite  esencial

de tifo Caracterizacion quimica Composicién  quimica
(Mln_thostachys del aceite esencial (CG-DM)
mollis)
Relacion Capacidad antioxidante ~ Ensayo FRAP
material/agua Ensayo ABTS
destilada
Actividad Concentracion  minima
antimicrobiana inhibitoria (CMI)

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

10.1. Optimizacion del proceso de extraccion del aceite esencial de Minthostachys mollis,

mediante arrastre de vapor.

Para la extraccion del aceite esencial se emple6 la metodologia de arrastre de vapor,
donde las hojas se mantienen sobre el agua en un lecho compacto. El agua se hierve y el vapor
generado pasa a través del material vegetal, alterando la estructura celular y liberando

compuestos volatiles. Luego, el vapor se condensa en un recipiente, el condensador contiene
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agua y aceite. Los compuestos solubles en agua se disuelven en menor medida en el
condensador. La destilacion al vapor tarda hasta dos horas en alcanzar el rendimiento
méaximo. Cuanto mayor sea la temperatura del vapor, mas rico el aceite extraido y mas alto su
rendimiento. Ademas, este método es mas barato porque utiliza agua como conductor del
aceite y se emplea un equipo facil de manejar y evita el sobrecalentamiento del aceite (Sauid
etal., 2018; Quezada et al., 2019).

Los factores de relacion masa disolvente, tiempos de extraccion y tamafio de particula,
influyen en el rendimiento y composicién del aceite esencial (Quezada et al., 2019; Arango et
al., 2009). En la investigacion se evalud los intervalos de los factores tiempo de extraccién
(60 a 150 min) y relacion material/agua destilada (1:3 a 1:5) mediante un modelo de
optimizacion numérica de superficie respuesta, estos factores y niveles fueron acogidos de
investigaciones similares de extraccidn de aceites esenciales (Paucar et al., 2021; Quezada et
al., 2019).

10.2. Evaluacién del modelo para el rendimiento

La Tabla 6 muestra la matriz experimental del disefio de superficie respuesta en el
proceso de extraccion del aceite esencial, mediante la ecuacion 1 se calcul6 el rendimiento, el

cual es enfatizado en el Gltimo cuadrante.



Tabla 6.

Matriz experimental para la extraccion del aceite esencial de Minthostachys mollis.

Corrida Tiempo Relacion material/agua Rendimiento
(min) destilada (m/m) (%)

1 60 3 0,5344
2 150 1 0,689
3 60 3 0,5454
4 150 2 0,6612
5 105 1 0,6789
6 105 3 0,6112
7 105 3 0,6022
8 150 1 0,6799
9 60 2 0,6321
10 60 1 0,6453
11 105 3 0,6112
12 150 3 0,6234
13 105 2 0,6543
14 105 2 0,6445
15 105 1 0,6654
16 150 3 0,6312
17 60 1 0,6545

1.1:5:2.1:4;: 3. 1:3

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.
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Los rendimientos en las corridas de extraccion del aceite esencial de Minthostachys
mollis estuvieron entre 0,689 y 0,5344 %. Los resultados variaron con lo expuesto por otros
autores, Benites et al (2018) reporta valores de rendimiento del 0.98%, Quezada, et al (2019)
publicé datos de 0,285% y Paucar et al (2021) indic6 valores de 0,41 %, a 0,21 %.

La composicion quimica del aceite esencial y el rendimiento del proceso, estan sujetas
a otras variables como: técnica de extraccion, tratamiento o almacenamiento de material

vegetal y condiciones de crecimiento geobotanico (Quezada et al., 2019).

Los resultados del modelo codificado de rendimiento se muestran en la Tabla 7, donde
se obtuvo un modelo cuadrético para ajustar la ecuacién matematica para el rendimiento como

variable respuesta.

Tabla 7.

Parametros del modelo codificado del rendimiento

. Rendimiento
Indicador (%)
Intercepto 0,64
XRrMA -0,038*
XTiE 0,025*
XrmA XTiE -0,013*
Xrig® -0,013*
R? 0,9736
R? ajustado 0,9577
R? predicho 0,8935
F modelo 61,44*
F falta de ajuste 4,58

Precision adecuada 24,013
RMA: relacion masa/agual
TIE: tiempo de extraccion
*Valor significativo para p < 0,05.

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022

En la Tabla 7 se muestra el modelo cuadratico de rendimiento, la F calculada fue
superior al valor de la tabla de Fisher, de tal forma, se rechazé la hipotesis nula y se concluyd
que el modelo fue significativo. La RMA (relacion masa/agua) y TIE (tiempo de extraccion),
fueron significativos, por tal forma existe influencia en el rendimiento de la extraccién del

aceite esencial.
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El modelo ajustado muestra un 97,36 % de variabilidad en el coeficiente de
determinacion, por lo cual se acepta el modelo matemaético.

El factor de relacion masa/agua influyd mas que el tiempo de extraccion en el modelo
rendimiento (Tabla 7) que resultd significativo en términos cuadraticos. El valor del
coeficiente del factor RMA fue negativo, de tal forma el rendimiento aumenté con el
incremento de la relacion masa disolvente, logrando un valor méximo de 0,689% a las
condiciones de 150 minutos y relacion masa disolvente de 1:5, esta relacion se muestra en la
Fig.10.

Figura 10
Interaccion entre los factores RMA: relacién masa/agua, TIE: tiempo de extraccion.

Interaction
0737724 —| B: Relacidn masafaqua

0676921 —

0616118 —

Rendimiento (%)

0.555314 —

0.494511 —

| I | | | | I | | | |
4171 52.66 63.60 74.54 85.49 9643 107.38 11832 12927 14021 15116

A: Tiempo (min)

Nota: Figura obtenida con el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis,
EE.UU.) con los datos experimentales

Elaborado por: (Collantes y Mena, 2022)

En otras investigaciones se obtuvieron valores similares en la extraccion del aceite
esencial (Benites et al., 2018; Paucar et al., 2021; Quezada, et al., 2019;). La primera parte del
calentamiento, se produce una ruptura de las estructuras celulares, a medida que continua el

calentamiento, la tasa de descomposicion celular aumenta significativamente hasta que toda la
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estructura se degrade. Esto significa que la penetracion del disolvente en el tejido, la
velocidad a la que se elimina el aceite del material vegetal, dependen del tiempo de
calentamiento y cantidad del disolvente (Allaf y Allaf, 2016; Golmohammadi et al., 2018).

Figura 11

Valores predicho y experimental para el rendimiento.

Predicted vs. Actual

0.70 —

0.65 —

0.60 —

Predicted

0.55 —

0.50 —

0.50 0.55 0.60 0.65 0.70

Actual
Nota: Figura obtenida con el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis,
EE.UU.) con los datos experimentales.
Elaborado por: (Collantes y Mena, 2022)
La figura 11 expone los valores predichos y experimentales, donde se muestra una
correlacion entre las respuestas experimentales y predichos por el modelo matematico,
evidenciandose que los datos actuales o experimentales estan cercanos a la recta representada

por los valores predichos, con lo que establece se acepta el modelo matematico.
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10.3. Optimizacion de los modelos del disefio experimental

Figura 12

Optimizacidén numérica para el modelo de rendimiento.

Interaction
B: Relacion masa/agua

1.000 —

Prediction 0.962
0800 —| /
2//—\'
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0.000 —

T T I T T T T T T T T
60.00 69.00 78.00 87.00 96.00 10500 11400 12300 13200 14100 150.00

A Tiempo (min)

Nota: Figura obtenida con el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis,
EE.UU.) con los datos experimentales.

Elaborado por: (Collantes, Mena 2022)

La figura 12 muestra la superficie respuesta del rendimiento en la optimizacion
numeérica, donde se aprecia un buen ajuste del modelo matematico. La condicion 6ptima
prevista se obtuvo con un RMA de 1:5 y TIE de 150 min, con una deseabilidad de 0,962 de lo

ideal que es 1.

Tabla 8

Valores predichos y experimentales del proceso
Parametro Valor predicho Valor experimental
Rendimiento (%) 0,6831 0,6814

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022
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En la Tabla 8 se observa los valores predichos y experimentales que se determinaron
para validar los datos de la optimizacién numérica, se realizd ensayos experimentales a las
condiciones predichas, en el cual se comparé los valores 6ptimos y predichos, comprobando
la semejanza entre los valores experimentales y predichos, con lo que se acepta la

optimizacion numérica.

10.4. Composicion del aceite esencial de Minthostachys mollis, mediante cromatografia

de gases con detector de masas.

Por medio de la metodologia de cromatografia de gases con detector de masas, se
determind la composicion quimica del aceite esencial de Minthostachys mollis. La figura 13
muestra cromatogramas obtenidos con GCMS, donde se expone una composicion quimica
compleja, marcada por 2 compuestos mayoritarios. En el aceite esencial se han cuantificado
19 compuestos voléatiles que representan el 100% de la composicion del aceite esencial,en la
Tabla 9.

En el aceite esencial aparecen como compuestos volatiles mayoritarios el carvacril
acetato (44,01%) vy el carvacrol (16,51%). Los dos componentes quimicos corresponden al
grupo fendlico, el carvacril acetato y carvacrol tiene potencial para ser estudiado como un

farmaco alternativo para tratar los trastornos de ansiedad (Damasceno et al., 2014).



Tabla 9

Composicidn del aceite esencial de Minthostachys mollis.

Compuesto quimico Unidad %
Alfa-Tujene Y%plv 0,93
Alfa-Terpineno Yoplv 0,38
Limoneno Y%plv 0,4
4-isopropilTolueno Y%oplv 4,69
Gamma-Terpineno %p/v 1,68
Linalool Y%oplv 1,17
Neomentol Y%oplv 1,09
Mentona Y%plv 8,2
Iso-Mentilacetato Y%oplv 0,84
Pulegone Y%oplv 4,69
Piperitone Y%plv 54
Carvacrol %p/v 16,51
Menta-1,4,8-Trieno Y%plv 1,06
Timil Acetato Y%plv 2,37
Beta-Cariofileno Y%plv 2,33
Carvacril Acetato Y%oplv 44,01
Piperitonona Y%plv 2,06
Germacreno-D %p/v 1,12
Biciclo Germacreno Y%plv 1,06

Total %p/v 100

Fuente: Laboratorio Cienfic Crom, 2022
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La composicion del aceite esencial difiere a lo reportado por otros autores, Benites et

al (2018) publica a la Mentona (13,2%) y Pulegone (12,4%) como los compuestos

prioritarios, Quezada et al (2019) reporta como compuestos principales del aceite al Carvacril

acetato (18,95%) y transcariofileno (10,05%), Paucar et al (2017) indica que el Neomentol

(32,34 %) y Pulegona (28,42%) son los compuestos mayoritarios, ademas Sanchez et al
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(2021) indica como compuestos mayoritarios a la Mentona (32,9%) y Eucaliptol (28,1%).
Estudios de aceites esenciales en plantas de la misma especie y region geogréafica, muestran
variaciones en su composicion quimica debido al estrés, la altura o la estacion del afio. Este
hecho permite agrupar los aceites esenciales segun la presencia de varios compuestos clave en
su composicion como resultado de variaciones genéticas. Ademas, la composicion de los
extractos puede depender de otras variables como: la técnica de extraccidn, procesamiento o
almacenamiento del material vegetal y las condiciones de crecimiento geobotanico (Quezada
etal., 2019).

El carvacrol es un monoterpenoide fendlico que se encuentra en los aceites esenciales
de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris), hierbabuena (Lepidium flavum),
bergamota silvestre (Citrus aurantium bergamia) y otras plantas. Posee una amplia gama de
bioactividades supuestamente Utiles para aplicaciones tales como actividades antimicrobianas,

antioxidantes y anticancerigenas (Sharifi et al., 2018).

El carvacril acetato es un éster monoterpénico semisintético, se deriva del carvacrol, el
cual se encuentra principalmente en el aceite de orégano. Este compuesto tiene un alto
potencial para ser estudiado como un farmaco alternativo para tratar los trastornos de ansiedad
(Fernandes et al., 2013).
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Figura 13

Cromatograma en relacion al tiempo de retencion en el aceite esencial
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Fuente: Laboratorio Cienfic Crom, 2022

El cromatograma representa la relacion entre el tiempo de retencion (min) y la
abundancia de los compuestos. La abundancia de los compuestos estd dada por la altura y el
area del pico, al ser mayor su altura y superficie, el nimero de iones que produce es mayor, es
decir, mayores superficies corresponden a compuestos con mayor numero, ya que mas
fragmentos estan presentes de una molécula, en cambio, cada pico corresponde a una
sustancia en particular, debido a su tiempo de retencion definido. En la figura 13 se observa
que el carvacril acetato cuenta con un tiempo de retencién de 38,665 (min) adherido a una
abundancia de 1.5e+07, seguido el compuesto carvacrol que cuenta con un mayor tiempo de
retencion de 35,483 (min) con una abundancia de 1e+07, por ende, dichos compuestos son los

mas caracteristicos en el aceite esencial de tifo.



44

Figura 14

Cromatograma de la relacion de la m/z del compuesto Carvacril Acetato
oD : CARVACRYL ACETATE
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Fuente: Laboratorio Cienfic Crom, 2022

En la figura 14 se visualiza que el cromatograma representa la relaciéon m/z por la
abundancia del compuesto carvacril acetato que posee una estructura molecular de
C12H1602, ademas de ello se manifiesta que cada pico genera una desintegracion de cada ion
de hidrogeno, tal es el caso de 135.1 el cual muestra el mayor valor de m/z por abundancia de

10.000 del compuesto.

10.5. Capacidad antioxidante del aceite esencial de Minthotachys mollis.
Para evaluar la actividad antioxidante presente en el aceite esencial, se realiz6 los

ensayos de ABTS y FRAP, cuyos resultados se exponen en la tabla 12.

Tabla 10

Ensayos de captacién de radicales libres.
Ensayo Unidades Resultado
ABTS pumol ET /g 25,45
FRAP umol Fe**/g 18,20

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.
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En la Tabla 10 se muestran los resultados de FRAP y ABTS, obteniéndose 18,20 pumol
Fe2+/g y 25,45 pmol ET/g respectivamente, los resultados obtenidos son bajos en

comparacion a otros aceites, lo que indica poca capacidad para eliminar los radicales libres.

No se reportan investigaciones sobre la capacidad antioxidante de este tipo de aceite,
por lo que se lo compar6 con otros aceites de diferente material vegetal. En otras
investigaciones se reportaron valores altos de capacidad antioxidante, Culum et al (2021)
obtuvo en ABTS 71,21 umol ET /g para el aceite esencial Achillea millefolium L., en ABTS
y FRAP valores de 145 umol ET /g y 409 umol Fe2+/g para el aceite esencial de Baccharis
oreophila (Oliveira et al, 2019) y Tava et al (2020) obtuvo valores de ABTS de 6,70 pmol ET

/mL para el aceite de Achillea moschata.

Actualmente, la actividad antioxidante ha sido ampliamente utilizada como parametro
para describir los efectos de una determinada molécula. Dicha actividad esta asociada a
compuestos capaces de proteger sistemas bioldgicos contra los efectos nocivos causados por
el exceso formacion de especies reactivas de oxigeno. En otras investigaciones se reporta que
el aceite esencial de Minthostachys mollis tienen un bajo nivel de actividad antioxidante
(Benites et al., 2018).

10.6. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis.

Al aceite esencial de Minthostachys mollis, se evalué la concentracion minima
inhibitoria (CMI) contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, que pueden estar

presentes en las matrices alimentarias.
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Tabla 11

Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Minthostachys mollis contra las

bacterias.
Muestra S. S. E. Coli L. B. Pseudomona
(%) entéric  aureus monocytogenes cereus S aeruginosa
a
Aceite 3,0 5,0 3,0 3,0 3,0 0,1
esencial

Minthostachys

mollis.

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022.

En la Tabla 11, indica los resultados de la CMI, que varia entre 0,1 hasta 5%. Con los
ensayos microbioldgicos se pudo constatar el efecto del aceite esencial frente a las bacterias,
obteniéndose el siguiente orden de efectividad para la concentracion minima inhibitoria:
Pseudomonas aeruginosa > Salmonella entérica U822s = Escherichia coli ATTC25922 =
Listeria monocytogenes ATTC 19115 = Bacillus cereus ATTC 10876 > Staphylococcus
aureus ATTC25923. Se aprecia que el microorganismo Staphylococcus aureus ATTC25923
presentd la mayor resistencia al aceite esencial con una CMI de 5%.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis se ha
atribuido a compuestos quimicos, tales como, terpenoides, monoterpenos, geraniol, pulegona,

mentona, neomentol y citronelol (Paucar et al, 2021).

La actividad antimicrobiana del carvacrol es mayor que la de otros compuestos
volatiles presentes en los aceites esenciales debido a la presencia del grupo hidroxilo libre, la
hidrofobicidad y la fraccion fenol. Es particularmente eficaz contra los patdgenos transmitidos
por los alimentos, incluidos Escherichia coli, Salmonella y Bacillus cereus (Sharifi et al.,
2018).

En otras investigaciones se reportaron resultados similares sobre la actividad
antimicrobiana del aceite esencial. Paucar et al (2021) indicé que a una concentracion de
aceite del 25% es 100% efectivo sobre el Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis y
Candida albicans a las 24 horas, Sanchez et al (2021) indica que la CMI para la Candida

albicans fue de 1.05 pg/mL y 2,11 pg/mL para Enteroccocus faecalis y la Porphyromonas
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gingivalis, ademas a concentraciones de aceite del 1,6 y 3,2% (v/v) resulté inhibidora para el
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus respectivamente (Sanchez et al, 2021).

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)
11.1. Impactos técnicos

El Ecuador posee una amplia diversidad de plantas, de las cuales se desconoce sus
propiedades benéficas, por lo que esta investigacion aplico los conocimientos técnicos de la
quimica y estadistica, para definir las condiciones Optimas de la extraccion del aceite esencial
de Minthostachys mollis, ademas estudio las caracteristicas quimicas, capacidad antioxidante
y actividad antimicrobiana del aceite, generando posibles alternativas de aplicaciéon en los

alimentos.

11.2. Impactos sociales

El Ecuador es un pais netamente agropecuario, por lo que la utilizacion del tifo como
materia prima para la produccion de aceite esencial, generaria nuevos cultivos no
tradicionales en la produccién primaria, generando fuentes de empleo en los sectores rurales

involucrados.

11.3. Impactos ambientales
El impacto ambiental es minimo, debido a que la produccion del aceite esencial no
genera desechos toxicos que puedan ocasionar dafios al ambiente, ademas que la produccion

de esta nueva variedad no genera afectacion en la flora endémica de la naturaleza.

11.4. Impactos econdémicos

El proyecto tiene un impacto econémico visible debido a que con la obtencién del
aceite esencial de tifo de las mejores corridas se obtuvo un rendimiento 0,689 en la relacion 1-
5 con un tiempo de 150 minutos, el cual es viable en su produccion, apoyando a la generacion
de subproductos a partir del mismo dentro de las diferentes industrias por sus principios

activos.



12. PRESUPUESTO
Tabla 12.

Presupuesto de la investigacion.

PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO

Recursos Cantidad H.uso Valor Valor total
Unitario $ $

Equipos

Cromatografo de gases con 1 5 20 100

espectrometria de masas

(GC-MS) en un equipo

Agilent Technologies 5975

inert XL MSD with Triple-

Axis Detector.

Espectrofotometro 1 5 10 50

GENESYS 20 Modelo

4001/4j

Incubador Biocell modelos 1 48 1 48

M345

Extractor por arrastre de 1 24 8 192

vapor (Lanphan Ltd., China)

Balanza Analitica (0,0001g) 1 4 5 20

Micropipeta automatica 100- 1 4 2 8

1000ul Microlit

418

Descripcion Cantidad Unidad Valor Valor
Unitario$ Total$

Materiales y suministros

Tubos de ensayo 10 mL 10 U 0,25 2,5

Balones aforados vidrio5mL 5 U 5 25

Balones aforados 10 mL 5 U 5 25

Matraz con trampa de 5 U 3 15

Clevenger,

Pipeta volumétrica de vidrio 5 U 3 15

10 mL

Varilla de agitacion 1 U 5 5

Vasos de  precipitacion 5 U 3 15

(250mL)

Cajas Petri 15 U 3 45

Pinzas 1 U 5 5

Papel filtro 1 U 5 5

Gradillas 3 U 10 30

187,5

Reactivos

Agua destilada 10 L 1 10

Salmonella entérica U822s 1 U 50 50

Staphylococcus aureus 1 U 50 50

ATTC25923
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Escherichia coli ATTC25922 1 U 50 50
Listeria monocytogenes 1 U 50 50
ATTC 19115

Bacillus cereus ATTC 10876 1 U 50 50
Pseudomonas aeruginosa 1 U 50 50
ATTC10145

Agar nutritivo 50 g 1 25
Agar Baird Parker 50 g 1 25
Agar Salmonella Shiguella 50 g 1 25
Agar Macconkey 50 g 1 25
Agua peptonada 50 g 1 25
Cloruro Ferrico 5 g 1 2,5
Acetato de sodio 5 g 1 2,5
Acido acético 1 U 50 50
Reactivo  TPTZ (235- 5 g 20 100
Triphenyltetrazolium

chloride)

Sal de Mohr 5 g 10 50
Acido clorhidrico 100 ml 0,10 10
Carbonato de sodio 5 g 0,50 2,5
Acido galico 1 g 30 30
Etanol 99.8% 2 L 10 20
Sulfato de sodio 5 g 0,50 2,5
Trolox grado analitico 1 g 150 150
Reactivo ABTS (2,2'-Azino- 1 U 50 50
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) diammonium

salt)

905

Material Bibliogréafico y fotocopias.

Esferos 4 U 0,45 1,80
Impresiones 800 U 0,16 125
Computadora 500 h 0,60 300
Anillados 3 U 1,80 5,40
CD 1 U 2,00 2,00
Empastados 1 U 30,00 30,00
464,20

Gastos varios

Internet 100 Horas 0,60 60
Combustible 10 Dias 10 100
Alimentacion 10 Dias 8 80
240

Materia prima

Tifo 30 Kg 0,50 15
15

TOTAL 2.229,70

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022
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13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1 Conclusiones

En la extraccion del aceite esencial de Minthostachys mollis por la metodologia de
arrastre de vapor, se obtuvo las condiciones optimas del proceso con una relacién de
masa/disolvente de 1:5 y tiempo 150 minutos, alcanzando un rendimiento
experimental de 0,6814%, logrando estandarizar las mejores condiciones del proceso.
Se caracteriz6 quimicamente el aceite esencial de tifo, mediante la metodologia de
cromatografia de gases adaptado a un detector de masas, encontrdndose en su mayoria
compuestos monoterpénicos fendlicos, ademas cuantitativamente aparecen
compuestos volatiles principales tales como el carvacril acetato (44,01%) y el
carvacrol (16,51%), los cuales poseen una alta capacidad antioxidante.

Utilizando metodologias espectrofotométricas, se evalud la capacidad antioxidante del
aceite esencial, obteniéndose a través de las técnicas de FRAP y ABTS 18,20 pmol
Fe2+/g y 25,45 umol ET/g respectivamente, lo que indica una baja actividad para
neutralizar los radicales libres presentes en las matrices alimentarias. La baja actividad
antioxidante del aceite esencial, pudo deberse a la alta volatilidad del aceite y las
malas condiciones de almacenamiento.

Se evalud la actividad antimicrobiana en cepas bacterianas presentes en matrices
alimentarias, por la metodologia de concentraciones minimas inhibitoria, generado una
eficacia antimicrobiana del aceite esencial a una concentracion del 0.1% en la
Pseudomonas aeruginosa, seguido con un 3 % Salmonella entérica U822s, Esterichia
coli ATTC 25922, Listeria monocytogenes ATTC 19115 y Bacillus cereus ATTC
10876, finalmente con la cepa Staphylococcus aureus ATTC25923 con una actividad
de 5 % sobre la Pseudomonas aeruginosa., por sus propiedades antimicrobianas este

aceite puede ser aplicado como ingrediente en los productos alimentarios.
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13.2 Recomendaciones

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se recomienda
realizar ensayos in vivo, para evaluar el efecto real en seres vivos.

Complementar la caracterizacion del aceite esencial de tifo mediante pruebas
toxicologicas, que permitan corroborar si el aceite puede ser aplicado a matrices
alimentarias.

Para la aplicacion en matrices alimentarias se recomienda micro encapsular los
compuestos bioactivos para que sean utilizados en reemplazo de los aditivos

alimentarios.
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Anexo 6. Costos del aceite esencial por ml
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DETALLE DE COSTOS DEL ACEITE ESENCIAL DE TIFO

DESCRIPCION  UNIDAD CANTIDAD COSTO COSTO  COSTO
DEL PRODUCTO DE MENSUAL UNITARIO MENSUAL ANUAL
MEDIDA REQUERIDA

PRODUCTO A ml 17 6,94 208,18 2498,19
MATERIA kg 30 0,5 15 180
PRIMA
MANO DE OBRA h 17 0,83 14,11 169,32
COSTOS U 4 1 4 48
INDIRECTOS/
Envases
Insumos / paquete 1 7 7 84
Reactivos
Agua m® 100 0,31 31 372
Luz eléctrica kw 2 0,712 21,36 256,32
Alquiler h 17 1,5 25,5 306
magquinaria
TOTALES 117,97 1415,64

Elaborado por: Collantes y Mena, 2022



Anexo 7. Fotografias de la metodologia

Figura 15

Campo de recoleccion de la planta

vegetal

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 11

Recoleccion de la materia prima

Fﬁente: Collantes y Men, 2022.

Figura 10

Identificacion de la materia vegetal

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 12

Recepcion de la materia prima

Fuente: Collantes y Mena, 2022.
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Figura 13

Seleccion del tifo

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 15

Método de secado
.\g ('"‘V!iﬁ.‘ \'gﬁ‘ 18

e

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 14

Limpieza y desinfeccion de la materia

vegetal

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 16

Triturado en pequefios trozos.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.
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Figura 17 Figura 24
Materia vegetal seca. Suministro del agua destilada en el equipo.

Y

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 18 Figura 26

Proceso de extraccion. Proceso de separacion de aceite e
' ‘ ' hidrolato.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.
Fuente: Collantes y Mena, 2022.



Figura 19

Control de proceso.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 21

Separacion del aceite esencial.
r y

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 20

Aceite esencial extraido.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.

Figura 22

Rendimiento del aceite esencial.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.
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Figura 23

Aceite esencial.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.
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Figura 24

Equipo de Cromatografia de gases

acoplado a un detector de masas.

Fuente: Collantes y Mena, 2022.



