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RESUMEN

En la presente investigacion se desarroll6 la extraccion de aceite esencial de ruda (Ruta
graveolens) para ello se empled el método de destilacion por arrastre de vapor mediante el
uso del equipo “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China) en el laboratorio de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales (CAREN) de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, se determind la humedad de la materia vegetal con un resultado de 71,22%, para
optimizar el proceso de extraccion se utilizo el disefio experimental superficie de respuesta
en el programa Desing Expert 8.0.6., en el cual se establecieron 17 corridas experimentales
y los factores de control fueron, tiempo (60, 105, 150 min) y la relacion de masa/ disolvente
(1.1:3; 2.1:4; 3.1:5 kg/l), mediante la optimizacion del proceso se identificé las condiciones
Optimas la relacion masa/disolvente 3.(1:5 kg/l) y el tiempo de 150 min, con el
procesamiento de los datos obtenidos se determind un rendimiento predicho de 0,14% y un
rendimiento experimental de 0,13%, cabe destacar que estos valores tienen una diferencia
de 0,001% por lo que existe una similitud entre ambos. Ademas se analizd la composicion
quimica a través de cromatografia de gases acoplado a un detector espectrometro de masa
en el equipo Agilent Techologies 5975C inert XL MSD with Triple — Axis Detector donde
se encontro diversos compuestos organicos del aceite esencial de ruda y predominaron las
cetonas, 2-Undecanona (46,74%) y la 2-Nonanona (29, 14%) y en menor cantidad el
Limoneno (0,06%), la capacidad antioxidante de 37,67 umol Fe?*/g en el ensayo FRAP
y 46,46 umol ET/g en el ensayo ABTS, se detect6 una eficacia antimicrobiana con el 3%
en las bacterias Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa, y con
el 5% Salmonella entérica, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

Palabras claves: Ruda, antioxidante, antimicrobiana, FRAP, ABTS, fitoquimico.
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ABSTRACT

In the present research study, ruda essential oil (Ruta graveolens) was extracted by using
the steam destillation method using “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China) equipment in a
laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences and Natural Resources (CAREN) at
Technical University of Cotopaxi. The humidity of the vegetable matter was determined
with a result of 71.22%, to optimize the extraction process it was used of the Design Expert
8.0.6. software in which 17 experimental runs were established and the control factors were
the relationship between time (60, 105, 150 min) and mass/dissolvent (1.1:3; 2.1:4; 3.1:5
kg/l), through the optimization of the process the following optimal conditions were
identified mass/dissolvent 3. (1:5 kg/l) and 150 minutes, with the processing of the data
obtained a predicted yield of 0.14% and an experimental yield of 0.13% were determined.
It should be highlight that these values have a difference of 0,001% so there is a similarity
between both. In addition, composition chemical was analyzed out through gas
chromatography coupled to a mass spectrometer detector in the Agilent Techologies 5975C
inert XL MSD with Triple — Axis Detector where various organic compounds of Ruda
essential oil were found and ketones predominated, 2- Undecanone (46.74%) and 2-
Nonanone (29.14%) and to a lesser extent Limonene (0.06%), the antioxidant capacity of
37.67 umol 46,46 umol Fe?*/g in the FRAP assay and 46.46 umol TE/g in the ABTS
assay, antimicrobial efficacy was detected on the bacterias at 3% on Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, and Pseudomonas aeruginosa and with 5% Salmonella
entérica, Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

Keywords: Ruda, antioxidant, antimicrobial, FRAP, ABTS, phytochemical.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto: “Extraccion de aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) mediante la

metodologia de arrastre de vapor”

Lugar de Ejecucion

Barrio: Salache Bajo (ver figura 20)

Parroquia: Eloy Alfaro

Canton: Latacunga

Provincia: Cotopaxi Zona: 3

Pais: Ecuador

Institucién: Universidad Técnica de Cotopaxi

Facultad: Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales (CAREN)

Carrera que auspicia: Agroindustria

Nombres de equipos de investigadores:

Tutora de titulacion: Ing. Mg. Travez Castellano Ana Maricela (ver figura 21)
e Investigador 1: FernAndez Romero Lizbeth Tatiana (ver figura 22)
e Investigador 2: Reascos Flores Carolina Lizbeth (ver figura 23)

Area de Conocimiento: Ingenieria, Industria y Construccion

Linea de investigacion: Procesos industriales

Sub linea: Optimizacion de procesos tecnolégicos agroindustriales

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los aceites esenciales son muy demandados en la actualidad ya que tienen excelentes
aromas dependiendo de la especie vegetal que se extraiga y pueden ser utilizados como
insumos o aditivos en la elaboracion de productos que son de uso frecuente en la sociedad.
“Son productos naturales caracterizados por un fuerte olor, constituidos por mezclas complejas
de compuestos volatiles y obtenidos a partir de un material natural mediante destilacion (seca,
con agua o0 vapor) o por expresion mecénica” (Roohinejad et al., 2017 citado en Pino &
Araguez, 2021).

Por tal razon realizar la extraccion de aceite esencial de ruda es importante porque
debido a la falta de informacion y desconocimiento de los métodos de extraccion no se ha

aprovechado de una buena manera esta especie de planta que es abundante en la sierra



ecuatoriana y es cultivada en huertos como hierba medicinal caracterizandose por su aroma
que es muy fuerte. El aceite esencial de ruda al ser una planta aromatica: “posee un fuerte
potencial antimicrobiano y antioxidante, por lo que su uso como conservantes naturales
satisface la demanda de los consumidores de alimentos seguros, sanos y nutritivos; debido a
su gran potencial, pueden actuar contra los microorganismos patdgenos que causan
enfermedades en los consumidores y asi mismo la vida util de los alimentos se alargara y la

calidad se mantendra intacta” (Ceballos & Londofio, 2017).

En el ambito social la extraccion del aceite esencial de esta especie de planta podria
generar ingresos en las familias que la cultiven realzando asi su economia y generando un
desarrollo a la provincia de Cotopaxi principalmente a los moradores de la parroquia San
Buenaventura. Al desarrollar el proceso de extraccion de aceites esenciales de plantas se
plantea la posible diversificacion de cultivos e incremento de la mano de obra en el campo
(Véliz et al., 2019).

El propdsito principal de este proyecto de investigacion es realizar un analisis
experimental sobre la extraccion de aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) utilizando la
metodologia de arrastre de vapor para determinar su composicion quimica, el cual sera
utilizando métodos instrumentales como la cromatografia de gases CG-EM, la capacidad
antimicrobiana mediante el uso de las cepas de referencia certificadas a nivel internacional y

para determinar la capacidad antioxidante la aplicacion de los ensayos FRAP y ABTS.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE TITULACION

3.1. Beneficiarios Directos

Los beneficiarios directos seran los productores de ruda de la provincia de
Cotopaxi, cantdén Latacunga, parroquia San Buenaventura, barrio San Silvestre y la
Universidad Técnica de Cotopaxi como ente investigativo para la extraccion del aceite
esencial de la especie en estudio. Segin el PDyOT Latacunga, 2016-2028 muestra un total
de 183.446 habitantes.

3.2.  Beneficiarios Indirectos
Los beneficiarios indirectos son los/as estudiantes de la Universidad Técnica de

Cotopaxi, las industrias biotecnolégicas, alimentarias, farmacéuticas y cosmetologicas.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

(Montero, 2021) menciona que: “Las plantas medicinales han ido ganando terreno en la
industria de alimentos, cosmética y principalmente farmacéutica, lo que incentiva que el estudio
sistematico es necesario de los aceites esenciales ya que existen varias investigaciones que afirman
esos efectos antibacterianos”. La ruda ha sido utilizada a traves de los afios por las culturas para la
cura de enfermedades, pero en la actualidad todos estos conocimientos se han ido perdiendo debido
al incremento de la medicina occidental y al desconocimiento de las nuevas generaciones sobre la
utilizacién correcta de esta planta medicinal (Vasquez, 2015). Los aceites esenciales tienen un
papel vital en la medicina tradicional o complementaria y puesto que son seguros, sencillos de
administrar y no son invasivos, son ideales para incluirlos en practicamente cualquier plan de
cuidados personales. Durante miles de afios, los aceites esenciales y deméas remedios naturales
fueron los Uunicos medicamentos disponibles y que se comprobaban su eficacia una y otra vez en
la vida diaria (Althea Press, 2020).

En Ecuador, la produccion de aceites esenciales ecuatorianos se basa en los conocimientos
ancestrales de las comunidades que habitan la Region Amazdnica, heredados por generaciones, en
su selva se halla una prolifera vegetacion fecundada por su clima calido-himedo y sus
privilegiados bosques tropicales que le brindan a los aceites esenciales una alta gama de aromas
exoticos y una gran variedad de aplicaciones entre ellas medicinales, muy utilizadas para aliviar
desde alergias hasta infecciones en el sistema digestivo y respiratorio. Las exportaciones de aceites
esenciales en el mundo han sobrepasado los mil millones de dolares por afio en esta Gltima década,
los méas exportados son los aceites esenciales de citricos no especificados en otra parte,
participando con el 74.9% seguido por los demas aceites esenciales excepto citricos, con 22.65%
de participacion en el mismo afio. Ecuador exporta este producto en mayor volumen hacia Estados
Unidos conociéndose las esencias de menta piperita y hierbabuena, marginalizando las esencias
de otros origenes naturales, de Enero a Octubre del 2018 las exportaciones de aceites esenciales

en el Ecuador registr6 1,73 millones (Garcia, 2017).

En la provincia de Cotopaxi la extraccion del aceite esencial de ruda no es realizada, los
estudios son escasos y en general no se comercializa de manera esencial en Ecuador debido a que

en la provincia la actividad econdmica que mas se realiza es la crianza y explotacion de ganado



vacuno en la que se encuentra vinculada su mayor porcentaje a la produccién de leche, existiendo
ademas la ganaderia de doble propésito (leche y carne) especialmente en la zona del subtropico de
la Provincia. Segun datos del INEC ESPAC, 2013 en Cotopaxi existen 290.184 animales con una
produccion diaria de leche de 584.883 litros diarios y una productividad 7,63Lt/vaca/dia.

En cuanto al canton de Latacunga no existe empresas de extraccion artesanales, ni privadas
y publicas que realicen el uso de esta materia vegetal a pesar de que una de las actividades
econdmicas con mas influencia es la agricultura. Por lo tanto, se tomo en cuenta una alternativa de
extraccion mediante el método de arrastre de vapor ya que esta planta cuenta con principios activos
entre los que podemos mencionar: metilnonicetona, cineol, pineno, limoneno, cumarinas (taninos,
vitamina C y alcaloides (Naveda, 2010) , lo cual impulsa a realizar la optimizacion de extraccion,
analizar la composicidn quimica, determinar la capacidad antioxidante y antimicrobiana del aceite
esencial. La presente investigacion genera un aprovechamiento a esta especie ya que es de gran
utilidad para la elaboracion de desinfectantes naturales, insecticidas, jabones desparasitantes y en
cosmeética avanzada. Dentro de la cosmética y productos topicos el aceite esencial de ruda se debe
mezclar con aceites portadores que generalmente no tienen olor y sirven para diluir los aceites

esenciales.
5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Extraer aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) mediante la metodologia de arrastre de
vapor.

5.2. Objetivos Especificos

e Optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) en funcion
al rendimiento.

e Cuantificar los compuestos volatiles del aceite esencial de ruda mediante cromatografia de
gases acoplado a un detector espectrometro de masa.

e Determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial de ruda mediante la metodologia
de FRAPy ABTS.

e Establecer la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de ruda.



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

PLANTEADOS
OBJETIVOS ACTIVIDAD RESULTADO MEDIOS DE
ESPECIEICOS (TAREAS) DE LA VERIFICACION
ACTIVIDAD
Objetivo
especifico 1

Optimizar el

Recepcion y clasificacion

Aceite esencial

Registro de analisis

proceso de de la materia vegetal. de ruda y discusion de
extraccion  del L .. extraido resultados. Tabla 6,
Aplicacion de disefio
aceite  esencial . mediante  la 7y 8. Figura 15,16,
experimental para la
de ruda (Ruta L . metodologia 17y 18.
extraccion de  aceite
graveolens) en . de arrastre de
esencial.
funcion del vapor.
rendimiento Extraccion de  aceite
' : Rendimiento
esencial de ruda por
del aceite
arrastre de vapor en el
. esencial de
equipo “XIAOJIAN”
. ruda.
(Lanphan Ltd, China).
Célculo de rendimiento
del aceite esencial de ruda.
Objetivo
especifico 2
Cuantificar  los Toma de muestra de aceite Analisis de Registro de analisis
compuestos esencial de ruda para composicion y discusion  de
volatiles del realizar el analisis de quimica  del resultados. Tabla 9.
aceite  esencial COMPosicion quimica. Figura 19.




de ruda
mediante
cromatografia

acoplado a wun

Analizar la composicion
quimica del aceite esencial
de ruda mediante la
cromatografia de gases

aceite esencial Registro de anexos.
de ruda. Figura 28.

detector acoplado a un detector
espectrometro selectivo de masas.

de masa.

Objetivo

especifico 3

Determinar a la
capacidad

antioxidante del
aceite  esencial
de ruda
mediante la
metodologia de
FRAP y ABTS.

Toma de muestras (10ml)
del aceite esencial para la
determinacion de la
capacidad antioxidante
mediante la metodologia
de FRAPy ABTS.

Resultados de Registro de andlisis
la capacidad y discusion de

antioxidante. resultados. Tabla 10

Objetivo
especifico 4

Establecer la
capacidad
antimicrobiana
del aceite
esencial de ruda.

Toma de la muestra para el
analisis de la capacidad
antimicrobiana con una
cepa de referencia con
certificacion a  nivel

internacional.

Resultados del Registro de andlisis
analisis de y discusion de
actividad resultados.  Tabla

antimicrobiana. 11.

Registro de anexos.
Figura 30, 31y 32.

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1.Antecedentes

(Ramon, 2020), en sus estudios “Extraccion y caracterizacion de aceites esenciales de ruda
(Ruta graveolens) y el marco (Ambrosia chamisonis) para su potencial uso como plaguicida”
(realizado en la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Guayaquil), menciona que: Se
determind que su uso potencial es recomendable en la agricultura como alternativa viable en la
prevencion de plagas y enfermedades, que afectan el desarrollo natural de las plantas evitando asi
el uso de agroquimicos por su toxicidad, especialmente en hortalizas que son propensas. Los
resultados de la extraccion indican que el rendimiento de la ruda contiene 0,23% y del marco
0,018%. Se concluye que el mayor componente de los aceites esenciales de la ruda: Undecanone
<2-> (39,97%) y el Nonanone <2-> (38,05%) sustancias que tienen efectos en bacterias y para el

marco: Zingiberene <o-> (55,91%) sustancia que tiene efectos plaguicidas.

(Quintero & Rangel, 2016) en su investigacion “Determinacion de la actividad
antimicrobiana de aceites esenciales frente a Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y
Candida albicans” (realizado en la Facultad de Quimica Ambiental) manifiestan que : Se
obtuvieron los perfiles cromatogréaficos (corrientes totales reconstruidas) de los aceites estudiados
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, los principales componentes
mayoritarios presentes en las muestras de acuerdo con los porcentajes de areas relativas son:
limoneno 89,4% (C. sinensis), trans anetol 70,3 — 85,7% (F. vulgare y P. anisum), ledol 53% (S.
officinalis), geranial 39,8% (C. citratus), 2-nonanona 35,3% Yy 2-undecadona 34,8% presentes en

(R. graveolens), y citronelol 24,7% (P. odoratissimum).

(Nahar L etal., 2021), en sus estudios “Ruta Essential Oils: Composition and Bioactivities”
menciona que: Las especies de Ruta se han utilizado durante mucho tiempo en la medicina
tradicional como abortiva y emenagoga y para el tratamiento de enfermedades pulmonares e
infecciones microbianas. El género Ruta es rico en aceites esenciales, que contienen
predominantemente cetonas alifaticas, por ejemplo, 2-undecanone y 2-nonanone, pero carecen de
cualquier cantidad significativa de terpenos. Tres especies de Ruta, Ruta chalepensis L., Ruta
graveolens L., y Ruta montana L., han sido ampliamente estudiadas por la composicién de sus

aceites esenciales y varias bioactividades, revelando sus potenciales aplicaciones medicinales y



agroquimicas. Esta revision proporciona una evaluacion sistematica y critica de las publicaciones
disponibles en la literatura sobre la composicion y bioactividades de los aceites esenciales
obtenidos de especies de Ruta e incluye una breve perspectiva de las aplicaciones potenciales de

la nanotecnologia y quitosanoproductos a base de aceites esenciales Ruta.

Segun investigaciones de (Jianu C et al., 2021), “Chemical Profile of Ruta graveolens,
Evaluation of the Antioxidant and Antibacterial Potential of Its Essential Oil, and Molecular
Docking Simulations” menciona que: la destilacion al vapor del material vegetal fresco de R.
graveolens dio un aceite amarillento de olor intenso y penetrante con un rendimiento de 0.29%
(v / w). EIl anélisis GC-MS del RGEO identifica treinta y siete compuestos que representan el
98,68% del aceite obtenido. Los principales compuestos detectados son 2-Undecanona y 2-
Nonanona con 76,19% y 7,83%, respectivamente, seguidos de 2-Undecanol con 1,85% vy 2-

Tridecanona con 1,42%.

7.2. Fundamentacion teorica

7.2.1. Ruda (Ruta graveolens)

Figura 1. Ruda (Ruta graveolens)

Fuente: (Rainner & Douglas, 2015)

La especie Ruta graveolens L. perteneciente a la familia Rutaceae, es una hierba perenne
de aproximadamente 30-60 cm, posee flores de color amarillo y se caracteriza por su olor fuerte y
penetrante. Es nativa de Europa, pero fue introducida en América en la edad media, encontrandose
en diferentes paises de Centro y Suramérica. Caracterizada por presentar diversas propiedades



medicinales. Se ha reportado su uso como parte de la terapéutica en la diabetes mellitus, basada

en el uso de productos naturales (Rojas et al., 2011).

7.2.2. Taxonomia de la ruda

Tabla 1. Taxonomia de la ruda (Ruta graveolens)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliophyta
Subclase Rosidae

Orden Sapindales
Familia Rutacea
Género Ruta

Especie Ruta graveolens

Nombre binomial

Ruta graveolens L.

Fuente: (Garden & Missouri, 2009 citado en Montero, 2021)

7.2.3. Descripcion botanica

Segun (Saldafia & Torres, 2012) mencionan que la ruda tiene una raiz amarilla, lefiosa y

muy fibrosa:

Tallos herbaceos, ramificados de dos a tres pies de alto; pequefias, oblongas, carnosas, lisas

apareadas sobre un peciolo, terminadas por una hoja impar.

Flor: Compuesta por cinco pétalos concavos, prendidos por ufiuelas pequefias; el caliz esta

dividido en cinco partes, aunque mas frecuentemente tiene tan solo cuatro pétalos y cuatro

divisiones en el céliz.

El pistilo estd acompafiado de ocho y mas cominmente de diez estambres, adherentes al

caliz o receptaculo comun.

Fruto: capsula dividida en tantos lébulos como pétalos que se abren por la parte superior.
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7.2.4. Perfil fitoquimico de la ruda

(Saldafia & Torres, 2012), afirma que: “El aceite esencial de ruda esta constituido en su

mayoria por sesquiterpenos. La planta contiene 0,2%-0,7% de aceite esencial”. La composicion

quimica de la planta es:

7.2.5.

Cetonas (90%)

Metil-nonil cetona

Metil heptil cetona

Alcaloides (0,4-1,4%)

Del tipo furoacridona y quinolina: arborinina , graveolina , rutacridona , gama gagorina ,
kokusaginina, 6 metoxidictamnina y sikimmnianina.
Flavonoides

Quercetina

Rutina.

Alcoholes

Metil-etil-carbinol

Hidrocarburos

Pinene

Limoneno

Principios activos de la ruda

(Cusquipoma, 2018), menciona que existen estudios que han encontrado mayor a 120

fitoconstituyentes naturales:

Aceite esencial (0,1-0,6%): cetonas alifaticas (metilnonilcetona en un 90%); terpenos
(pineno, limoneno, metilnonil-carbinol y cienol); &cidos (caprilico, anisico, plagonico y
salicilico).

Cuamarina y furanocumarinas (0,15-0,70%): como psoraleno, bergapteno, dafnoretina,
xantoxina, etc.

Alcaloides furoquindlicos como la arborinina, rutamina, skiamina, graveolina,
graveolinina, arborotina, etc.

Flavonoide: La Rutina (1 a 2% quercetina 3- B rutindsido), también luteolina.



7.2.6.

7.2.7.

11

Otros metabolitos: como la resina, gomas, taninos, acidos ascorbico, palmitico y malico,

compuestos amargos, glucosidos, rutamarina, etc.
Caracteristicas de la ruda

“Tiene varias propiedades terapéuticas que incluyen su uso como cicatrizante,
antiinflamatorio, antifebril y propiedades antimicrobianas™ (Bonilla et al., 2020).

“La ruda es utilizada debido a sus propiedades y componentes espasmoliticas, venotonicas,
antihistaminicos, antihelminticas y antiparasitarias” (Alegre et al., 2017).

“Ligero toque de amargo y picante” (Cevallos, 2020).

“Los frutos de esta planta se encuentran en capsula” (Ruiz, 2018).
Usos y propiedades de la ruda

Segun (Naveda, 2010), manifiesta que:
A la ruda se le atribuyen propiedades antiespasmaodicas, sudorificas, rubefacientes,

antiparasitarias, hipotensoras, sedantes, alelopéaticas, citotdxicas, antisépticas,

emenagogas, venetonicas y vaso protectoras.

e Debido a sus propiedades la ruda es utilizada para: calmar los nervios e histerismos,
aliviar colicos menstruales, molestias digestivas, dolores de cabeza, para eliminar
lombrices, para tratar las varices y problemas de circulacion, evitar la caida del cabello
y reducir hemorragias.

e Por su accion emenagoga, la ruda es usada por los homedpatas para reducir los sintomas
menopausicos causados por una disminucion de la secrecion estrogénica.

e Enuso externo, la ruda trata el vitiligo, la sarna, el reumatismo, los calambres, los goles,
la cidtica, la gota, el dolor de oido, la vista cansada. También es aplicada en la cabeza,
baja la fiebre y en el el pecho es eficaz contra la bronquitis cronica.

e Enel campo agricola, la ruda se utiliza como insecticida natural en el manejo de plagas
como saltamontes, insectos, hormigas y pulgones; como solucion nematicida y

fungicida para controlar hongos resistentes como desinfectante natural de suelo.

Sin embargo, todos los autores concuerdan que es una planta cuya dosis debe ser aplicada

con mucho cuidado debido a que si supera los valores permitidos puede resultar toxica.
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7.2.8. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos que se obtienen por diferentes
métodos de extraccion, a partir de material vegetal (flores, tallos, raices, hojas, frutos, y semillas),
algunos de ellos indican actividad antibacteriana y antifingica, evaluadas como una fuente
potencial de nuevos compuestos antimicrobianos y una alternativa para la preservacion de
alimentos (Argote et al., 2017).

7.2.8.1.Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes que
pueden ser compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres y acidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos. Los aceites esenciales por lo
general contienen compuestos como el carvacrol, timol, Y-terpineno, p-cimeno, sabineno, o-
tujeno, a-terpineno, linalol y eugenol, dependiendo de la planta (Lima et al., 2012).

Por lo cual (Valdeverde & Leonardo, 2011), manifiestan que: “Difieren de una familia a
otra, los aceites esenciales estan formados principalmente por compuestos organicos liquidos mas
0 menos volatiles, se encuentran compuestos de cadena abierta, ciclicos, biciclicos, triciclicos, asi

como también sus derivados oxigenados y en algunas ocasiones compuestos sulfurados”.

7.2.8.2. Factores que pueden influir en la composicion de los aceites esenciales.

Existen muchos factores que influyen sobre la composicion y rendimiento del aceite

esencial de una planta, entre ellos figuran (Gil et al., 2005 citado en Ruiz, 2017):

e Condiciones geobotanicas del medio (clima, altitud, tipo de suelos, cantidad de lluvia, etc.)

e Meétodo de cultivo (uso de fertilizantes, abono, pesticidas, otros quimicos, etc.)

e Epoca de recoleccion y parte de la planta (raiz, tallo, hojas, semillas, etc.).

e Modo de manejo y almacenamiento del material vegetal (fresco, seco, fermentado, etc.).

e Método de obtencion del aceite (destilacién, maceracion, prensado, extraccion con
disolventes, extraccion de fluidos supercriticos, destilacion con arrastre de vapor, etc.).

e Edad de la planta y estado fenoldgico.

7.2.8.3.Propiedades fisicas de los aceites esenciales

Segun los autores (Valdeverde & Leonardo, 2011), mencionan que:
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Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente. Una de las
diferencias con respecto a los aceites fijos (lipidos) radica en su volatilidad o capacidad de
evaporacion al contacto con el aire a temperatura ambiente. Estos son sensibles a la
oxidacion, no se enrancian como los aceites fijos, son facilmente alterables y presentan una
tendencia a polimerizarse formando asi productos resinosos, incrementandose esta
tendencia en aquellos que contienen alcoholes terpénicos insaturados, es decir aquellos que

se auto-oxidan, variando su viscosidad, olor y color (pag. 38).

7.2.8.4. Aplicaciones de aceites esenciales

Los aceites esenciales tienen enorme cantidad de usos y se obtiene de plantas cultivadas
como de silvestres, se estima que alrededor de 3000 aceites esenciales conocidos mundialmente,
de los cuales el 10% tienen importancia comercial (Stashenko, 1998 citado en Valdeverde &

Leonardo, 2011). Las cuales destacan en las siguientes industrias:

7.2.8.4.1. Industria alimentaria

Se emplean para condimentar carnes preparadas, embutidos, sopas, helados, queso,
etc. Los aceites mas empleados por esta industria son el Culantro, Naranja y Menta, entre
otros. También son utilizados en la preparacion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas,
especialmente refrescos. Estas esencias también se emplean en la produccién de caramelos,
chocolates y otras golosinas. Segun (Jover, 2021), menciona que: “Los gruesos de la
produccidn se usan para la industria alimentaria: el resto a la cosmética, a la perfumeria y

a la aromaterapia. Los aceites esenciales que mas se utilizan son los citricos y mentas”.

7.2.8.4.2. Industria farmacéutica

Se usan en cremas dentales (aceite de menta e hinojo), analgésicos e inhalantes para
descongestionar las vias respiratorias (eucalipto y romero). El eucalipto es muy empleado
en odontologia. Son utilizados en la fabricacién de neutralizantes de sabor desagradable de
muchos medicamentos naranjas y menta, entre otros (Stashenko, 1998 citado en
Valdeverde & Leonardo, 2011).
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7.2.8.4.3. Industria de cosméticos

Por tal razén (Stashenko, 1998 citado en Valdeverde & Leonardo, 2011) menciona
que: “Esta industria emplea los aceites esenciales en la produccion de cosméticos, jabones,
colonias, perfumes y maquillaje. En este campo se pueden citar lo aceites de geranio,
lavanda y rosas (pag. 44).

7.2.8.4.4. Industria de productos de uso veterinario

Segun (Stashenko, 1998 citado en Valdeverde & Leonardo, 2011), manifiesta que:
“Esta industria emplea el aceite esencial de Chenopodium ambrosoides muy apreciado por
su contenido de ascaridol, vermifugo. También requiere limoneno y mentol como

insecticidas” (pag. 45).
7.2.8.4.5. Desodorantes industriales

Actualmente se ha desarrollado el uso de esencias para disimular el olor
desagradable de algunos productos industriales como el caucho, los plasticos y las pinturas.
La industria de la pintura emplea limoneno como disolvente biodegradable. También se
imparte olor a juguetes. En textiles, como enmascarados de olores en tratamientos con
mordientes antes y después del tefiido. En papeleria, para impregnar de fragancias
cuadernos, tarjetas, papel higiénico, toallas faciales (Stashenko, 1998 citado en Valdeverde
& Leonardo, 2011).

7.2.8.4.6. Industria tabacalera

Segun (Stashenko, 1998 citado en Valdeverde & Leonardo, 2011) manifiesta que:

“La industria demanda el mentol para los cigarrillos mentolados™ (pag.45).

7.2.8.4.7. Biocidas e insecticidas

De acuerdo a (Stashenko, 1998 citado en Valdeverde & Leonardo, 2011), afirma
que: Existen esencias con propiedades bactericidas, como el tomillo, clavo, salvia, mentas,

orégano, pino, etc. Otras son insecticidas:

e Contra hormigas: Menthaspicata (spearmint), Tanacetumypoleo.
e Contra afidos: ajo, otros Allium, coriandro, anis, albahaca.

e Contra pulgas: lavanda, mentas, lemongrass, etc.



15

e Contra moscas: ruda, citronela, menta, etc.

e Contra piojos: Menthaspicata, albahaca, ruda, etc.

e Contra polilla: mentas, Hisopo, romero, eneldo, etc.

e Contra coledpteros: Tanacetum, comino, ajenjo y tomillo, etc.
e Contra cucarachas: menta, ajenjo, eucalipto, laurel, etc.

e Contra nematodos: Tagetes, salvia, caléndula, Asparagus, etc.

7.2.9. Extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales y extractos de plantas se han utilizado desde hace mucho tiempo
para obtener aromas y sabores. Con el paso del tiempo se han realizado varios estudios de las
diversas especies de plantas para determinar si tienen actividad antimicrobiana, si actdan como
agentes antioxidantes o si aportan nutrimentos. La composicién de los aceites esenciales y
extractos puede variar de acuerdo al método de extraccion utilizado. Aunque estas variaciones
pueden no ser importantes, son detectables por técnicas sensibles como la cromatografia de gases
(Bardales & Farfan, 2018).

7.2.10. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Por lo tanto (Althea Press, 2020) menciona que “Debido a que las plantas son muy
complejas, los aceites esenciales se extraen con varias técnicas diferentes. Todos los métodos son
importantes y el valor del producto terminado depende en gran parte de la experiencia del

destilador y la aplicacion a lo que se destine el aceite”.

7.2.10.1. Destilacion

Segun (Amaya & Sandoval, 2020) manifiesta que:

La destilacion es un método comdnmente utilizado para extraer los aceites esenciales de la
mayoria de plantas y consiste en separar por medio del calor sustancias volatiles, relativamente
inmiscibles con el agua, de otras mas fijas. Los aceites esenciales son una mezcla de
compuestos volatiles y durante el proceso de la destilacion de vapor, la vaporizacién del aceite

ocurre a una temperatura menor que la del punto de ebullicion del agua (pag. 34).
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7.2.10.2. Arrastre de vapor

Segun (Amaya & Sandoval, 2020), menciona que:

Es el proceso mas comun para extraer aceites esenciales. Este método se basa en realizar una
mezcla de dos liquidos y a través de una vaporizacion a temperaturas inferiores a las de
ebullicion de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de
vapor de agua, el cual ejerce la doble funcion de calentar la mezcla hasta su punto de ebullicion
y adicionar tension de vapor a los componentes volatiles que contiene el aceite esencial (pag.
34).

“Esta técnica funciona para extraer aceites esenciales en general, pero no para extraer
todos los acidos grasos, ademas algunos compuestos puedan degradarse con la temperatura de
vapor provocando que las células y las estructuras vegetales se rompan y se pierdan
compuestos esenciales” (Martinez & Zlniga, Extraccion de aceite de la semilla de guanabana
(Annona muricata L) a nivel de laboratorio, aplicando los métodos de extraccion soxhlet y

arrastre con vapor de agua, 2018).

“El hidrolato se presenta en mayor cantidad y se compone de agua y compuestos
solubles volatiles que conservan propiedades olfativas que genera un subproducto con valor

agregado en la produccion” (Arias, 2019).

7.2.10.3. Hidrodestilacién

De acuerdo a (Ruiz, 2020), se menciona que:

La hidrodestilacion es una técnica consiste en que el material a extraer se encuentra en
contacto con el agua y todo en conjunto se calienta por ebullicion y el vapor que sale del
bal6n se conduce a traves de un tubo de vidrio hasta el condensador, donde cambia de fase
y los vapores resultantes son condensados como en el caso de las sustancias volatiles y

posteriormente son separados (pag. 4).

7.2.10.4. Hidrodifusion

Segun (Daniel, 2019), afirma que la hidrofusion:
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Es un proceso similar a la destilacion por arrastre con vapor, pero este método sélo difiere en
la forma de entrada de vapor el cual se administra por la parte superior de la materia prima.
Este método se utiliza cuando el material ha sido secado y es insensible a la temperatura de
ebullicion (pag. 17).

7.2.10.5. Extraccion por Soxhlet

Por lo tanto, (Azuola & Aguilar, 2007 citado por Perez & Cerda, 2018), menciona que:

La extraccion de aceite esencial segin el método Soxhlet consta en hacer un lavado
consecutivamente la materia vegetal con un solvente, se realiza solo a escala de laboratorio,
generalmente consta de un recipiente donde se almacena la muestra a la misma que se le
aplica calor y un condensador enfria los gases que fueron generados para que pasen a estado

liquido y vuelvan a recircular.
7.2.10.6. Extraccion por disolventes

“En el método de disolventes volatiles se debera tener una muestra seca y molida se
pone en contacto con los disolventes organicos que pueden ser alcohol u otros mas. Estos
compuestos llegan a solubilizar la esencia, pero también tendremos sustancias como ceras y
grasas” (CCaman, 2019, pag. 34).

7.2.10.7. Hidrodestilacion asistida por microondas

“En esta técnica se utiliza un microondas para el proceso de extraccion del aceite y de
esta manera se genera un menor consumo del disolvente afiadido y la proteccion ofrecida a
los componentes termolabiles son algunas de las caracteristicas atractivas de esta técnica”
(Angarita, 2019, pag. 43).

7.2.10.8. Prensado en frio (Expresion)

“El material vegetal es exprimido para liberar el aceite y este es recolectado y filtrado”
(Martinez, 2003 citado en Siancas, 2021, pag.29).

Es sin duda el aceite de la mas alta calidad alcanzable por cualquier tipo de exprimidor.
Esta técnica se aplica comunmente para extraer los aceites esenciales de las cascaras de los

citricos como: limén, lima, naranja (Siancas, 2021, pag. 29).
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7.2.10.9. Extraccion por fluidos supercriticos

Segun (Roman et al., 2016 citado por Vega, 2019), manifiesta que:

Consiste en utilizar como material de arrastre sustancias quimicas en condiciones
especiales de temperatura y presion. EI material vegetal se corta en trozos pequefios,
se licua y se empaca en una camara de acero inoxidable por donde se hace circular un
liquido supercritico. Los aceites esenciales se solubilizan y el liquido supercritico que
actlia como solvente extractor se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar

la presion y temperatura ambiente. Finalmente se obtiene un aceite puro.

7.2.10.10. Enfleurage

Segun (Hidalgo & Romero, 2017), afirma que:

En esta técnica se emplean grasas vegetales y animales. Para ello se cubre con las
grasas absorbentes a las hojas de las plantas y despues de unos dias, estas grasas
absorben la esencia, que luego al ser sumergidas en alcohol es facil conseguir la
separacion de la grasa con el aceite esencial que se ha obtenido. Es utilizada

generalmente para la extraccion de algunas plantas como rosas y jazmines.

7.2.11. Ventajas y desventajas del método de extraccion por arrastre de vapor.

Segun (Quispe & Taco, 2018), mencionan que: “La extraccion por arrastre de vapor es un

método que presenta varias ventajas y desventajas al ser utilizado para extraer los aceites esenciales

de las diversas plantas tanto de sus hojas, tallos y flores”.

Ventajas

Segun (Arébalo & Sanchez, 2021), manifiestan que:

a)

b)

d)

La extraccion por arrastre de vapor es un proceso de extraccion muy limpio que asegura
un producto de buena calidad.

Se requiere de instalaciones basicas de herreria para la construccion y mantenimiento
del equipo.

Método industrial y de laboratorio.

Buenos rendimientos en aceite extraido.



19

e) Obtencidn del aceite puro, libre de solvente.

f) Bajo costo y tecnologia no sofisticada.
e Desventajas

Segun (Véliz et al., 2019), afirman que: “Su principal inconveniente es la alta temperatura de
operacion, que lo hace inapropiado para aquellos aceites esenciales con componentes

sensibles al calor”.

7.2.12. Factores que influyen en la extraccion por arrastre con vapor

Segun (Quispe & Taco, 2018), manifiestan que: “En la extraccion de aceite esencial existen
factores que puedan afectar el proceso en el rendimiento de la extraccidn de aceite esencial y la

calidad del mismo”.

e Factor de empaquetamiento y tiempo de extraccion
e Humedad del rizoma y forma de corte

e Presion de vapor y temperatura de extraccion.
7.2.13. Cinética extraccion por arrastre de vapor

En la extraccion de los aceites esenciales se consideran varios parametros para definir la

eficiencia del proceso como, por ejemplo:

¢ 1°Forma Rendimiento= cantidad de aceite obtenido/cantidad de materia vegetal usada.

e 2°Forma Rendimiento= Cantidad de energia utilizada/cantidad de aceite obtenido

La primera forma de rendimiento es considerada “rendimiento del proceso de extraccion”,
el cual se define como el volumen de aceite obtenido por la cantidad de materia prima utilizada
(Bampouli, 2014) algunas veces, la ecuacion se calcula en masa o en volumen como se muestra
en las siguientes ecuaciones del % de rendimiento (Armijo et al., 2012 citado en Cordova &
Velasquez, 2021, pag.26).

L g-de aceite esencial obtenido »
% Rendimiento = - - — X 100 (Ecuacién 1)
g-de materia prima utilizada
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7.2.14. Caracterizacion quimica de los aceites esenciales

Segun (Labrada et al., 2018), “Los aceites esenciales son mezclas complejas constituidas
por hidrocarburos de la serie polimetilénica, del grupo mono y sesquiterpenos, junto a otros

compuestos oxigenados, tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos, ésteres y 6xidos”.

De acuerdo a (Mendoza, 2020), “La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se
debe a la presencia de compuestos fenolicos como el carvacrol, timol, eugenol, etc. Los aceites
esenciales con mayor actividad antimicrobiana son aquellos en los que la proporcion de

compuestos fenodlicos es mayor”.

Segun (Daglia, 2012 citado en Barriga, 2020), “La capacidad antioxidante de los fenoles
se debe a la reactividad del grupo fenol. Los CF tienen propiedades potenciales saludables para el
organismo humano, principalmente como antioxidantes, agentes antimicrobianos, también tienen

actividad antibacterial, antiviral y antifingica”.

7.2.14.1. Cromatografia de gases

Segun (Cermefio, 2021), “Se emplea cuando los componentes de la mezcla problema son
volatiles o semi-volatiles y térmicamente estables a temperaturas de 350-400 grados Celsius. Es

una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la separacion de mezclas muy compleja”.

7.2.14.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes individuales de una
mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro

obtenido por superposicién de los espectros particulares de cada componente (Cermefio, 2021).

7.2.14.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Segun (Cermefio, 2021) menciona que: “La asociacion de las dos técnicas, cromatografia
de gases (GC), y espectrometria de masas (MS), da lugar a una técnica combinada GCMS que

permite la identificacion inequivoca de los componentes de los aceites esenciales”
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7.2.15. Actividad antimicrobiana

(Jurado et al., 2012), mencionan tres caracteristicas, las cuales los aceites esenciales
atribuyen su poder antimicrobiano:
e Caracter hidrdfilo, hidrofobo: Se da una alteracion y penetracidn en la estructura lipidica
de la pared celular provocando desnaturalizacion y muerte de la célula.
e Compuestos quimicos: Actlan como agentes, interviniendo en la translocacion de
protones y la fosforilacion de ATP.
e Tipo de organismo al que ataca: Las bacterias gran negativas poseen mayor

susceptibilidad que las Gran positivas in- vitro.

Las metodologias para determinar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas son
muy variadas, sin embargo, siempre aportan informacion muy valiosa para la busqueda preliminar
de compuestos con propiedades antimicrobianas. Es importante tomar en cuenta los factores que
pueden causar variaciones en los resultados, de ahi la importancia de la estandarizacién de los
métodos y la recomendacidn es evaluar la actividad antimicrobiana por métodos ya estandarizados
(Sanchez et al., 2016).

Es importante tomar en cuenta los factores que pueden causar variaciones en los resultados,
de ahi la importancia de la estandarizacidn de los métodos y de las recomendaciones realizadas en
métodos ya estandarizados. Las condiciones especificas utilizadas durante el desarrollo del método
aseguran la reproducibilidad de los resultados, que son de suma importancia para evaluar la
actividad antimicrobiana. Hay que considerar algunos factores que son decisivos para obtener
resultados reproducibles y exactos, desde el método de extraccion, solventes utilizados, medios de
cultivo, cantidad de indculo, uso correcto de controles; esto nos permitira descartar algunos errores
sistematicos durante la realizacién de las evaluaciones que pudieran arrojar falsos positivos o

negativos (Sanchez et al., 2016).

7.2.16. Actividad antioxidante

Segun (Granados et al., 2013), “Los antioxidantes son todas las moléculas para retardar o
prevenir la oxidacion para estabilizar algiin componente bioldgico. Existen tipos de oxidantes que
pueden ser utilizados in situ (end6genos) y los que se pueden ingerir mediante la dieta (exdgenos)”.
Segun (Torrenegra, 2014), afirma:
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Al destruirse el radical libre, el antioxidante se oxida; debido a ellos se debe restaurar
constantemente. Los principales mecanismos de accion son: el primero, el antioxidante
primario que dona un electron al radical lipidico y producen derivados de lipidos y
radicales antioxidantes mas estables, el segundo, el antioxidante secundario, que frenan la
velocidad de oxidacion de distintas formas, a menudo como sinergias de antioxidantes,
como &cido, citrico, pacido ascorbico, lecitina.

Los antioxidantes primarios cominmente utilizados en la industria alimenticia son aquellos
de sintesis quimicas como Hidroxianisol butilado (BHA), el Hidroxitolueno butilado (BHT),
Galato de propilo (PG) y el terbutil hidroquinona (TBHQ). Entre los antioxidantes naturales de los
alimentos son categorizados como primarios se encuentran los tocoferoles, los carotenoides y los
compuestos fendlicos (Astudillo, 2014) . Los métodos para la determinacién de actividad
antioxidante son variados debido a la suma de las capacidades antioxidantes de cada componente
y del microambiente del compuesto, siendo los mas aplicados por su estabilidad frente a los efectos

sinérgicos o inhibitorios que se puedan producir el DPPH y ABTS (Martinez et al., 2015).

La capacidad antioxidante definida como el potencial de neutralizar a las especies reactivas
del oxigeno y del nitrégeno (ROS y NOS) tiene como resultado la proteccion al dafio celular
promovido por dichas especies reactivas. Las plantas con dicha capacidad han ido en incremento
en las ultimas décadas dados los beneficios que aportan, se ha demostrado que las moléculas con
capacidad antioxidante ademas guardan un vinculo estrecho con otras actividades bioldgicas de
importancia, como lo son antitumorales, anticancerigenas, antimicrobianas, antiinflamatorias,
antidiabéticas, entre otras; por lo que su aislamiento y estudio son de gran importancia para la
industria farmacéutica, cosmetoldgica y alimentaria. Dentro los principales protocolos para la
determinacion de dicha capacidad podemos mencionar la neutralizacion del radical DPPHe+,
ABTSe+, AAPH++, ORAC, asi como los analisis de reduccion de diferentes especies quimicas
como el método CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity) el método FRAP (Ferric ion
Reducing Antioxidant Power) (Leos et al., 2016).

7.3. Marco conceptual

Antioxidante: Son moléculas que tienen la capacidad de retardar o prevenir la oxidacion.

Antimicrobiano: Sustancias que reducen la presencia microorganismo, como bacterias y hongos.
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Actividad antioxidante: Cantidad que tiene una sustancia para retrasar la degradacion oxidativa.

Actividad antimicrobiana: Capacidad que tiene un compuesto para reducir o eliminar bacterias.

Flavonoides: Estos metabolitos se hallan distribuidos ampliamente en las plantas y en algunos
alimentos. El alto contenido en PF, particularmente de flavonoides, ha correlacionado
positivamente con la capacidad de ciertas plantas para eliminar radicales libres e inhibir enzimas
prooxidantes y han sido situados como los antioxidantes mas abundantes proporcionados por la
dieta humana (Valencia et al., 2017).

Cetonas: (Ramirez, 2019) afirma que : “Son compuestos que contienen en su estructura el grupo

carbonilo, en cualquier posicidn excepto en los extremos”.

Alcaloides: Compuesto organico nitrogenado que producen algunas plantas son metabolitos

secundarios que se sintetizan mediante aminoacidos.

Composicién quimica: Sustancias que se encuentran presentes en una determinada muestra y las

cantidades en las que se encuentran.

Aceite esencial: Son concentrados de la materia prima, volatiles, olorosos que son obtenidos de

raices, tallos, hojas y flores de las plantas.
Limoneno: Sustancia natural que es extraido de las cascaras de citricos.

CMI: Concentracién minima inhibitoria, es la concentracion méas baja de un antimicrobiano que

inhibe el crecimiento de un microrganismo después de su incubacion.

Cepas de referencia: Son microorganismos que pueden ser nacionales o internacionales que son

categorizados y tienen un origen ya conocido.

Cromatografia de gases: Procedimiento quimico que separa una mezcla o sustancia en sus

componentes individuales mediante una fase movil y una fase estacionaria.

FRAP: Poder antioxidantes reductor de hierro (Ferric Reducing Antioxidant Power) , se

fundamenta en la reduccion del hierro férrico Fe*3 hasta formar Fe*2.

ABTS: (2,2’- azino — bis (3 —ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), método que evalua la actividad

antioxidante equivalente Trolox (TEAC).
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8. VALIDACION DE LAS HIPOTESIS

Ho= La relacién masa/disolvente y tiempo no influyen significativamente en el rendimiento de la
extraccion del aceite esencial de ruda.

Ha= La relacion masa/disolvente y tiempo influyen significativamente en el rendimiento de la
extraccion del aceite esencial de ruda.

Una vez realizada la optimizacion de la extraccion del aceite esencial de ruda (Ruta
graveolens) mediante el disefio experimental superficie de respuesta y la aplicacion de un modelo
matematico lineal se determina que la relacion masa/disolvente y tiempo si influyen
significativamente en el rendimiento por lo cual se acepta la hip6tesis alternativa y se rechaza la

hipotesis nula.
9. METODOLOGIA /DISENO EXPERIMENTAL

9.1.Metodologia
Para realizar el proyecto de investigacion se tomé en cuenta los tipos de investigacion:
cuantitativa, experimental, bibliogréfica, descriptiva y tecnoldgica. Los métodos de investigacion

son: deductivo, inductivo y cientifico. La técnica utilizada es la observacion.

9.1.1. Tipos de investigacion

9.1.1.1. Investigacién cuantitativa

“Es aquella en la que los propios investigadores establecen notables niveles de control
sobre los diversos componentes del proceso investigativo que ejecutan y sobre la presentacion

de los resultados que alcanzan” (Fernandez, 2010).

Se utilizo esta investigacion en la optimizacion de extraccion del aceite esencial de ruda
debido a que se emple6 un modelo matemético y estadistico. Ademas, se realizé la
cuantificacién de la composicion quimica y la determinacion de la capacidad antioxidante y

antimicrobiana.

9.1.1.2. Investigacion experimental

“La investigacion experimental se caracteriza por la manipulacién intencionada de la
variable independiente y el analisis de su impacto sobre una variable dependiente” (Ramos,
2021).
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La investigacion experimental fue aplicada en el desarrollo de un disefio experimental
superficie de respuesta en el programa Design Expert 8.0.6, en el que se utilizé el modelo
matematico lineal para determinar las condiciones éptimas de extraccidn de aceite esencial de

ruda.

9.1.1.3. Investigacion bibliogréafica

Etapa de la investigacion académica en la que se explora varias fuentes académicas

para conocer mas sobre un determinado tema (Ramos, 2021 ).

En la presente investigacién se ocupd conocimientos tedricos mediante la busqueda
bibliogréafica en libros, revistas, articulos cientificos, documentos y sitios web para la
investigacion de la materia prima estudiada, métodos de extraccién de aceites esenciales,

composicion quimica de la especie y los demés analisis realizados al aceite esencial de ruda.

9.1.1.4. Investigacion descriptiva

En las investigaciones de tipo descriptiva, llamadas también investigaciones
diagnosticas, buena parte de lo que se escribe y estudia sobre lo social no va mucho mas alla
de este nivel. Consiste, fundamentalmente, en caracterizar un fendmeno o situacion concreta

indicando sus rasgos mas peculiares o diferenciadores (Morales, 2018).

Se realiz6 la descripcion de los componentes quimicos, capacidad antioxidante y
antimicrobiana presentes en el aceite esencial de ruda. Ademas, la descripcion del
procedimiento que conlleva la extraccion del aceite esencial que han sido interpretados en los

resultados.
9.1.1.5. Investigacion tecnologica

“Esta investigacion tiene como finalidad la invencion de artefactos o de procesos con
el objeto de ofrecerlos al mercado y obtener un beneficio econémico y es esencialmente
experimental” (Sanchez, 2004).

Uno de los objetivos de la investigacion son la optimizacion de la extraccion del aceite
esencial de ruda para lo cual se utiliz6 un equipo de destilacién e implementos y equipos de

laboratorio.
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9.1.2. Métodos
9.1.2.1. Método deductivo

“En el enfoque deductivo, el investigador explica las reglas gramaticales para que los
alumnos después puedan practicar individual y mecanicamente este campo de la gramatica.
Es decir, con el punto de partida de la regla se crean ejemplos nuevos” (Gabrielsson, 2012).

En el proyecto de investigacion se aplicd este método en la experimentacion de la
extraccion de aceite esencial ya que se determind el rendimiento en relacion de masa/

disolvente y el tiempo en la que se debe realizar la extraccion de aceite esencial de ruda.
9.1.2.2. Método inductivo

(Gabrielsson, 2012) menciona que: “El método inductivo va de los ejemplos (lo
individual) hasta las reglas (lo general)”.

En la investigacién se utilizd este método debido a el planteamiento de las hipotesis
(Hipotesis nula y alternativa), es asi que se realizo la observacion y experimentacion para

llegar a una conclusion.
9.1.2.3. Método cientifico

“El método cientifico tiende a reunir una serie de caracteristicas que permiten la
obtencion de nuevo conocimiento cientifico. Es el Unico procedimiento que no pretende
obtener resultados definitivos” (Asensi & Parra, 2002).

El método cientifico se empled en el procedimiento de extraccion de aceite esencial

ya que se generd una adquisicion de nuevos conocimientos y la comprobacién de los mismos.
9.1.3. Técnicas de investigacion
9.1.3.1. Observacion

(Crotte, 2011) afirma que: “La técnica de observacion es un proceso cuya funcion

primera e inmediata es recoger informacidn sobre el objeto que se toma en consideracion”.

Esta técnica fue aplicada en la observacion del procedimiento de la extraccion de aceite

esencial de ruda y en el desarrollo de los analisis de capacidad antioxidante y antimicrobiana.



9.2.Materiales y equipos

9.2.1.

9.2.2.

Materia vegetal
Ruda (Ruta graveolens)

Equipos
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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
Destilador por arrastre de vapor “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China)
Espectrofotdémetro GENESYS 20 Modelo 4001/4j

Incubador Biocell modelos M345

Estufa universal por convencion UN30

Balanza analitica (0,0001g)

Micropipeta automatica 100-1000ul Microlit

Equipo con trampa Clevenger

Instrumentos de laboratorio

Frascos ambar 10 ml

Vasos de precipitacién 50 ml

Vaso de precipitacién 500 ml
Matraz Erlenmeyer 500 ml

Matraz Kitasato

Baldn aforado de vidrio 50 ml
Balon aforado de vidrio de 100 ml
Puntas transparentes 10 a 200 pl
Pipeta volumétrica de vidrio 10 ml
Rejilla de asbesto con tripode.
Tubos de ensayo con rosca de 5 ml
Tubos de ensayo con rosa de 10 ml
Probeta de 100 ml

Pinza metalica



Gradilla

Asas de Digralsky
Varilla de agitacion
Papel filtro

Papel aluminio
Reactivos

Acetato de sodio
Cloruro férrico
Acido acético

Sal de Mohr
Carbonato de sodio
Acido clorhidrico
Acido galico
Folling

Agua destilada
Etanol 99.8%

Trolox grado analitico

Sulfato de sodio

Reactivo TPTZ (2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride)
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Reactivo ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid diammonium salt)

Salmonella entéerica U822s
Staphylococcus aureus ATTC25923
Listeria monocytogenes ATTC 19115
Escherichia coli ATTC25922

Bacillus cereus ATTC 10876
Pseudomonas aeruginosa ATTC10145

Agar Salmonella Shiguella

Agar Baird Parker

Agar nutritivo
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e Agar Macconkey
e Agua peptonada

9.3.Determinacién de la humedad

El analisis de humedad se llevd a cabo en los laboratorios de la Universidad Técnica de
Cotopaxi con el uso del equipo de secado Estufa Universal por convencion UN30 a una
temperatura de 65 °C por 48 horas.

e El primer paso que se realiz6 fue la clasificacion de la materia vegetal.

Figura 2.Clasificacion de materia vegetal para determinacion de humedad

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

e Se pes6 dos muestras de 10 gramos (flores y hojas de la ruda) y se colocé en un recipiente

de papel aluminio.

Figura 3.M1 y M2 (10 gramos) de flores y hojas de ruda

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)



Se introdujo en el equipo y se dejo el tiempo antes mencionado

Figura 4. Secado de hojas y flores de materia vegetal

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Finalmente se retird las muestras y se peso la muestra seca en el recipiente.

Figura 5. Muestras secas

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Figura 6. Pesado de muestras secas

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Una vez obtenido los valores se calculd la humedad mediante la siguiente formula:

B-4)-(-4) -
%H = B =4 X 100 (Ecuacion 2)
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Donde:

%H= Porcentaje de humedad.
A= Peso de capsula seca limpia.
B=Peso de capsula + muestra.

C= Peso capsula + muestra seca.

9.4. Descripcién de la extraccion de aceite esencial
9.4.1. Recepcion de materia vegetal (ruda)

La recepcion de la planta en estado fresco fue realizada de manera manual y se la recepto6
de sembrios de la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga, parroquia San Buenaventura, barrio
San Silvestre.

Figura 7. Recepcion de materia vegetal (ruda)

Sl S
Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
9.4.2. Clasificacion de materia vegetal

Una vez recolectada la materia prima se clasifico la que se encontraba en mejores
condiciones, las hojas, flores y tallos tomando en cuenta que no contengan tierra, insectos, grietas

en hojas, y que toda la planta se encuentre en estado fresco.

Figura 8. Clasificacion de materia vegetal

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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9.4.3. Limpieza de materia vegetal

La materia vegetal se sometié a un lavado en una solucién acuosa de hipoclorito de sodio
al 0,1%.

Figura 9. Limpieza de materia vegetal

Fuente: (Ferndndez L & Reascos C., 2022)

9.4.4. Pesado de materia vegetal

Una vez clasificada la materia vegetal se procedio a pesar la materia prima para colocar en

el equipo destilador por arrastre de vapor “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China).

Figura 10. Pesado de materia vegetal

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

9.4.5. Extraccion de aceite esencial de ruda

Se colocd6 materia vegetal fresca y disolvente (agua destilada) en el destilador
“XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China) a una temperatura de 110°C, con las siguientes condiciones
operativas: Tiempo (A) 60, 105y 150 min y relacion de masa/disolvente (B) (1:3; 1:4; 1:5 kg/l),
la temperatura del proceso se mantuvo en funcion a la temperatura de ebullicion del agua mientras
que el vapor que se fue generando entro en contacto con la materia prima y comenzo a liberar
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aceite esencial contenido, cabe recalcar que el proceso de extraccion empieza en el momento en
que cae la primera gota de aceite. Los factores A y B fueron seleccionados de acuerdo a las
bibliografias de extraccion de aceites esenciales. Se prepar6 un total de 5000 ml de la disolucion
de extraccion para cada ejecucion experimental de esta manera se obtuvo la mezcla de hidrolato y

aceite esencial la cual fue posteriormente separada.

Figura 11.Proceso de extraccion
| '

J

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Figura 12.0btencion de aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

Z 2l 00 W
Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

9.4.6. Separacion del aceite esencial de ruda

El aceite esencial se separ6 con un equipo de vidrio con un equipo de trampa de Clevenger,
luego se afiadié de 2 g sulfato de sodio por media hora, se decantd y filtrd la muestra.

Figura 13. Separacion de aceite esencial de ruda

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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9.4.7. Almacenamiento

El aceite esencial se envaso en frascos &mbar de con capacidad de 10 ml y se almaceno en
refrigeracion a una temperatura de 0 a 5°C.

Figura 14. Almacenamiento de aceite esencial de ruda

£

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

9.5. Diagrama de flujo de la extraccion de aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

Ruda (Ruta graveolens) REC ElPCION
Ruda (Ruta graveolens) } CLASIFICACION Desechos
Materia vegetal clasificada v Tallos, hojas y flores de
Solucién de Hipoclorito de LIMPIEZA ruda limpias.
sodio 0,1%. l
Tallos, hojas y floras Materia vegetal pesada
de ruda limpias. PESADO para extraccion.
masa/disolvente y tiempo — . .
Aceite esencial de
e 1 Kgde materia vegetal. - ruda
) — EXTRACCION
e Tiempo: 60, 105 y 150 Hidrolato
min. — l
Aceite esencial de ruda. _ _
Hidrolato - SEPARACION Aceite esencial de ruda.
Sulfato de sodio _ l
ALMACENAMIENTO {Refrigeracién T:0-5°C

Elaborado por: (Fernadndez L & Reascos C., 2022)



9.6. Caracterizacion del aceite esencial de ruda

Composicion
guimica

Cromatografia de gases

ANALISIS

Capacidad
antioxidante

Capacidad
antimicrobiana

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

9.7. Composicion quimica

Ensayo FRAP

Ensayo ABTS

Concentracion
minima inhibitoria
(CMI) mediante el
uso de cepas.
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La determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial de ruda (Ruta

graveolens) se realiz6 mediante cromatografia de gases / espectrometro de masa (GC/MS):

utilizando un cromatdgrafo de gases de marca Agilent Technologies, Modelo: 7890A GC System

acoplado a un detector selectivo de masas 5975C inert XLMSD with Triple-Axis Detector.

Segun la metodologia aplicada por (Andrade & Tapia, 2020) describe los siguientes pasos

para realizar el analisis de cromatografia

Temperatura del inyector: 240°C

e Seafadié 1 ml de solucion de patron interno (acido C13:0, a 10 mg. m1 en metanol), y 3

ml de cloruro de acetilo al 10 % (v/v) en metanol.

e Se cerr0 el tubo de ensayo y se llevo a 85 °C (2 h), aplicando agitacién discontinua.

e Seenfrid y se afiadieron 4 ml de hexano y 4 ml de agua destilada.
e Se adicionaron 4 ml de etanol.

e Se agitd de manera manual por unos segundos.

e Se coloc6 una alicuota de 3 ml de la fase organica en otro tubo de ensayo, en el que se

adicionaron 4 ml de hexano, 4 ml de hidréxido de sodio y 1 ml en metanol.

e Secerr0y agité (15 min).

e Se adicionaron 4 ml de agua destilada y nuevamente se agit6 (15 min).

e Se dej6 en reposo.
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Se transfirio una alicuota de 2 ml hacia un vial de 4 ml de capacidad, del que se tomaron
60 ml.

Se diluyeron en 1,5 ml de hexano para el respectivo analisis.

9.8. Capacidad antioxidante de aceite esencial de Ruta graveolens

9.8.1.

Ensayo FRAP

En la determinacion de la actividad antioxidante se aplicara el método FRAP propuesto

Benzie y Straind (1996) que consiste en medir la capacidad para reducir el hierro férrico a ferroso.

Segun (Gavilanez, 2020) menciona que: a un pH bajo se coloca en el medio de reaccion el

complejo Fe3*-TPTZ, este complejo en presencia de agentes reductores se reduce a Fe?*-TPTZ

que desarrolla un color azul intenso con un maximo de absorcion a 593 nm.

9.8.2.

El reactivo FRAP estd compuesto por 0,0078 g de 2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-triazina.

Para preparar el reactivo FRAP se utiliz6 buffer acetato 300 ml (pH= 3,6), &cido acético y
20 mm de cloruro férrico (FeCI3-6H20).

Se prepararon 4,6-tripriridils-triazina (TPTZ) 10 mm en 40 mm de HCI y se disolvi6
totalmente.

Las tres soluciones se mezclaron en la relacion 10:1:1 (v/v/v).

El ensayo FRAP se realiz6 a con 1 g de muestra, en la cual se le afiadi6 0,3 ml de reactivo
Se incubd a 37 °C durante 15 minutos.

Para la determinacidn se tomaron 10 uL del extracto de la muestra y se afiadieron en un
tubo de ensayo de 10 ml de capacidad.

Se adicionaron 1,5 ml del reactivo FRAP, se atemper6 a 37 °C durante 30 minutos y se
leyd la absorbancia a 593 nm en una relacidn con blanco de reactivo.

La capacidad antioxidante total de las muestras se determino frente a un patron de FRAP

conocido como sulfato ferroso y por reduccion de hierro conocido como método FRAP.

Ensayo ABTS

Este método se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS+,

debido a su reduccion a ABTS por la accién de antioxidantes. El radical cationico ABTS+ es un

croméforo verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una

reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con
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persulfato de potasio. De esta manera el grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del

radical ABTS+ esta determinado en funcién a la concentracion (Rioja et al., 2018).

El radical ABTS+ se forma tras la reaccion de 7,7 mm de ABTS con 2,45 mm de persulfato
potésico (concentracion final).

Las muestras fueron incubadas entre 2-8 °C y en oscuridad durante 12-16 h.

Una vez formado el radical ABTS+ se diluyd con etanol hasta obtener una absorbancia de
0,7+ 0,05a 734 nm.

A un volumen de 190 pL de la dilucion del radical ABTS se le adicionaron 10 pL de la
muestra de AE.

Se incubdé a temperatura ambiente durante 5 minutos; después se determind
espectrofotométricamente la desaparicion del radical ABTS a 734 nm en el equipo
GENESY'S 20 Modelo 4001/4j.

Se utilizo acido ascérbico (4 pg/mL) como control positivo de captacion de los radicales
ABTS (Pajaro et al., 2018).

9.9. Capacidad antimicrobiana de aceite esencial de Ruta graveolens

Se valor6 el efecto del aceite esencial de ruda sobre cepas bacterianas. Los

microorganismos utilizados corresponden a la coleccién 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 antes de su uso, se sembraron en medio de agar

nutritivo para evaluar su viabilidad en ensayos de susceptibilidad bacteriana.

9.9.1. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)

9.9.1.1. Método de dilucién en tubos

Segun (Fon-Fay et al., 2017), este analisis se realizd de la siguiente manera:

Se realizd un cultivo de la cepa probada por un lapso de 12h.
Se ajustd la turbidez del cultivo bacteriano a una Optica densidad de 0,5 estandares
McFarland.
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e EIl método de dilucion en caldo fue llevado a cabo en tubos de ensayo utilizando cepas
microbianas de referencia. Las concentraciones de aceite esencial se prepararon
asépticamente y se colocaron en tubos de ensayo, teniendo las siguientes concentraciones:
0;0,2;0,5; 1; 3; 5.

e Se procedid a afiadir 10 pl de cada cepa.

e Se desarroll6 una incubacion de 24 h a 37 °C.

e En tubos de ensayo se pusieron en contacto 1 ml de las diluciones del aceite esencial con
1 ml del inéculo microbiano (106 ufc/mL suspendidos en caldo Mueller Hinton).

e Los tubos se incubaron a 32 + 2 °C (bacterias) y a 25 = 1 °C (hongos) durante 24 h.

e Transcurrido este tiempo, se sembré 1ml del contenido de los tubos, empleando medios
apropiados para el crecimiento de cada microorganismo y se incubaron a las temperaturas
referidas anteriormente.

e La CMI se determiné como la menor concentracion del aceite esencial capaz de inhibir el

crecimiento microbiano.
9.10. Disefio experimental

En la optimizacién de la extraccion del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens), el disefio
aplicado es de superficie de respuesta mediante el uso del programa Desing expert 8.0.6. De esta
manera se establecid 17 corridas utilizando los factores de masa/disolvente (1.1:3 kg/l ;2. 1:4 kg/l

;3. 1:5 kg/l) y el tiempo (60, 105 y 150 min), para ello se aplicé un modelo matematico lineal.

Tabla 2. Detalle del disefio experimental aplicado

Factores Nomenclatura UM Tipo Subtipo
60
Tiempo A min Numérico  Discreta 105
150
Relacion 1:3
masa/disolvente B kal/l Numeérico Discreta 1:4
1:5

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)



Tabla 3. Representacion de las corridas experimentales

Relacion

Corrida T(I;rmr;o material/agua Reno(l(l;;)lento
destilada
1 60 3 0.12
2 150 1 0.13
3 60 3 0.12
4 150 2 0.13
5 105 1 0.12
6 105 3 0.14
/ 105 3 0.13
8 150 1 0.12
9 60 2 0.12
10 60 1 0.10
11 105 3 0.13
12 150 3 0.15
13 105 2 0.13
14 105 2 0.12
15 105 1 0.12
16 150 3 0.14
17 60 1 0.10

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Modelo lineal: 1. 1:3; 2. 1:4; 3. 1.5
9.11. Variables en estudio

Tabla 4. Descripcion de las variables en estudio

] Variable
Variable Indicadores Dimensiones

dependiente independiente

Optimizacion de Rendimiento %

Aceite esencial la extraccion

de ruda ( Ruta Composicion e Cromatografia de

. o gases
graveolens) Masa / Disolvente  quimica

Capacidad

Ensayo FRAP

antioxidante e Ensayo ABTS




Tiempo Capacidad

antimicrobiana

Uso de cepas:

Salmonella entérica
U822s, Staphylococcus
aureus ATTC25923,
Listeria monocytogenes
ATTC 19115,
Escherichia coli
ATTC25922, Bacillus
cereus ATTC 10876,
Pseudomonas

aeruginosa ATTC10145.

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1. Humedad de la ruda (Ruta graveolens)

De acuerdo a la aplicacion de la férmula de la humedad se obtuvo los siguientes

resultados:

Tabla 5. Determinacion de la humedad de la ruda

HUMEDAD DE LA RUDA

Porcentaje de humedad de las muestras

Muestra 1

Muestra 2

Humedad final

70,60%

71,84%

71,22%

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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En la tabla 5 se muestran los valores en porcentaje de la muestra 1 con un valor de: 70,60%

y muestra 2: 71,84%. Es asi que se determin6 un valor final de 71,22% de humedad de la materia
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vegetal. Valores idénticos se encontraron en la investigacion de (Naveda, 2010) en la que se
menciona que: “La determinacion de humedad de la ruda realizé por un tiempo de 6 horas y a una

temperatura de 80°C, de esta manera se determino un valor de 73,8°C £ 0,6%”.

10.2. Optimizacion de extraccion de aceite esencial de ruda

Para la evaluacion numérica del proceso de extraccion de aceite esencial de ruda se
emplearon parametros ya evaluados (relacion de masa/disolvente y el tiempo) con lo cual se

determind el rendimiento.

Tabla 6. Descripcion de los indicadores y porcentaje de rendimiento

. Rendimiento
Indicador %
Intercepto 0,12
XRMA 0,009*
XT1IE 0,011*
R? 0,9261
R? ajustado 0,909
R? predicho 0,8683
F modelo 54,29*
F_ falta de 172.18

ajuste
Precision
adecuada 5,25

Nota: Tabla generada por el programa Desing expert 8.0.6 con los datos experimentales

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Xrwma: relacion masa/agua
Xrie: tiempo de extraccion
*Valor significativo para p < 0,05

En la tabla 6 se determinaron los parametros establecidos para la optimizacion de
extraccion de aceite esencial de ruda en el cual se adapt6 a un modelo lineal, es asi que se determind
que Xrma (relacion masa/disolvente), Xtie (tiempo) y F modelo tienen signo positivo, resultaron
significativos debido a que los dos factores tienen influencia en el rendimiento de la extraccion.

En cuanto al coeficiente de correlacién R? indica que existe un nivel de confianza de 92,61% lo
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cual garantiza que el modelo tiene una linealidad correcta ya que se encuentra por encima del rango

establecido 90%.

Figura 15. Modelo del rendimiento y tiempo (min)

Rendimiento (%)

UNIFACTORIAL
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011 —

0.1 —

60,00

I I I I I I I I I I
6900 7800 8700 9500 10500 11400 12300 13200 14100 150.00

A: Tiempo (min)

Nota: Figura generada por el programa Desing expert 8.0.6 con los datos experimentales

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

En la figura 15 se detecta que existe proporcionalidad directa debido a que conforme

aumenta el tiempo se incrementa el rendimiento, alcanzando un valor de 150 min y 0,12%

respectivamente.

El tiempo real para la extraccion de la materia prima fue de 3 horas, utilizando 6 kg de

material y 4 | de agua. Una vez que el equipo se puso en marcha se logra extraer el aceite esencial

en los primeros 30 min la mayor cantidad. Se recomienda que el proceso esté entre 3 a 4 horas en
el caso del aceite esencial de ruda (Ramon, 2020). Por otra parte (Acevedo et al., 2013), mencionan

que: “Se realizé con 1 kg de material fresco de hojas de O. vulgare, depositarlo en un recipiente

de acero inoxidable, al que se le afiadieron 2 | de agua destilada, con un tiempo de extraccion de

120-180 min”.
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Figura 16. Interaccion del modelo de rendimiento. Relacion masa/ disolvente y tiempo
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Nota: Figura generada por el programa Desing expert 8.0.6 con los datos experimentales.
Elaborado por: (Ferndndez L & Reascos C., 2022)

En la figura 16 se identifica la interaccion que existe entre el tiempo y la relacion masa /
disolvente con un valor de 150 min en la relacion 1:5 (masa/agua destilada) en estas condiciones
se alcanza un rendimiento de 0.15%, siendo asi directamente proporcional ya que cuando aumenta
la relacion masa/ disolvente se eleva el rendimiento. Resultados cercanos se produce en la
investigacion de (Cusquipoma, 2018) debido a que en cada extraccion de aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) se utiliz6 0,4 kg , un total de 4 kg para obtener 10 ml de esta manera genero un
rendimiento de 0.25% de aceite esencial de ruda. (Valdeverde & Leonardo, 2011) mencionan que:
“Para la extraccion de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) se utilizé 0,6 kg de

materia vegetal seca y 0,5 kg de agua lo cual genero un rendimiento de 0,61%”.



Figura 17. Valores predichos y actuales
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Nota: Figura generada por el programa Desing expert 8.0.6 con los datos experimentales.

En la figura 17 se observa que existe dispersion entre los valores predichos y actuales

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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demostrando asi la eficiencia y eficacia del proceso en el modelo matematico ya que algunas de

las interacciones entre predichos (ideales) y actuales (experimentales) se encuentran cercanos a la

recta lo cual indica que existe una correlacion R? aceptable. “La grafica de los valores predichos y

experimentales posibilita establecer, por simple reconocimiento, que existio una correlacién entre

las respuestas experimentales y las predichas por el modelo” (Gavilanez, 2020).

10.2.1. Deseabilidad del proceso de extraccion

Tabla 7. Deseab

ilidad del proceso

Ndmero de | Tiempo | Relacion masa | Rendimiento N
Deseabilidad ) / agua % Deseabilidad
/min
1 150 3 0,14 0,926

Seleccion

Nota: Tabla generada por el programa Desing expert 8.0.6 con los datos experimentales.

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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En la tabla 7 se evidencia la deseabilidad del proceso en un tiempo de 150 min, en la

relacion masa/agua (3.1:5), obteniendo un rendimiento de 0,14% y una deseabilidad del 0,926.

Figura 18. Interaccion de factores de estudio y deseabilidad
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Nota: Figura generada por el programa Desing expert 8.0.6 con los datos experimentales.

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

En la figura 18 se observa la interaccion que existe entre la relacién masa / disolvente, el

tiempo y la deseabilidad, se identifica que la linea azul representa a la relacion 3 la cual tiene lo

siguientes parametros: 1 kg de materia vegetal y 5 | de disolvente, en un tiempo de 150 miny con

una deseabilidad de 0,926 la cual se encuentra en un rango aceptable que estd cercano a 1. De

acuerdo a (Chapa, 2018), en los datos obtenidos del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare

L.) menciona que: “El R? es la proporcion de la varianza total de la variable explicada por la

regresion, donde los resultados son mejor si se acerca a 1,00, y para el aceite esencial de orégano

se obtuvo un valor de 0,979 de deseabilidad”. (Aguilar, 2015) manifiesta que: “En el estudio piloto

realizado de aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) se identificé una deseabilidad de 0,98”.
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Tabla 8. Valores de rendimiento

Parametro Valor predicho Valor experimental

Rendimiento 0,14% 0,13%
Elaborado por: (Ferndndez L & Reascos C., 2022)

En la tabla 8 se detalla los valores del rendimiento predicho con (0,14%) y experimental (0,13%),
en donde se determind que el valor es bajo comparado con otras investigaciones que contenian
métodos similares de extraccion del aceite esencial, por lo tanto, (Pino et al., 2014, citado en
Ramon, 2020), menciona que en su estudio de extraccion de aceite esencial de ruda obtuvo un
rendimiento entre 0,16 a 0,23 %, valor superior que se aproxima a 0,3% entregado por otros
autores. (Fuentes, 2010) manifiesta que: “Se evaluo el rendimiento de aceite esencial de ruda con
0,02 kg de materia vegetal varias muestras con diferente humedad y en una de ellas tiene un valor
de 0,23%”.

10.3. Composicion quimica de aceite esencial de ruda

Mediante cromatografia de gases, se determind los compuestos organicos del aceite esencial

de ruda dando como resultado los siguientes datos:

Tabla 9. Composicidn quimica del aceite esencial de ruda

Codigos
det Tiempo de Métod
Clasificacion Paradmetro Unidad | Muestra retencion intee(r)nc? Método de referencia
Aceite (min)
de ruda
2-Octanona %plv 0,21 18,25
Limoneno %plv 0,06 18,59
Eucaliptol %plv 0,07 19,60 Metod,o para compL_Jestos
organicos en aceites
2-Nonanona %plv 29,14 24,46 esenciales.
Aceites | Geireno %pl/v 5,02 24,53 LP- Meétodo de Agilent
esenciales CGM Technologies, catédlogo de
2-Decanona %p/V 2,04 28,01 ap|icaciones 2015,
- cromatografia de gases con
Acido-2- %p/v 0,95 28,65 detector selectivo de masas
propenoico (msd)
2-Undecanona %pl/v 46,74 33,00
2-Dodecanona %plv 1,52 35,72
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2-Tridecanona %p/v 1,24 37,09
2-Pentadecanona %plv 1,36 41,32
Elemol %plv 0,52 44,91
Cariofileno Oxido %p/v 0,24 47,25
Alfa-Cadinol %plv 0,54 49,18
Fenetil Butirato %p/v 1.20 51,89
Hexestrol %plv 2,27 56,39
1,3-Benzodioxol %p/v 1,71 69,32
Isomatumin %plv 5,17 72,88
Total de

gggg“emseseeﬂciz: %p/iv | 100,00 | 100,00
ensayado

Fuente: (LABPARRENO.CIA, 2022)

En los datos obtenidos de la tabla 9, se analizd la composicion quimica mediante
cromatografia de gases con detector selectivo de masas 5975C inert XLMSD with Triple-Axis
Detector, el contenido de compuestos orgéanicos del aceite esencial de ruda, siendo asi la cetona 2-
Undecanona (46,74%) el componente mayoritario, seguido por el 2-Nonanona (29,14%) en , y
como componentes minoritarios Isomatumin, geireno, hexestrol, 2-Decanona, 1,3-Benzodioxol,
2-Dodecanona, 2-Pentadecanona, 2-Tridecanona, Fenetil Butirato, Acido-2-propenoico, Alfa
cadinol, Elemol, Cariofileno Oxido, 2-Octanona, Eucaliptol y Limoneno con un rango que va
desde 5,17% hasta el 0,06%. Los datos fueron comparados con los resultados de (Rosado et al.,
2018) en el que se analizé la composicion quimica del aceite esencial de Ruta graveolens son 2-
Undecanona (30,50%) y 2-Nonanona (35,4%).

El tiempo de retencion de los componentes mayoritarios son 33,00 min 2-Undecanona y
24,46 min 2-Nonanona, mientras que los otros componentes se encuentran en un rango establecido
de 35,72 hasta 72,88 min. (Ruiz et al., 2015) menciona que en la investigacion realizada del aceite
esencial de ruda los tiempos de retencion de 2-Undecanona en 27,98 min y 2-Nonanona en 20,13

min.

La 2-undecanona, por su presencia como componente mayoritario en los aceites esenciales

de varias especies de Ruta, es considerada como un marcador para este género. La prevalencia de



48

este compuesto en el aceite estudiado permite incluirlo en el quimiotipo 2-undecanona, en
correspondencia con su valor de abundancia relativa, que esta comprendido en el rango de 20,40
a 82,74 % informado previamente (Pino et al., 2014). “Existen varios informes de que la 2-
undecanona y 2-nonanona son los responsables de su actividad repelente y larvicida. A una
concentracion de 0,080 pg/cm, este aceite tiene un porcentaje de repelencia de 90 % y un tiempo
de proteccion de 90 minutos, y varios autores han demostrado su eficacia como repelente y

larvicida contra Ae. aegypti y An. quadrimaculatus” (Andrade et al., 2017).

Figura 19. Perfil lipidico por cromatografia de gases acoplado a un detector de masas
del aceite esencial de ruda
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Fuente: (LABPARRERNO.CIA, 2022)

En la figura 19 se puede apreciar un cromatograma con la masa sobre carga iénica (m/z) y
la abundancia del compuesto caracteristico del aceite esencial de ruda en el cual se determiné que
la cetona 2-Undecanona tiene el pico mas alto con un valor de 58,1 es decir que durante esa carga
de i6n se destruye un hidrogeno de la estructura molecular del compuesto. “Los espectros de masas
obtenidos para cada pico del cromatograma son comparados automéaticamente con los registrados
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en determinadas bases de datos, de manera que, a partir de su similitud, pueden identificarse con

elevada fiabilidad los componentes correspondientes a cada pico cromatografico” (Martinez,

2020).

10.4. Capacidad antioxidante

Tabla 10. Resultados de actividad antioxidante

Ensayo Unidades Resultado
2+
FRAP umol Fe“*lg 37.67
ABTS umol ET/g 46,46

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

De acuerdo a los datos de la tabla 10 se menciona que la capacidad antioxidante mediante
los ensayos FRAP y ABTS se determind 37,67 umol Fe?*/g en el ensayo FRAP y en el ensayo
ABTS presenta un valor de 46,46 umolET/g en el aceite esencial de ruda. La capacidad
antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las capacidades antioxidantes de
cada uno de sus componentes; también depende del microambiente en que se encuentra el
compuesto. Estos interactdan entre si, pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios
(Granados et al., 2012 citado en Pajaro et al., 2017). Los resultados de FRAP fueron mas elevados
que el valor reportado por (Enriquez, 2020), en el estudio de capacidad antioxidante de aceite
esencial de Guaviduca (Piper carpunya) fue de 13,26 umol Fe?*/g. En cuanto al ensayo ABTS
no existen reportes que expresen la capacidad antioxidante del aceite esencial de ruda en
equivalentes Trolox para realizar una comparacion directa pero (Vasquez, 2021), menciona que si
existen reportes de equivalentes Trolox de otros aceites esenciales como Origanum wvulgare L.
(25.1 umol ET /g), Rosmarinus officinalis L. (17.7 umol ET /g), Pimpinella anisum L. (24.3 umol
ET /g), Lippia alba Mill. (14.4 umol ET/g), en general, la capacidad del aceite esencial fue buena
y parecida al de los aceites esenciales expresados.

10.5. Capacidad antimicrobiana
En los andlisis realizados de la actividad antimicrobiana se logro tener excelentes

resultados que se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 11. Resultados de actividad antimicrobiana

Muestra S. S. E. L. B. Pseudomonas

(%) entérica aureus Coli monocytogenes cereus aeruginosa

Aceite esencial
5,0 5,0 5,0 3,0 3,0 3,0
de ruda

Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

En la tabla 11 se puede observar que el aceite esencial analizado mostré una mejor
actividad en las bacterias Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, y Pseudomonas aeruginosa
con un porcentaje del 3% y en Salmonella entérica, Staphylococcus aureus, Escherichia coli con
un porcentaje de 5% para inhibir su crecimiento. “La actividad de los componentes de los aceites
esenciales en orden decreciente va desde los fenoles, aldehidos, cetonas, alcoholes, éteres,
hidrocarbonos” (Kalemba and Kunicka 2003 citado en Lujan & Castro, 2010).

Estos datos obtenidos sirven para conocer la eficiencia que tiene el aceite esencial de ruda
como uso alternativo en las industrias alimentarias, farmacologicas y biotecnologicas para
erradicar las bacterias gram positivas y negativas. “La presencia de metabolitos secundarios en las
plantas ofrece la posibilidad de encontrar moléculas bioactivas que tengan actividad
antimicrobiana, estas son muy promisorias y buscadas afanosamente, en especial por el alarmante

incremento de la resistencia bacteriana” (Delgadillo et al., 2017).

La capacidad antimicrobiana por parte del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) logra
efectos desde concentraciones pequefias para varios grupos de microrganismos como bacterias,
hongos y parasitos, existen muchas investigaciones las cuales concuerdan con los efectos del aceite
sobre Staphylococcus aureus subp aureus ATCC 25904® que abarcan desde 100 a 200 pg/ml (1-
2%) de determinacion de la CMI (Montero, 2021).

“Varios estudios han determinado que los compuestos quimicos del aceite esencial de ruda
especialmente las cetonas (2-undecanona) producen un efecto antimicrobiano sobre bacterias
como: Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, investigaciones convirtiéndose

en alternativas de tratamiento en la medicina veterinaria” (Montero, 2021).
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10.6. Analisis de costos de produccién tipo laboratorio

Tabla 12. Costo de produccién del aceite esencial de ruda

DETALLE DE COSTOS DEL ACEITE ESENCIAL DE RUDA

Descripcion del  Unidad Cantidad Costo Costo Costo
producto de mensual unitario mensual anual
medida requerida
PRODUCTO A ml 17 7,82 234,65 2815,84
Costos directos
Materia prima kg 30 1 30 360
Mano de obra h 17 0,83 14,11 169,32
Costos indirectos
Envases U 4 1 4 48
Insumos /
reactivos mifg . ! ! 84
Agua destilada m3 100 0,31 31 372
Luz eléctrica kw 2 0,712 21,36 256,32
Alquiler
maquinaria h 17 1,5 25,5 306

TOTAL 132,97 1595,64
Elaborado por: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

En la tabla 12 se detalla los costos de produccion de tipo laboratorio sobre la extraccion de
aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) en donde se determin6 que el costo unitario en ml de
aceite es de $7,82 tomando los costos directos y costos indirectos. Los aceites esenciales en su
mayoria tienen costos elevados ya que son productos que tienen un grado de dificultad al momento
de su extraccién debido a diversos factores. Segun (Montoya, 2010) menciona que: “También se
encuentra una variacion en el costo de un aceite esencial en funcion de su pureza y de su

procedencia natural o sintética”.

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

11.1. Técnicos

El impacto técnico que genera la presente investigacion es positivo debido a que se
desarroll6 la optimizacion de la extraccion del aceite esencial de ruda y se aplicé varias
metodologias que evidencian las excelentes propiedades, las cuales pueden ser utilizadas

principalmente en las industrias alimentarias ya que permitira aplicar el aceite esencial de ruda
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en diversos procesos agroindustriales debido a sus compuestos quimicos, ademas
proporcionara beneficios a industrias debido a sus capacidades antioxidantes y

antimicrobianas.

11.2. Sociales

La iniciativa de extraccién de aceite esencial de ruda motivaréa a los productores de ruda
a cultivar esta especie de planta ya que es de uso potencial en la agroindustria por sus
caracteristicas y propiedades beneficiosas, lo que permitira generar un desarrollo en el ambito
social y econdmico de la provincia, de esta manera se dard un aprovechamiento de los recursos
naturales y ancestrales bajo el precepto de industrializacion.

11.3. Ambientales

La extraccion del aceite esencial de ruda presente en la region sierra del Ecuador
fomenta la conservacion del medio ambiente e incentiva a la exploracion y explotacion de los
recursos naturales de una forma sostenible. Tomando en cuenta el uso de productos amigables

con el ambiente y evitando el uso de productos quimicos en la tecnologia de productos.

11.4. Econémico

Este proyecto beneficiaré a los productores de la materia vegetal debido a que ayudara
a incrementar la produccién de ruda y de esta manera se podra generar mayores ingresos
econoémicos para el sector priorizado generando asi una alternativa de uso en la industria

alimentaria, biotecnoldgica, farmacéutica y cosmetoldgica.

12. PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO

Presupuesto de proyecto: "Extraccion de aceite esencial de ruda ( Ruta graveolens)
mediante la metodologia de arrastre de vapor"

RECURSOS | CANTIDAD | uniDAD | | 0 | MELOR
HUMANOS
Tutora 1 - - -
Lectores 3 - - ]
Postulantes(s) 2 - - -

EQUIPOS
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Cromatografo de gases con

espectrometria de masas

(GC-MS) en un equipo

Agilent technologies 5975 ! U 45,60 45,6

inert XL MSD con triple

detector

Destilador por arrastre de

vapor “XIAOJIAN” 1 U 52,50 52,5

(Lanphan Ltd., China)

Espectrofotémetro

GENESYS 20 modelo 1 U 67,80 67,8

4001/4j

Incubador Biocell modelo

M345 1 U 78,00 78

Estufa Universal por

convencion UN30 1 U 25,38 25,38

Balanza analitica (0,0001g) 1 U 31,00 31

Micropipeta automatica 100-

1000pl microlit 1 U 18,36 18,36

Equipo con trampa clevenger 1 U 32,00 32
350,64

MATERIALES Y SUMINISTROS

Frascos color ambar 10 ml 5 U 0,8

Vasos de precipitacion 50 ml 3 U 0,80 2,4

Vaso de precipitacion 500 ml 4 U 1,5 6

Matraz erlenmeyer 100 ml 2 U 3,5

Matraz kitasato 1 U 4,5 4,5

anzillon aforado de vidrio 50 9 U 25 5

Balon aforado de vidrio 100 9 U 45 9

ml

Puntas transparentes 10 a 200 8 U 5.6 44.8

ul

Pipeta volumétrica de vidrio

10 Mi 2 U 3 6

Rejilla de asbesto con tripode 1 U 10,29 10,29




54

;’rt:]tI)os de ensayo con rosca de 4 U 0,15 0.6
I(;Jtr)r?ls de ensayo con rosca de 4 U 175 ;
Probeta de 100 ml 2 U 5 10
Pinza metalica 1 U 9,37 9,37
Gradilla 1 U 9,9 9,9
Asas de Didrasky 1 U 2,7 2,7
Varilla de agitacion 2 U 2,5 5
Egzel filtro MN615 4 -12 um 1 U 109 109
Papel aluminio 1 U 5,6 5,6
160,06
REACTIVOS
Acetato de sodio 1 g 28 28
Cloruro Férrico 1 g 10,9 10,9
Acido acético 1 ml 24 24
Sal de Mohr 1 g 20,5 20,5
Carbonato de sodio 1 g 18 18
Acido clorhidrico 1 ml 14,5 14,5
Acido galico 1 g 37,7 37,7
Folling 1 ml 62 62
Agua destilada 5 gal 2,05 10,25
Etanol 99.8% 1 ml 41 41
Trolox grado analitico 1 ml 61 61
Sulfato de sodio 1 ml 40 40
Reactivo TPTZ (2,3,5-
Triphenyltetrazolium 1 ml 66 66
chloride)
Reactivo ABTS (2,2'-Azino-
L I o
diammonium salt).
Salmonella entérica U822s 1 U 63 63
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i?g@;lggggcus aureus 1 U 50 50
,l&l'?'tl?g?[glls monocytogenes 1 U 60 60
Escherichia coli ATTC25922 1 U 56 56
Bacillus cereus ATTC 10876 1 U 70 70
ii?gtl)rglo&as aeruginosa 1 U 59 59
Agar Salmonella Shiguella 1 g 61,2 61,2
Agar Baird Parker 1 g 72 72
Agar nutritivo 1 g 53,3 53,3
Agar Macconkey 1 g 57,2 57,2
Agua peptonada 1 g 60 60
1159,55
MATERIA PRIMA
Ruda 4 q 5 20
20
ANALISIS
Cromatografia de gases 1 U 70 70
70
MATERIALES DE OFICINA
Esferos 2 U 0,7 1,4
Carpetas 2 U 0,5 1
Cuadernos 2 U 0,6 1,2
Copias, impresiones 800 U 0,06 48
Anillados 9 U 1,25 11,25
Cd con portada 1 U 1,5 1,5
Empastados 1 U 30 30
Internet 6 Meses 15 90
184,35
SUBTOTAL 1944,60
10% 194,46
TOTAL 2139,06
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13. CONCLUSIONES

e Enel andlisis de humedad efectuado a través de secado de la materia vegetal es de 71,22%
por lo tanto el estado fresco es propicio para extraer aceite esencial.

e Deacuerdo a los resultados obtenidos en la optimizacion de la extraccion de aceite esencial
de ruda se determind que las condiciones Optimas son en una relacion de masa / disolvente
de 1:5 lo que quiere decir que se debe utilizar 1 kg de materia vegetal y 5 litros de agua
destilada por un tiempo de 150 min, de esta manera se obtiene un rendimiento predicho
de 0,14%, mientras que en el rendimiento experimental con un valor de 0,13% el cual esta
sujeto a varios factores como el tiempo, relacion masa/disolvente y metodologia en la
extraccion de aceite esencial de ruda.

e En la composicion quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens), se determind
como componente mayoritario la cetona 2-Undecanona (46,74%) ya que ésta es
predominante en la especie Ruta con un rango de 20,40 a 82,74 %, y finalmente como
componente minoritario el Limoneno (0,06%).

e Una vez realizado los analisis mediante los ensayos de FRAP Y ABTS se determind que
el aceite esencial de ruda si tiene una capacidad antioxidante alta con los siguientes
valores: el ensayo FRAP tiene un valor de 37,67 umol Fe?*/g, mientras que en el ensayo
ABTS presenta 46,46 umol ET/g .

e En la determinacion de la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de ruda (Ruta
graveolens) sobre las cepas seleccionadas Salmonella entérica U822s, Staphylococcus
aureus ATTC25923, Escherichia coli ATTC25922, Listeria monocytogenes ATTC19115,
Bacillus cereus ATTC10876 y Pseudomonas aeruginosa ATTC10145 se evidencia las
potencialidades que puede tener el aceite esencial ya que con un porcentaje de 5% y 3%
inhibe el crecimiento de las bacterias gram-positivas y gram-negativas y debido a su
eficacia antimicrobiana podria aplicarse para el desarrollo de nuevos productos.

e En el anélisis de costos de produccion realizado del aceite esencial de ruda se determind
un costo unitario de $7,82 ctvs por ml.
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14. RECOMENDACIONES

Extender el trabajo de investigacion para dar un uso y conservacion al aceite esencial de
ruda mediante la aplicacion de microencapsulacion ya que de esta manera se puede
proteger de la luz y el oxigeno al producto realizado.

Realizar la caracterizacion de aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) y evaluar los
polifenoles totales.

Realizar futuras investigaciones para determinar otras actividades bioldgicas del aceite

esencial de ruda como insecticida, plaguicida, antifingico o antibacteriano.
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16. ANEXOS
Figura 20. Ubicacién del lugar de ejecucion del proyecto investigativo.
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Figura 24. Equipo “XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China) destilador de arrastre de vapor de aceites esenciales

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Figura 25. Introduccidn de la materia vegetal en el equipo de extraccion

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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Figura 26. Finalizacién del proceso de extraccion

Fuente: (Fernédez L ass C., 20‘22)

Figura 27. Recoleccién de datos de peso de aceite esencial de ruda

Fuente: (Ferndndez L & Reascos C., 2022)
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Figura 28.Resultados de analisis de composicion quimica de aceite esencial de ruda
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Analisis de humedad

Figura 29. Pesaje de recipiente disefiado para anélisis de humedad.

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Andlisis Antimicrobiano

Figura 30. Ejecucion experimental

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)



77

Figura 31. Estufa Universal.

Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)

Figura 32. Concentraciones del anélisis de antimicrobiano del aceite esencial.
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Fuente: (Fernandez L & Reascos C., 2022)
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