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TITULO: “EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MATICO (Piper aduncum),
MEDIANTE EL METODO DE ARRASTRE DE VAPOR”

AUTORES: Beddn Ponluisa Karen Andrea
Leon Coque Nelson Israel

RESUMEN

La presente investigacion se desarrollé con el objetivo de extraer el aceite esencial de matico
(Piper aduncum), mediante el método de arrastre de vapor, para ello se utilizo el equipo de
marca Lanphan Ltd. China, del laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales (CAREN) de la Universidad Técnica de Cotopaxi, donde se determind las mejores
condiciones experimentales de extraccion en relacion al tiempo y masa/disolvente para obtener
el mayor rendimiento. Para el tratamiento estadistico se empled el programa Desing Expert
8.0.6 con un disefio de superficie respuesta V optimo, se generd 17 corridas a tres diferentes
tiempos (60, 90 y 120 min) y de masa/disolvente (1:3; 1:4 y 1:5 kg/L) a una temperatura
constante de 100 °C. El mejor resultado se obtuvo en la corrida nimero 2 (tiempo de 120
minutos, masa/disolvente 1:5 kg/ L) con un rendimiento de 0,8843 %. Ademas, se analizo la
composicion quimica del aceite esencial optimizado mediante cromatografia de gases acoplado
a un detector de masas, identificando 17 compuestos volatiles, los que se encontraron en mayor
proporcion fue el germacreno-D (32,37 %) y 1,14-Epoxiherberteno (24,73 %), a la vez se
realizo el analisis de la actividad antioxidante por el método de FRAP y ABTS dando como
resultado 180,24 pmol Fe?*/g'y 90,23 umol ET/g. Al evaluar la actividad antimicrobiana por el
método de concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de matico (Piper aduncum), se
encontré una eficacia de 1mg/L en las bacterias Salmonella entérica y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y 0,5 mg/L para Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATTC
39327.

Palabras claves: matico, composicion quimica, FRAP, ABTS, antioxidante, antimicrobiana.
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TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
AGRICULTURAL SCIENCES AND NATURAL RESOURCES FACULTY

THEME: “EXTRACTION OF ESSENTIAL OIL FROM MATICO (Piper aduncum),
USING STEAM DRAG METHODOLOGY”

AUTHOR: Bedon Ponluisa Karen Andrea
Leon Coque Nelson Israel

ABSTRACT

The present investigation was developed with the objective to extract e
ssential matico (Piper aduncum) oil, by steam drag method, for this purpose Lanphan Ltd.
China laboratory equipment of Agricultural Sciences and Natural Resources Faculty (CAREN)
of Technical University of Cotopaxi was used, where the best experimental extraction
conditions were determined at relation to time and mass/solvent to obtain the highest yield. For
statistical treatment, program Desing Expert 8.0.6 was used with an optimal response surface
design V, 17 runs were generated at three different times (60, 90 and 120 min) and mass/solvent
(1:3; 1:4 and 1:5 kg/L) at a constant temperature of 100 °C. The best result was obtained at run
number 2 (120 min time, mass/solvent 1:5 kg/L) with a yield of 0,8843 %. In addition, chemical
composition of optimized essential oil was analyzed by gas chromatography coupled to a mass
detector, identifying 17 volatile compounds, those found in greater proportion were D-
germacrene (32,37 %) and 1,14-Epoxyherberthene (24,73 %), at the same time antioxidant
activity analysis was performed by the FRAP and ABTS method giving as a result 180,24 umol
Fe?'/g and 90,23 pmol ET/g. Evaluating antimicrobial activity by —minimum inhibitory
concentration method of matico (Piper aduncum), essential oil an efficacy of 1mg/L was found
for Salmonella enterica and Staphylococcus aureus ATCC 25923 and 0,5 mg/L for Escherichia
coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327.

Keywords: matic, chemical composition, FRAP, ABTS, antioxidant, antimicrobial.
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2. JUSTIFICACION

El presente proyecto pone en consideracion el aprovechamiento de la planta de matico
(Piper aduncum) para la obtencion de un aceite esencial que sea de aporte en cualquier proceso
de las industrias alimentarias, asi como también en las distintas industrias farmacéuticas,
cosmetoldgicas, dermatoldgicas e incluso para la elaboracién de bactericidas, debido al manejo
ancestral de las plantas se ha generado un conocimiento empirico que ha permitido el
descubrimiento de cualidades comestibles, medicinales, toxicas y religiosas de las plantas, el
cual aporta diferentes posibilidades para mantener y mejorar las condiciones de vida de la
sociedad Instituto de ecologia, A.C (INECOL, 2022).

Actualmente la poblacion mundial adn recurre al uso de las plantas, por los beneficios
que aportan en la salud, alimentacidn, elaboracién de productos, esto debido a sus principios
activos como terpenos, terpenoides, fenoles, entre otros. La busqueda de sustancias activas ha
incrementado, particularmente en el uso de aceites esenciales y sus compuestos volatiles que
poseen efectos antimicrobianos y antioxidantes, que pueden ser aplicados en productos
alimentarios (Avalos y Pérez , 2009). Ademas, el Ecuador es uno de los paises con mucha
diversidad vegetal, por lo que facilitaria a muchas poblaciones como la parroquia de San
Buenaventura de la provincia de Cotopaxi a incrementar su productividad en exportaciones de
plantas, a la vez Ecuador es un pais exportador de aceites esenciales, por lo que las grandes

empresas podrian incluir a la planta de matico (Piper aduncum).

A la vez se identifica que la planta de matico (Piper aduncum), posee cualidades
farmacoldgicas siendo popular por sus cualidades cicatrizantes para el sistema digestivo
aliviando el dolor de estdémago, Ulceras estomacales, diarrea, colitis, afecciones hepéticas y de
la vesicula, se emplea de forma externa para casos de golpes y heridas (Bussmanny Douglas ,
2016). Por ello este proyecto se centrd en obtener las mejores condiciones de extraccion para
tener un alto rendimiento de aceite esencial de matico (Piper aduncum), y posteriormente su

caracterizacion quimica, antioxidante y antimicrobiana.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

3.1 Beneficiarios directos

Los beneficiarios directos seran los agricultores y comercializadores de la planta (Piper

aduncum) de la parroquia San Buenaventura de la provincia de Cotopaxi.



3.2 Beneficiarios indirectos

Los beneficiarios indirectos seran las industrias farmacéuticas, alimentarias y
cosméticas, asi como también empresas especializadas en la extraccion de aceites esenciales,
0 para aquellas personas que deseen iniciar su propio negocio.

4. EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

A nivel mundial existen miles de productos elaborados a base de plantas, alrededor de
3000 especies de plantas pertenecientes a 10 familias botanicas que se utilizan para la obtencion
de aceites esenciales solo 300 de estos aceites se comercializan en el mercado a nivel global,
debido a la disponibilidad, caracteristicas funcionales y organolépticas superiores y una fuerte
dinamica de demanda (Usano et al., 2014; Fortune Bussines Insights, 2021). Por lo que genera
una gran inquietud al momento de elegir una planta del cual se pueda obtener beneficios sin
perjudicar al productor y al consumidor. Ademas, actualmente las distintas industrias de
alimentos estan presentando problemas en cuanto a la formulacion de productos que contengan
ingredientes mas naturales y organicos lo que ha generado una gran preocupacién por la
aplicacion de aditivos sintéticos en productos procesados ya que estan generando efectos
nocivos al ser humando largo plazo.

El Ecuador es uno de los paises que cuenta con mayor diversidad en plantas de uso
ancestral, que son nativas o introducidas; con el trascurso de los afios en las regiones (andina,
litoral, amazodnica e insular) del pais se ha generado varios estudios para la orientacion y
aprovechamiento de los principios activos presentes en las plantas tales como: ergotamina,
eserina, heroina, morfina, papaverina, quinina, salicina, esparteina, curarizantes, digitalina,
digitoxina, emetina, efedrina, estricnina, teobromina, teofilina, vinina, flavonoides, cocaina,
codeina, colchicina, taninos, acetilcolina. Estos variados principios se caracterizan por estar
presentes en las plantas en toda su estructura, cual beneficia al ser humano gracias a las

moléculas que proporcionan.

En la zona interandina existe una gran abundancia de la planta de matico (Piper
aduncum), esta planta posee propiedades antimicrobianas, antiinflamatorios y cicatrizante
donde estos conocimientos han ido transmitiéndose por familiares mas no por un ente
profesional (Portal et al., 2013). Lo que quiere decir que a pesar de que muchas poblaciones
conocen de estas propiedades no han encontrado una forma de implementar adecuadamente en

el area de medicina, alimentacion u otro medio.



En la provincia de Cotopaxi no se existe informacion sobre los sectores que se dedique
a la extraccion de aceites esenciales, por lo que su principal actividad econémica representa la
produccién agropecuaria (hortalizas, legumbres, tubérculos, ganado bovino, criollo), la

industria en el comercio (productos lacteos y carnicos) (Fuerza EC Cotopaxi, 2017).

En el canton de Latacunga no existen informes que indiquen la actividad de productores
que se dediquen a la extraccién de aceites esenciales, los puntos de venta que existen son
comercializadores que adquieren estos productos de otros paises. Por ello es importante ayudar
mediante este estudio a los distintos emprendedores para que logren tener otra fuente de

ingresos.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

e Extraer el aceite esencial de matico (Piper aduncum) mediante el método de arrastre de

vapor.
5.2 Objetivos Especificos

o Establecer las mejores condiciones de extraccion del aceite esencial de matico (Piper
aduncum) en funcidn del rendimiento.

e Evaluar la capacidad antioxidante del aceite esencial de matico (Piper aduncum)
mediante la metodologia de FRAP y ABTS.

e Valorar la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de matico (Piper aduncum),

mediante la metodologia de concentracion minima inhibitoria.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS

Tabla 1

OBJETIVOS PLANTEADOS

Actividades y Sistemas de tareas en relacién a los objetivos planteados

_— - Resultado de la Medios de
Objetivos Actividades (tareas) actividad verificacion
Objetivo especifico 1: Recolectar la materia prima Conoce la Anélisis de la
Establecer las mejores vegetal. metodologia del tabla 5,7,8,

condiciones de
extraccion del aceite
esencial de matico
(Piper aduncum) en

funcién del rendimiento.

Clasificar, pesar y triturar la
materia prima vegetal.
Elaborar el
experimental.

Extraer el aceite esencial de
matico (Piper aduncum) bajo
las condiciones experimentales
de masa/disolvente (1:3; 1:4;
1:5) y tiempo (60; 90; 120) en
el equipo Lanphan Ltd., China.
Determinar el mayor
rendimiento del aceite esencial
de matico (Piper aduncum) ,
mediante el programa Desing
Expert 8.0.6.

diseno

proceso de extraccion
del aceite esencial de
matico (Piper
aduncum) mediante el
método de arrastre de

vapor.

Obtencion de las
mejores condiciones
de extraccién de

acuerdo al tiempo y
masa/disolvente
empleado.

figura 9,10,11

Obijetivo especifico 2:

Aplicar las metodologias de

Resultados de analisis

Andlisis de la

Evaluar la capacidad FRAPy ABTS, enladeteccion de la capacidad tabla 10
antioxidante del aceite de la capacidad antioxidante antioxidante del

esencial de matico del aceite esencial de matico aceite esencial de

(Piper aduncum) (Piper aduncum). matico (Piper

mediante la aduncum).

metodologia de FRAP y

ABTS.

Objetivo especifico 3: Determinar la concentracion Efecto del aceite Analisis de la
Valorar la capacidad minima inhibitoria (CMI), por esencial de matico tabla 11.
antimicrobiana del el método de dilucion en Agar. (Piper aduncum) en

aceite  esencial de Analizar el efecto la inhibiciébn de

matico (Piper antimicrobiano del aceite microorganismos.

aduncum), mediante la esencial de matico (Piper

metodologia de aduncum) en cepas de

concentracion minima referencia de  Salmonella

inhibitoria (CMI). estérica, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Y
Staphylococcus aureus,
Analizar e interpretar
resultados obtenidos.

los

Elaborado por: (Bedén Ky Leon N., 2022)



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Antecedentes

Segun Ingaroca, et al. (2019) en su articulo “Composicién quimica y ensayos de
actividad antioxidante y del efecto fungistatico sobre Candida albicans del aceite esencial de
"matico” (Piper aduncum L.)” menciona; la extraccion del aceite esencial de las hojas de
matico (Piper aduncum L) mediante la destilacion de arrastre de vapor de agua tiene un
rendimiento 1,1% v/p, su compocicion analizada mediante el método de cromatografia de gases
se identifican 35 componentes quimicos, de los cuales ocho representan el 76,53 % del area
total. Entre los principales compuestos se encuentran fenilpropanoides (1, 2, 4-trimetoxi-5-(1-
propenil)- benceno (39,32 %) y metileugenol (12,85 %)), hidrocarburos sesquiterpenoides
(germacreno D (7,52 %), biciclogermacreno (5,88 %), B-cariofileno (2,82 %) y &- cadineno
(2,81 %)), un hidrocarburo monoterpenoide (B-ocimeno (2,34 %)) y un monoterpenoide
oxigenado (4,7,7-trimetilbiciclo heptan-3-ona (2,99 %)), ademas la capacidad antioxidante
detectada por el método de DPPH y ABTS, fue de 1,839 y 17,79 ug Trolox/mg del aceite

esencial.

Quispe (2017) realizo la caracterizacion micro-histolégico, fisico y quimico del aceite
esencial de las hojas de matico (Piper aduncum), extraido por arrastre de vapor en un equipo
modular” en la cual interpreta que: las muestras de las hojas de matico (Piper aduncum), tiene
como propiedades fisicas en densidad 0,9278g/mL a 20° C; viscosidad aparente de 4,69 cP a
4,96 cP; indice de refraccion de 1,4872; pH de 5,15, el tiempo de extraccion del aceite esencial
por arrastre de vapor fue de dos horas, obteniéndose 25 mL de aceite con 4.5 kg de muestra en
el condensador modular (coraza y tubos), dando mayor rendimiento comparado con el
condensador de serpentin de LOPU que extrajo 13,5 mL.

Segun Palacios y Puente (2016), en su investigacion “Actividad Antibacteriana del
aceite esencial Piper aduncum “matico” sobre Escherichia coli” manifiesta que: obtuvieron un
promedio de 3,0 mL de aceite esencial mediante destilacion por arrastre de vapor, a partir de

250 g de hojas seleccionadas y 4.0 L de agua bidestilada.

Sanchez y Pérez (2021), en su investigacion “ Actividad antimicotica del aceite esencial
de la flor de Origanum vulgare (OREGANO) y Piper Aduncum (MATICO) frente Candida
albicans”, demuestra que: la actividad antimicdtica invitro del aceite esencial en la

metodologia empleada en la obtencion de los aceites esenciales Piper Aduncum “matico”



mediante la técnica de extraccion por arrastre con vapor, a diferentes concentraciones (50%,
75% y 100%). Los halos de inhibicion promedios obtenidos para el aceite de matico (Piper
aduncum) al 50% fue de (6,87mm + 0.06), al 75% (8,59mm + 0,09) y al 100% (11,84mm +
0,06), el control negativo presenté 6,03mm + 0,06 y el control positivo 23,00mm + 0,08.

7.2 Fundamentacion tedrica
7.2.1 Planta matico (Piper aduncum)

Figura 1

Matico (Piper aduncum)

~

Fuente: (Acosta, 2022)

El matico (Piper aduncum) es una planta originaria de América del sur, crece en los
valles interandinos de Ecuador, Bolivia, Chile, Colombia, México y en el Asia, es conocida
como "hierba del soldado™ o "cordoncillo™ y se utiliza como desinfectante externo de heridas,
cicatrizante, anticancerigeno, antidiarreico, antivenéreo y para el tratamiento de resfriados,

bronquitis, herpes, Ulceras estomacales y estrefiimiento (Lock y Rojas, 2004).

Se distribuye de 0 a 2 000 y entre 3 000 a 3 500 msnm en las provincias de Azuay,
Canar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, EI Oro, Esmeraldas, Galapagos, Guayas, Imbabura,
Loja, Los Rios, Manabi, Morona, Napo, Pastaza, Pichincha, Tungurahua y Zamora Chinchipe
(Jorgensen 'y Leon-Yanez, 1999 citado en Aguirre et al., 2015, p. 133).



7.2.2 Taxonomia de la especie

Tabla 2

Taxonomia del matico (Piper aduncum)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper

Especie Piper aduncum
Nombre cientifico Piper aduncum L.

Fuente: (Linnaeus, 1762 citado en Pefia, 2022 )

7.2.3 Descripcion morfoldgica

La planta es un arbusto de hasta 4 m de altura, del tallo proviene nudos donde salen las
hojas, su corteza es aspera y granosa de color café- verdosa, posee hojas simples alternas,
coriaceas de forma alargadas, terminadas en punta con venas longitudinales pronunciadas de
color rojo péalido, el haz es muy aspero de color verde claro, el envés color blanquecino, cuando
se estruja expulsa un olor fragante, sus flores son largas espigadas carnosas de color verde
crema, carece también de frutos en amentos verdes gordos y erectos, los apices de las hojas y
los cogollos son de color rojizo y las hojas conforme se envejecen se tornan amarilla (Aguirre
etal., 2015).

7.2.4 Condiciones de desarrollo

Vive en areas que reciben de 1500 a mas de 4000 mm de precipitacién media anual.
Coloniza la mayoria de los tipos de suelo, ademas de los suelos excesivamente bien drenados,
donde solo crece en el extremo superior del rango de lluvia; suelos secos; y suelos salinos
(Invasive Species Database [GISD], 2021).
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Invasive Species Compendium CABI (2019) indica que la planta de matico (Piper
aduncum) es intolerable a la sombra, requiere suficiente luz para crecer. Cominmente crece en
varias altitudes desde 2000 m y 3356 m del nivel del mar. Fuera de su area natural se puede

propagar en arroyos inundados, deslizamientos de tierra, caminos y margenes de bosques.

7.2.5 Composicion quimica del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

Segun Monzote et al. (2017) indica que los constituyentes mas reportados para el aceite
esencial de matico (Piper aduncum), se encuentran; 1,8-Cineol, dillapiol, apiol,

bycliclogermacreno, piperitona, linalol, nerolidol, safrol.

El aceite esencial de las hojas de P. aduncum posee en mayor cantidad linalol, un 0.63%
de compuestos terpenoides, 53% monoterpenos, 55% sesquiterpenos que estan representados
por diversos compuestos, especialmente el 6xido de cariofileno, epdxido Il de humuleno, (E)
Nerolidol y a-Copaeno, y en pequefias cantidades alil benzeno safrol y de metil cetona 2-

Undecanona (Dousseau et al,. 2014).

Se pueden encontrar mas compuestos como “diterpenos (fitol, camforeno, esclareol),
constituyentes que contienen azufre (alil sulfuro, dimetilsulfuro), nitrégeno (metil antranilato,
indol, piridinas), lactonas, d-lactonas, cumarinas), algunos componentes irregulares (eucarvona
y necrodano), amidas, fenilpropanoides, terpenos, chalconas y dihidrochalconas, flavonas y
compuestos adicionales que incluyen derivados del &cido benzoico y cromenos” (Zevallos et
al., 2022, p. 770).

7.2.6 Actividades bioactivas del matico (Piper aduncum)

Segun Bernhoft (2010), menciona que los compuestos bioactivos son los metabolitos
vegetales secundarios, tienen bajo peso molecular y una funcion importante en la interaccion
de la planta con su entorno, estos provocan efectos farmacolédgicos o toxicoldgicos en el hombre

y los animales.

Lock y Rojas (2004) afirman que: Se ha logrado comprobar, en modelos in vitro, que
los extractos crudos de P. aduncum poseen actividad antibacteriana, antifngica, antiviral,
citotoxica y parasiticida. Los diversos estudios fitoquimicos reportan que el P. aduncum
contiene una gran variedad de metabolitos secundarios que se puede agrupar en
fenilpropanoides, derivados de &cido benzoico, cromenos y flavonoides (p. 27).



Tabla 3

Actividades bioactivas de los componentes quimicos del matico (Piper aduncum)

Componentes Propiedades bioactivas
Dilapiol e Anticancerigeno
o ¢ Citotoxico
< e Antifangico
OCH; e Antibacteriano
QOCHa

Aduncamida

OCHgy
on O o e Antimicrobiano
; AL e Anticancerigeno
H
CHj

Acido Benzoico prenilado

0 _° e Antiflngico

e Antifangico

Ri

4,7,7 —trimetilbiciclo [ 2.2.1] heptan — 3-
ona (alcanfor)

e Antiparasitario

O

Fuente: (Ingaroca et al., 2019)
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7.2.7 Usos y beneficios mas importantes de la planta de matico (Piper aduncum) y aceite

esencial

En los sistemas de medicina a base de hierbas en América del Sur, el matico (Piper
aduncum) es bastante conocido y respetado por curar heridas, trata todo tipo de problemas
digestivos como: dolores de estdémago, vomitos, dispepsia, diarrea, Ulceras gastricas, gases
intestinales e incluso cancer de estdémago (Taylor, 2006).

Taylor (2006) menciona que: la planta es un excelente tonico genitourinario, trata
calculos, infecciones del tracto urinario, cistitis, uretritis, leucorrea, vaginitis y diversas
enfermedades venéreas, enfermedades como la gonorrea y las tricomonas. Para afecciones
respiratorias como bronquitis, hemorragias pulmonares, pleuresia, neumonia, resfriados, gripe,
amigdalitis y dolores de garganta. También se recomienda para leucorrea, hemorroides,

blenorragia, dispepsia, diarrea, disenteria y célera.

En diferentes investigaciones se ha evaluado al aceite esencial de matico (Piper
aduncum) para elaboracion de productos como: pasta dental del cual se vio efectos terapéuticos
como coadyuvante para el tratamiento periodontal (Falcon, 2017). También se aplico para la
elaboraciéon de jabon las cuales poseen propiedades antibacteriales, desinflamantes,
antibidticas, y alivio de heridas, y un jabdn liquido antibacterial y cicatrizante debido a que
contiene compuestos organicos como flavonoides y taninos (Espinoza et al., 2020; Sanin,
2015). Se ha elaborado un d4leo, que actua como hidratante, antioxidante, regenerador,

rejuvenecedor, atenuante de cicatrices y reductor de acné (Aguilar, 2022).

Se ha evaluado el aceite esencial como repelente de insectos, el cual muestra mejores
propiedades en formulaciones de crema y pomada para aplicarse en la piel, siendo muy préactico

para que pueda ser comercializado (Mamood, 2017).
7.2.8 Aceites esenciales

Los aceites esenciales, llamados aceites volatiles o aceites etéreos, son sustancias
complejas y concentradas de las secreciones metabdlicas naturales de las plantas, se extraen de

las hojas, pétalos, tallos, semillas, raices o corteza de las plantas (Butnariu y Sarac, 2018).

Los aceites esenciales estan contenidos en semillas, glandulas, pelos glandulares, sacos,

0 venas de diversas piezas de la planta (Angulo, 2014).
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7.2.8.1 Caracteristicas fisicas de los aceites esenciales.
Segun Requejo (2020) los aceites esenciales tienen las siguientes caracteristicas:

e Son liquidos con escasa o nula solubilidad en agua.

e Solubles en alcoholes y en disolventes organicos, asi como en excipientes
grasos.

e Lipofilicas (sustancias no polares)

e Al oxidarse, se hacen resinosos, toman un color amarillento oscuro, lo que se
previene depositdndolos en recipientes de vidrio de color topacio totalmente
llenos y cerrados perfectamente.

e Conun alto indice de refraccion, es decir, los rayos UV (ultravioleta) reaccionan
facilmente sobre ellos, liberando los radicales libres de su composicion quimica
y provocando su oxidacion.

e La mayoria de los aceites son menos densos que el agua, entre 0,86 g/ml y 1,03
g/ml.

e No suelen cristalizar a temperatura ambiente.

Canella (2017) menciona que: los aceites esenciales son incoloros, sin embargo,
algunos aceites presentan un color amarillo claro, azul verdoso, o marrén, y se distinguen por
su perfume y sabor. Son inflamables, pero no toxicos, no deben ser aplicados directamente en

la piel.
7.2.8.2 Constituyentes quimicos de los aceites esenciales

Alea (2015) menciona que: los constituyentes volatiles, que conforman los aceites
esenciales, constituyen alrededor del 1% de los metabolitos secundarios de las plantas, su

composicidn se agrupa en dos grandes grupos:

7.2.8.2.1 Terpenoides: Son compuestos aromaticos que se producen en las plantas y se
dividen en monoterpenos (10 atomos de carbono), sesquiterpenos (10 atomos de carbono),

diterpenos (20 4tomos de carbono), y homoterpenos) (Lowenfels, 2020; Alea, 2015).

Rahman (2012) menciona que los compuestos monoterpenos dan propiedades

antimicrobianas, antiprotozoariaso antimicrobianas, entre estos compuestos se encuentran el:



14

mirceno, ocimeno, linalool, geraniol, limoneno, pinenos, alcanfor, alfa-terpineol, alcohol

perililico, carveol, carvona, mentoles, entre otros.

Rojas y Malo (2019) detalla que entre “los compuestos sesquiterpenos son: 3-farneseno,
a-farneseno, P-cariofileno y a-humuleno”, presentan actividad antifingica, antibiotica,

ntinflamatoria, espasmolitica (Castillo y Martinez, 2021).

Los compuestos diterpenos tienen actividad anticancerigena o citotoxica, antiretroviral,

antifungica, antioxidante (Castillo y Martinez , 2021).

7.2.8.2.2 No terpenoides: Se componen por sustancias alifaticas de cadena corta,
sustancias aromaticas, sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas (Fenilpropanoides /
bencenoides, derivados de acidos grasos de aminoacidos, Noterpenoides C13, Ftalidos,
compuestos nitrogenados, azufrados, enlazados o glicosidicos, Isotiocianatos) (Rivas et al.,
2016; Pino, 2015).

¢ Fenilpropanoides/bencenoides: Algunos compuestos son: Benzaldeido,
fenilaceldehido, salicilato de metilo, eugenol, safrol, isoeugenol, entre otros
(Pino, 2015, p. 35).

e Compuestos nitrogenados: Pino (2015) menciona que los compuestos
nitrogenados se agrupan como aminas, amidas, nitrocompuestos, nitrilos,
oximas, ésteres y compuestos ciclicos (indol, imidazol, pirazina, pirazol,
piridina y triazina) (p. 37).

e Derivados de &cidos grasos: Pino (2015) menciona que la oxidacidn, reduccion
y esterificacion de aldehidos y cetonas provocan la formacion de &cidos,
alcoholes, lactonas y ésteres. El grupo de compuestos carbonilicos incluye al
formaldehido, acetaldehido, propanal, acetona, butanal, isobutanal, 2-butenal,
isobutenal, 2- butanona, crotonaldehido, 2-pentanona, 2-metil-2-pentenal,
hexanal, (E)- 2-hexenal, (Z)-3-hexenal, 3-octanona, nonanal, metil isopropil

cetona y metil vinil cetona, entre otros (p. 34).

7.2.8.3 Factores que influyen en la composicion de los aceites esenciales

Los compuestos quimicos son sintetizados en la planta durante su desarrollo y

corresponden en cada especie a una composicion especifica dentro de limites predecibles, los
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principales factores que afectan la produccion y composicion de los metabolitos secundarios de

las plantas son (Pino, 2015, p. 66):

e Variaciones fisioldgicas: Desarrollo de los 6rganos, ciclo de actividad del
polinizador, parte de la planta, tipo de estructura secretora, dafios mecanicos o
quimicos.

e Condiciones ambientales: Clima, polucién, enfermedades y plagas, factores
edéficos.

e Variaciones geogréaficas

e Factores genéticos y evolutivos

e Almacenamiento

e Condiciones politicas y sociales

e Acceso al material vegetal y necesidad de labores manuales y espacio.
7.2.8.4 Aplicaciones de los aceites esenciales

El uso de aceites esenciales en las industrias aumenta dia a dia, la demanda del mercado
mundial de aceites esenciales fue de 226,8 kilotones en el afio 2018. Se espera que se expanda
a una CAGR del 8,6 % hasta el 2025 (Shemy, 2020).

Segun Rios (2016) indica que: los aceites esenciales tienen aplicaciones industriales
probadas en la fabricacion de perfumes, cosméticos, jabones, champus o geles de limpieza,
como agentes terapéuticos en aromaterapia 0 como principios activos o excipientes de

medicamento, y en la industria agroalimentaria, para producir bebidas y aromatizar alimentos.

La gama de las industrias que utilizan los aceites esenciales o sus subproductos es

amplia y variada:
7.2.8.4.1 Industria Farmacéutica

Los aceites esenciales poseen diversas propiedades terapéuticas, fungicidas,
antidepresivas o antibacteriano, se utilizan eficazmente para el tratamiento de varias infecciones

causadas por enfermedades patdgenas causadas por virus, hongos y bacterias (Malik, 2019).

Segun Bordia 1981 citado en Malik, (2019) menciona que: el aceite esencial de ajo
disminuye el colesterol sérico y los triglicéridos (TGs).
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7.2.8.4.2 Industria alimentaria

El mayor consumidor mundial de aceites esenciales es la industria de las bebidas
gaseosas, principalmente citricos (naranja, limén, pomelo, mandarina, lima), jengibre, canela,
clavo y menta, también se utilizan algunos en confiteria, panaderia, productos lacteos,
productos afrutados, especias, bolleria, postres (frescos o en polvo), ademas se aplican en
bebidas alcoholicas para elaborar licores de hierbas, cerveza de jengibre, menta y otros licores

aromatizados (Can y Buchbauer, 2020).

Mozaniel et al. (2022) indican que: las peliculas y recubrimientos comestibles que
contiene aceites esenciales se aplican para la conservacion se frutas, hortalizas y productos

carnicos.
7.2.8.4.3 Industria de cosmetologia y perfumeria

Los AE se aplican en cosmetologia para perfumar cosméticos como dentifricos,
champus, protectores solares, labiales, jabones (Mozaniel et al., 2022).

Muchos de estos productos se centran en aplicaciones para tratar quemaduras, 0 con
fines de limpieza, acondicionamiento, o hidratacion de la piel. Los productos cosméticos
pueden ser sélidos, en polvos, mascarillas, semisolidos como cremas, ungientos, cremas de

cera, pastas, etc., y liquidos como lociones y spray (Arraiza et al., 2017).

Arraiza et al. (2017) mencionan que: la perfumeria industrial se utiliza en detergentes y
jabones , ambientadores , desodorantes , linimentos , preparaciones de limpieza y abrillantado,
para disimular el olor desagradable de algunos productos industriales como caucho , plasticos
y pinturas , etc (pag. 42).

7.2.8.4.4 Industria Fitosanitaria

Regnault et al. (2012) indican que: los aceites esenciales tienen efectos repelentes,

insecticidas y reductores del crecimiento en una variedad de insectos.

Segun el estudio realizado por Ramén (2020), menciona que: los aceites esenciales de
ruda y marco, tienen propiedades biocidas para evitar el ataque del sistema radicular de las
plantas. Ademas algunos productos fitosanitarios como fungicidas, acaricidas, e insecticidas

contienen aceites esenciales de céscarcas de naranja y mandarina.
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7.2.8.4.5 Productos de uso veterinario

Existen productos elaborados a base de aceites esenciales para el tratamiento de
enfermedades tdpicas, muchos tienen en su composicion limoneno, piretrinas que se aplican en
animales de ganado vacuno, porcino o animales domesticos en solucion, champo o pomadas,

para el control de artrépodos parasitarios (Bowman, 2022).

7.2.9 Métodos de extraccion de los aceites esenciales

La eleccion del método de extraccion del aceite esencial depende del estado original y
de las caracteristicas de la materia prima vegetal. EI método de extraccion determina algunas
caracteristicas del aceite esencial, como la viscosidad, el color, la solubilidad, la volatilidad, y
puede enriquecer o reducir la presencia de algunos componentes (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios [AEMPS], 2018, p. 9).

7.2.9.1 Extraccion mecanica o prensado en frio

Esta técnica se utiliza para extraer los aceites esenciales contenidos en la corteza de los
citricos frescos, por medio de una compresion o abrasion a una temperatura de 49 °C, contienen
ceras, y otros productos volatiles, hay que centrifugar, decantar y filtrar para obtener un aceite

esencial puro (Van Deer Ka, 2017, p. 14).
7.2.9.2 Extraccion con solvente

Segun Reyes et al. (2014) mencionan que “el caracter hidréfobo y no polar de los OE
permite su extraccion por solventes organicos, especialmente derivados de combustibles

disolventes” (parr.12).

Segun Requejo (2020) afirma que la extraccion con solvente tiene la ventaja de trabajar
a temperaturas bajas, por lo que no provoca la termodestruccion ni la alteracion quimica de los
componentes del aceite; ademas, ofrece la posibilidad de separar componentes individuales y/o

presentes en poca cantidad.
7.2.9.3 Extraccion por fluidos supercriticos (EFS)

Veliz y Gonzélez (2017) mencionan que este metodo se realiza mediante una sustancia

que se encuentra en condiciones por encima de su temperatura y presion citrica correspondiente,
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brinda altos rendimientos, es ecolégicamente limpio, de facil retiro y reciclaje del solvente; se
emplean bajas temperaturas en la extraccion; cambiando parametros operacionales se puede
cambiar la composicion del aceite extraido; no hay alteracién quimica del aceite, pero acidos

grasos, pigmentos y ceras también pueden ser extraidos junto con el aceite esencial (p. 110).
7.2.9.4 Enforado o impregnacién (enflueraje)

Se utiliza para extraer el aceite esencial de las flores, mediante el uso de grasa que
después de algunos dias saturan la esencia, posteriormente se separa y se obtiene el compuesto

aromatico (Peregrino, 2021).
7.2.9.5 Destilacion con agua o hidrodestilacion

Consiste en poner a hervir agua, bien sea por fuego directo, camisa de vapor o camisa
de aceite, donde se sumerge el material vegetal o en forma de polvo, con el objeto de que el
vapor de agua ejerza su accién en el mayor niamero posible de particulas vegetales (SENA,
2012).

7.2.9.6 Destilacion con vapor humedo

En este sistema se emplea un vapor himedo, proveniente del agua en ebullicién que
traspasa el material vegetal suspendido encima y apoyado en una malla. El aceite esencial en la
primera extraccion, se recircula al extractor para que continle el proceso de destilacién (SENA,
2012).

7.2.9.7 Destilacion por arrastre de vapor
(Villaverde, 2018) manifiesta que:

La destilacion por arrastre de vapor es el método mas comun para la obtencion de aceites
esenciales. Se trata de un proceso de separacion por el cual, mediante el uso de vapor
de agua, se vaporizan los componentes volatiles de la materia vegetal. EI procedimiento
consiste en hacer pasar un flujo de vapor a través de la materia prima, de modo que
arrastra consigo los aceites esenciales. Posteriormente, estos vapores se enfrian y se
condensan, dando lugar al destilado liquido formado por dos fases inmiscibles, la acuosa

y la organica, que es el aceite esencial (pag. 14).
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7.2.10 Ventajas y desventajas del método de extraccion por arrastre de vapor

7.2.10.1 Ventajas

Este método permite obtener buenos rendimientos, también la pureza y calidad del
aceite no son alteradas, es puro y libre de solvente; no requiere tecnologia sofisticada; es de
bajo costo y energéticamente mas eficiente; puede ser empleado a escala industrial y de

laboratorio (Veliz y Gonzalez, 2017).
7.2.10.2 Desventajas

Su principal inconveniente es la alta temperatura de operacion, que lo hace inapropiado
para aquellos aceites esenciales con componentes sensibles al calor (Veliz y Gonzalez, 2017,
p. 110).

7.2.11 Factores que influyen en la extraccién por arrastre de vapor

Alcantara (2014) plantea cinco factores importantes que se deben tomar en cuenta en la

extraccion por arrastre de vapor:

e Tiempo de extraccion del material: Pasado un tiempo determinado ya no sale méas
aceite, el vapor posterior causa el arrastre por solubilidad o emulsién del aceite,
reduciendo el rendimiento.

e Presion de vapor: Si la presion es muy alta, se presenta hidrolisis en el aceite
disminuyendo la calidad y rendimiento.

e Factor de empaquetamiento: Si el material queda suelto, el proceso termina pronto, si
se encuentra apretado, el vapor se acanala.

e Distribucién interior del vapor

e Eficiencia del condensador

7.2.12 Fases de extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor

Cordova y Velasquez (2021) en su investigacion mencionan que existen tres fases para

la extraccion de aceite esencial:
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e Fase 0: Es el tiempo que se demora el aceite esencial en llegar a la temperatura de
ebullicion

e Fase 1: Es la fase preliminar hay un incremento en el rendimiento y en la extraccién se
obtiene el 76% del rendimiento.

e Fase 2: Esta representada por una curva lineal que aumenta, representa la acumulacién
del aceite en la cual se puede obtener hasta el 24% de la extraccion. Durante esta etapa el
aceite se volatiliza rapidamente y se mezcla con el vapor de agua y asi puede ser separado
de las matrices vegetales.

e Fase 3: Esta representada por una linea horizontal que marca el final del proceso de
extraccion, donde no se obtiene mas aceite (Armijo et al., 2012; Boukroufa, 2015 citado

en Cordova y Velasquez, 2021, pp. 26-27).
7.2.13 Equipo de extraccion de arrastre de vapor “Lanphan Ltd., China”
Figura 2

Equipo Lanphan Ltd., China

Fuente: (Henan Lanphan Industry Co., Ltd., 2019)

Este equipo es de acero inoxidable, puede extraer el aceite esencial rapidamente en 10
minutos, cuya tasa de extraccion de aceite es superior a 99%, y el ciclo de produccion es de 50
%, se utiliz6 el equipo de capacidad de 10 L, con una cantidad de material de llenado de 1,5 kg
(Henan Lanphan Industry Co., Ltd., 2019).
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7.2.14 Actividad antioxidante

Son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas
inhabilitando la iniciacion o propagacion de las reacciones en cadena de los radicales (Rivas et
al, 2016, p. 43).

Segun Moharram y Youssef (2014) los antioxidantes se clasifican de acuerdo a su
funcionamiento como; antioxidantes primarios: inhiben la reaccion de la oxidacion actuando
como donates de hidrogeno o aceptores de radicales libres, tienen estructura fenolica, se
encuetran minerales, vitaminas, y fitoquimicos, flavonoides catequinas, carotenoides, [-
caroteno, licopeno, diterpeno y antioxidantes secundarios, son compuestos fenolicos que
capturan radicales libres y detienen las reacciones en cadena entre ellos se encuentran hidroxi
anisol butilado, hidroxi anisol butilado tolueno y galato de propilo.

Rivas et al. (2016) indican que: la determinacion de la actividad antioxidante se realiza
mediante dos métodos; directo: el radical se emplea como un factor de cuantificacién, la adicion
del antioxidante, antes o después de la generacion del radical, provoca una disminucién de la
sefial, en los ensayos la muestra se afiade antes que sea generado el radical, la reaccion
comienza con la adicion del oxidante (ABTS, DPPH, entre otros), e indirecta: La presencia de
radicales libres produce la pérdida o aparicion de un reactivo, y en presencia de una antioxidante

provoca un aumento o disminucion de la sefial (ORAC, FRAP, entre otros) (p. 46).

7.2.15 Actividad antimicrobiana

(Reyes et al., 2012), mencionan tres caracteristicas, las cuales los aceites esenciales

atribuyen su poder antimicrobiano:

e Caracter hidrofilo, hidrofobo: Se da una alteracién y penetracion en la
estructura lipidica de la pared celular provocando desnaturalizacion y muerte de
la célula.

e Compuestos quimicos: Actllan como agentes, interviniendo en la translocacion

de protones y la fosforilacién de ATP.
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e Tipo de organismo al que ataca: Las bacterias gran negativas poseen mayor

susceptibilidad que las Gran positivas in- vitro.

7.2.15.1 Método de concentracion minima inhibitoria CMI

Montoya (2008) menciona que: el CMI es el valor utilizado para expresar el resultado
de la medicion de la actividad antimicrobiana. Se mide determinado la cantidad o la
concentracion minima de un agente quimico antimicrobiano que se necesita para inhibir el

crecimiento de un microorganismo utilizando como control (p. 224).
Para conseguir este objetivo se utilizan mediante dos métodos:
7.2.15.1.1 Dilucién en tubos

Consiste en inocular el microorganismo en una serie de tubos, al cual se le agrega una
concentracion diferente del agente quimico a estudiar, después de la inoculacién se observa una
turbidez, la mayor concentracion en turbidez hay mayor crecimiento del microorganismo y el
de menor concentracion del agente inhibitorio que impida el crecimiento se utiliza como

referencia para el valor de la CMI (Humberto, 2008, p. 224).
7.2.15.1.2 Difusion en agar

Consiste en preparar un medio de cultivo para el &ptimo crecimiento del
microorganismo escogido y se inocula uniformemente, al finaliza este periodo se observan una
serie de halos de inhibicién alrededor de los discos en un papel filtro de diferentes didmetros, a

partir de ese punto se observa el crecimiento microbiano (Humberto, 2008, p. 224).
7.2.15.2 Salmonella entérica

Salmonella entérica es un patdgeno intracelular facultativo gramnegativo con forma de
bastoncillo, ataca a animales, humanos y plantas, se encuentra en el medio ambiente, esta
prospera en el nicho intracelular que le permite tener una resistencia antimicrobiana intrinseca
y una colonizacion cronica en casos raros, es la causante de la morbilidad y mortalidad de
personas. Se transmite por ingestion de agua o alimentos contaminados o por contacto directo

con personas o animales infectados (Knodler y Elfenbein, 2019).
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7.2.15.3 Staphylococcus aureus

Los estafilococos son un amplio grupo de bacterias Gram-positivas, cuyo diametro
oscila entre 0.5 y 1.5 micras, se encuentran presentes en el aire, leche, agua potable y residuales
e incluso en la comida, esta bacteria afecta a la salud causando infecciones epidérmicas,

septicemia, choque téxico, entre otras (Socorro et al., 2014).
7.2.15.4 Escherichia coli

Organizacion mundial de la salud (OMS, 2018) menciona que: la bacteria Escherichia
coli, causa infecciones en la piel y tejidos blandos como abscesos, furdnculos y celulitis, puede
causar infecciones graves como infecciones del torrente sanguineo, neumonia, o hueso e

infecciones articulares o graves intoxicaciones alimentarias.
7.2.15.5 Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo gramnegativo ligeramente curvado que crece mejor en aerobiosis, refleja
el color caracteristico azul verdoso en los cultivos de colonias, se encuentra en el medio
ambiente (tierra, plantas, agua), tolera un rango de temperatura de crecimiento hasta 50°C,
puede causar infecciones a la piel y partes blandas ectima gangrenoso infeccion en quemaduras,
o herida quirurgica), infecciones oculares, infecciones al oido (otitis), presenta un alto nivel de

resistencia intrinseca o natural a los antibiéticos mediante mutaciones (Milagro, 2013).
7.3 Marco Conceptual

e Bioactivo: Tipo de sustancia quimica que se encuentra en pequefias cantidades en las
plantas y ciertos alimentos

e FRAP: Capacidad de reduccion del hierro (FRAP, del inglés Ferric Reducing
Antioxidant Power)

e ABTS: Es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 415 6 734 nm y se
genera por una reaccion de oxidacion del ABTS

e In vitro: Técnica para realizar un determinado experimento en un tubo de ensayo, 0
generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

e Piretrinas: Compuestos naturales que tienen propiedades de insecticidas

e Antimicrobiano: Sustancia quimica que, a bajas concentraciones, actla contra los

microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento.
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e Antioxidante: Sustancia que protege las células de los dafios que causan los radicales
libres (moléculas inestables elaboradas por el proceso de oxidacion durante el
metabolismo normal)

e Fitoquimicos: Corresponden a metabolitos secundarios sintetizados por las plantas.

e Polucién: Forma de contaminacion originada por residuos provenientes de procesos
bioldgicos o industriales

e Condensacion: Es un cambio de estado de la materia, en el que una sustancia pasa de
estado gaseoso a estado liquido, alterando sus propiedades fisicas

e Hidrdlisis: Es una reaccidn quimica en la que el agua actla sobre otra sustancia para
formar una 0 més sustancias enteramente nuevas.

e \olatilizacién: Es el proceso que consiste en el cambio de estado de sélido al estado
gaseoso sin pasar por el estado liquido.

e Citotdxico: Sustancia que elimina células, como las cancerosas.

e Dispepcia: Trastorno de la digestion que aparece después de las comidas y cuyos
sintomas mas frecuentes son nauseas, pesadez y dolor de estbmago, ardor y flatulencia.

e Blenorragia: Enfermedad infecciosa de transmisidon sexual que se caracteriza por la
inflamacion de las vias urinarias y los genitales y que produce un flujo excesivo de moco
genital.

e Indice de refraccion: Relacion de las velocidades de la luz entre dos medios que no
sean el vacio.

e Linimentos: Sustancia usada para untar sobre el cuerpo, y, que, aplicada mediante
masajes Yy fricciones, sirve para alivio de zonas doloridas.

e Genitourinario: Se refiere a los 6rganos urinarios y genitales.

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1 Hipdtesis alternativa

Ha: La relaciébn masa / disolvente y tiempo, influyen significativamente en el

rendimiento de la extraccion aceite esencial de matico (Piper aduncum).
8.2 Hipotesis nula

Ho: La relacién masa / disolvente y tiempo, no influyen significativamente en el

rendimiento de la extraccion aceite esencial de matico (Piper aduncum).
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9. METODOLOGIAS/DISENO EXPERIMENTAL

Las metodologias de investigacion, son el sistema general de conceptos, principios,
métodos, técnicas de estudio, procedimientos para organizar y estructuras la deteccion,

formulacion y resolucion de problemas (Soliz, 2019).

A continuacion, se detallan los tipos, métodos y técnicas empleados para el desarrollo

de la investigacion:
9.1 Tipos de investigacién
9.1.1 Investigacion exploratoria

La investigacion exploratoria examina fendmenos novedosos obteniendo informacion
que permite conocer nuevos aspectos de conocimientos ya existentes lo que logra hacer
interesante un tema que no ha sido estudiado antes (Hernandez, 2011).

Para elegir la especie vegetal nos basamos mediante la busqueda de informacion sobre
las capacidades antioxidantes que se encuentra dentro de planta y sus caracteristicas
antimicrobianas mediante estudios ya existentes. La comparacion de datos de informacion
requiere buscar el método mas factible en el proceso de extraccion de aceite esencial

manteniendo las condiciones méas optimas.
9.1.2 Investigacion descriptiva

La investigacion descriptiva analiza las peculiaridades de una poblacion o fendmeno sin
introducir las relaciones que tiende entre ellas, lo que hace es definir, clasificar, dividir o

resumir la informacién encontrada (Guevara et al., 2020).

En el proyecto se uso la investigacion descriptiva, usando el analisis y la clasificacion
del mejor proceso de extraccion de aceite esencial sin que la sustancia se volatilice con una

rapidez y dafiando asi el extracto.

De acuerdo a un analisis definimos el uso de materia prima vegetal en este caso el matico
(Piper aduncum) como eleccidon de la investigacion mediante sus compuestos organicos

encontrados en los ensayos de composicion quimica.
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9.1.3 Investigacion cualitativa

Es un método de recoger y evaluar datos no estandarizados donde la mayor parte utiliza
muestras pequefias y no representativas obteniendo una comprension mas profunda de los

criterios de decision (Burgos y Baquerizo, 2019).

Desempefiando la clasificacion de la especie vegetal, la familia y clase. Mediante el
método cromatografico de los compuestos quimicos del aceite esencial se identifica los

componentes organicos.
9.1.4 Investigacion cuantitativa

Es un método de recopilacion de datos con un contexto de estudio principalmente
cientifico el cual ayuda a comprobar las hipotesis predefinidas estableciendo métodos
matematicos y estadisticos para describir y explicar los fendmenos mediante datos numéricos
(M. Cienfuegos y A. Cienfuegos, 2016).

Dentro del proyecto de investigacién se hizo referencia al método estadistico lineal,
usando los datos de corridas realizadas y estableciendo el mejor rendimiento y manejando las

variables respuestas contintas resultando las condiciones éptimas de proceso.
9.1.5 Investigacion experimental

Es aquella investigacion realizada mediante métodos cientificos que da un enfoque
experimental donde el investigador puede manipular uno mas variables; para controlar la
disminucién o aumento de las variables sean dependientes e independientes con lo que
generaria la aclaracion de una causa que produce una situacion o acontecimiento en particular
(Serrano, et al., 2004).

Se utilizé las variables masa/disolvente donde se determind el mejor rendimiento con la
variable constante de temperatura mediante las corridas realizadas se logré obtener las

condiciones éptimas del aceite esencial.
9.2 Técnicas

Las técnicas de investigacion son un conjunto de herramientas para poder buscar
informacion acerca de un tema especifico, el uso de ellas dependera de lo que se desee conocer
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y de la metodologia seleccionada, hay diferentes tipos de investigaciones como cuestionario,

encuesta, entrevista, estudios correlacionales, experimento, observacion, y Test (Rubio, 2020).
9.2.1 Observacion

El observacion o seguimiento es una parte esencial de cualquier proceso de
investigacion, donde los investigadores a obtener la mayor cantidad de datos posible. Es una
parte esencial de cualquier proceso de investigacion, en el cual ayuda los investigadores

obtienen mayor cantidad de datos posible (Diaz, 2011).

Esta técnica se utilizo con la finalidad de identificar la eficiencia del poder antioxidante
del matico (Piper aduncum). Mediante la observacion de varias especies vegetales se determin6

las caracteristicas esenciales para la extraccion.

Mediante el proceso de extraccion del aceite se indagé mediante citas bibliogréficas la
cantidad de aceite que desprende de tallos y hojas luego se procedié a la comparacion si

realmente tiene similitud en las cantidades extraidas.
9.3 Instrumentos de investigacion

9.3.1 Ficha de observacion

Tipo de instrumento para conocer la manera como se desarrollan las actividades y los
resultados. Se utiliz6 para registrar los datos experimentales obtenidos de los diferentes analisis

fisicoquimicos realizados (Diaz, 2011).

Se considerd estas fichas en los diferentes datos que se obtuvieron con las cantidades de

masa/solvente de las muestras de aceite extraidos determinando la optimizacion.

9.4 Materiales y equipos

9.4.1 Instrumentos de laboratorio

e Frascos &mbar

e Tubos de ensayo con rosca de 10 mL
e Pipeta volumétrica de vidrio 10 mL
e Varilla de agitacién

e Cajas Petri



e Gradillas

e Matraces Erlenmeyer 100 mL

e Matraces Erlenmeyer 250 mL

e Matraz Kitasato

e Baldn aforado 10 mL

e Baldn aforado de vidrio de 5 mL
e Balon aforado de 50 mL

e Puntas transparentes 10 a 200 pl
e Asa de Digralsky

e Papel aluminio

e Probeta de 100 mL
9.4.2 Equipos

e Extractor por arrastre de vapor (Lanphan Ltd., China)
e Espectrofotometro GENESY'S 20 Modelo 4001/4j

e Incubador Biocell modelos M345

e Balanza Analitica (0,0001g)

e Micropipeta automatica 100-1000p! Microlit

e Biobase
9.4.3 Reactivos

e Material vegetal (Matico)
e Agua destilada

e Acido acético

e Sal de Mohr

e Etanol 99.8%

e Trolox grado analitico

e Acido Sulfurico 5N

¢ Acido clorhidrico

e Acetato de sodio

e Cloruro Férrico

e Persulfato de Potasio
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e Reactivo ABTS (2,2'-Azino-bis  (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid

diammonium salt)

e Reactivo TPTZ (2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride)
e Escherichia coli ATTC25922

e Pseudomonas aeruginosa ATTC10145

e Salmonella entérica U822s

e Staphylococcus aureus ATTC25923

e Agar Mueller Hinton 5009

e Tween 20 para sinteis 500 ml

e Nutrient broth

e Agar nutritivo
9. 5 Metodologia de extraccion del aceite esencial de Piper aduncum
9.5.1 Recoleccién de la materia prima

La recoleccion de la materia prima vegetal se realizd en la etapa madura, la planta fue
cosechada de manera manual, en la parroquia de San Buenaventura de la provincia de Cotopaxi.

Figura 3

Recoleccion de la materia prima
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9.5.2 Clasificacion del material vegetal

Se verificd que las hojas del matico (Piper aduncum) se encuentren en éptimas
condiciones, maduras, buenas condiciones de color, olor y textura, sin afecciones de ataques de

insectos u otros materiales, sin grietas manteniendo las condiciones 6ptimas para la extraccion.

Figura 4
Clasificacion del material vegetal

9.5.3 Pesado y triturado del material vegetal

Una vez clasificada la materia vegetal, se procedio a pesar 1 kg de materia prima, con

ayuda de una tijera se triturd en trozos pequefios hasta 3 cm de diametro.

i

Fuente: (Bedén K y Leon N,. 2022)
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Figura §
Pesado y triturado del material vegetal

9.5.4 Extraccién del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

4

¥ 5;

el A -,

Se coloco el material vegetal pesado y triturado en el equipo “XIAOJIAN” (Lanphan
Ltd., China), a una temperatura de 100 °C y considerando las condiciones operativas de tiempo
(A) (60, 90, 120) y relacion masa / disolvente (B) (1:3; 1:4; 1:5), se extrajo el aceite esencial.
El tiempo comienza a contar después de la caida de la primera gota destilada manteniendo una
temperatura constante no mas alla del punto de ebullicion. Este proceso se bas6 mediante
revisiones bibliogréaficas en las cuales aporté para determinar las condiciones operativas del

proceso.

Figura 6

Extraccion del aceite esencial de matico (Piper aduncum)
9.5.5 Separacion y almacenamiento del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

El aceite esencial fue recogido mediante un matraz de kitasato el cual separd el agua
hidrolato y el aceite esencial por diferencia de densidades, este quedo en la superficie y se
extrajo con una micropipeta, después se colocd en un frasco &mbar. El aceite esencial se

almaceno en refrigeracién a una temperatura de 5°C aproximadamente.



32

Figura 7
Separacion y almacenamiento del aceite esencial

Fuente: (Bedon Ky Leon N,. 2022)

9.6 Diagrama de flujo del extracto de matico (Piper aduncum) obtenido por arrastre de
vapor

Figura 8

Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

Matico (Piper aduncum) :|— Recoleccion
Matico (Piper aduncum) :|— Clasificacion —l: CDoerfgiC:igzg’segeta'es en malas
1kg hojas maduras de Pesado Material vegetal pesado para
matico (Piper aduncum) @ la extraccion
Material vegetal } Triturado —l: Restos vegetales
Tiempo: 60, 90 y 120 minutos. lL -
Relacién: masa/ agua destilada: E i 4 : :
xtraccion Aceite esencial
1:3,1:14y1:5 -{
T°:100 °C {_} .
Aceite esencial :|- Separacion ‘l: Hidrolato
Aceite esencial de Almacenamiento . . .
matico (Piper aduncum) :|— Refrigeracion T: 0-5 °C

U

D

Elaborado por: (Beddén Ky Leon N., 2022)
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9.7 Determinacion del rendimiento del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

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.

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

Para determinar el rendimiento se tomd en consideracion el peso inicial de la materia
(1000 g), posteriormente mediante la utilizacion del extractor por arrastre de vapor
“XIAOJIAN” (Lanphan Ltd., China), se extrajo el aceite esencial, en total se realizé 17 corridas

y se calculd el rendimiento mediante la siguiente formula: (Torres, et al., 2018).

Cantidad de aceite (g)

Rendimiento % = * 100  (Ecuacion 1)

Cantidad de Materia vegetal(g)
9.8. Determinacion de la capacidad antioxidante del aceite esencial de matico (Piper

aduncum), mediante el ensayo FRAP y ABTS
9.8.1 Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power)

Para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial de matico (Piper
aduncum) por FRAP se baso en la metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996), el reactivo
se preparé mezclando 0,0078 g de 2,4,6-tri (2-piridil)-1,3,5-triazina, buffer acetato 300 ml (pH=
3,6), &cido acético y 20 mm de cloruro férrico (FeCls-sH20). Se prepararon 4,6-tripriridils-
triazina (TPTZ) 10 mm en 40 mm de HCl y se disolvid totalmente. El ensayo FRAP se realizd
a con 1 g de muestra, en la cual se le afiadié 0,3 ml de reactivo, se incub6 a 37 °C durante 15

minutos, para la determinacion se tomaron 10 pL del extracto de la muestra y se afiadieron en
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un tubo de ensayo de 10 ml de capacidad, se adicionaron 1,5 ml del reactivo FRAP, se atempero
a 37 °C durante 30 minutos y se ley6 la absorbancia a 593 nm en una relacion 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,
expresada en la siguiente ecuacion:
(Ab+a) xV fd

PM

ATT =

Donde:

AAT: Actividad antioxidante total.

A: Absorbancia del extracto.

a: Intercepto de la curva de calibracion.
b: Pendiente de la curva de calibracion.
V: Volumen del extracto (mL).

fd: factor de dilucion de la muestra.
P.M: Masa de la muestra

9.8.2 Ensayo ABTS

La actividad captadora del radical libre ABTS, se determind empleando el método
descrito por Antezana, et al. (2018), con algunas modificaciones. El reactivo ABTS se formo
tras la mezcla de 0,0192 g de ABTS disueltos en 5 mL de agua destilada, de esta disolucion se
tomo6 SmLy 100 pL de la disolucion de persulfato de potasio (preparada a partir de 0,030 g de
persulfato de potasio disueltos en 1 mL de agua destilada), se dejo reposar por 16 horas en la
oscuridad. Una vez formado el radical ABTS se diluyé con etanol hasta obtener una absorbancia
de 0,7 £ 0,05 a 734 nm,

Para construir la curva de calibracion de TROLOX, se prepard en un balon aforado de
50 mL, 50 mg de TROLOX y metanol, de esta disolucién se tomo 200, 400, 600, 800 y 100 uL
en un balon aforado de 10 mL, y se enras6 con metanol/ agua 50%. Para determinar la reaccion
del radical ABTS se prepar0 en un tubo de ensayo una muestra de referencia o blanco (50 uL
de agua destilada y 1 mL de solucion de trabajo del ion radical ABTS), en otro tubo de ensayo

se colocd 50 uL del de aceite esencial y 1 mL de solucion de trabajo del ion radical ABTS,
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posteriormente se leyd la absorbancia a 734 nm despueés de 6 min de reaccion (Benzie y Strain,
1996).

Para calcular la actividad antioxidante se empled la siguiente ecuacion:

4-a) ., Fy
ATT = —b 1000 (Ecuacion 3)
PM

Doénde:
AAT: Actividad antioxidante total.

AA: La absorbancia de la referencia menos la absorbancia de la muestra a 734 nm

después de transcurridos 10 min.
a: Intercepto de la curva de calibracion.
b: Pendiente de la curva de calibracion.
fd: Factor de dilucion del extracto.
V: Volumen del extracto (mL).
P.M: Masa de la muestra

9.9 Determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de matico (Piper

aduncum)

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

activados en un caldo nutritivo (2g Nutrient broth/ 250mL, agua destilada).

9.9.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), por el método de

dilucion en agar

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se prepard un
medio de cultivo que contiene agar Mueller-Hinton (38 gr /1 It de agua destilada) y una solucion

de Tween 20 (20 ml), previamente esterilizadas en un autoclave, se utilizaron 5 cajas petri para
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formar el cultivo en concentraciones de (0, 0.1, 0.5, 1, 3 y 5%) en cada fraccién de aceite de (0,
0,025, 0,125, 0,25, 0,75, 1,25), Tween 20 (0,125), Agar Muller-Hinton (25ml), lo cual se dejo
por un dia en refrigeracion. Previamente se dividié con el asa de Digralsky en 4 partes
enumeradas previamente para colocar 10 uL de cada indculo (Escherichia coli ATTC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATTC10145, Salmonella entérica U822s, Staphylococcus aureus
ATTC25923), esto se dejé en el incubador bacterioldgico Biocell modelo M345 por 48 horas a
37°C. El resultado de la CMI correspondi6 a la concentracién més baja del aceite esencial capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano (Griffin et al., 2000).

9.10 Disefio experimental

Para determinar el mayor rendimiento de aceite esencial de matico (Piper aduncum), se
utiliz6 el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.), donde se
generd las condiciones de proceso con un disefio experimental de superficie de respuesta éptimo
V, con un modelo matematico lineal, donde se reflejo la respuesta de rendimiento mediante la

interaccion de cada factor a aplicar.

Los factores aplicados a evaluar se muestran en la tabla 4 donde; (A) es el tiempo y (B),
es la relacion material/ agua destilada, los datos a evaluarse son bajo un rango de tiempo donde
la planta de matico (Piper aduncum) logro extraer todo su aceite esencial, se empled la misma

cantidad de materia prima a diferentes disoluciones.

Tabla 4

Condiciones experimentales para el disefio de experimentos
Factor Nomenclatura UM Tipo Subtipo Minimo Méaximo
Tiempo A Min Numérico Discreta 60 120

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

Elaborado por: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

9.10.1 Representacion de las corridas experimentales

En la tabla 5 se muestran un total de 17 corridas experimentales generadas por el
programa Desing Expert 8.0.6, los cuales intervienen los factores de tiempo (60, 90 y 120 min)
y masa/ disolvente (1.1:3 kg/L; 2.1:4 kg/L; 3.1:5 kg/L).
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Corridas experimentales para la extraccion del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

Corrida (A) Tiempo (B) Relacion material/agua
(min) destilada
1 90 3.15
12 120 3.15
3 60 2.1:4
4 90 2.1:4
5 60 2.1:4
6 60 3.15
7 120 1.1:3
8 120 2.1:4
9 60 1.1:3
10 90 2.1:4
11 90 1.1:3
12 120 1.1:3
13 90 1.1:3
14 60 3.15
15 120 2.1:4
16 90 3.15
17 120 3.15

Elaborado por: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

9.10.2 Cuadro de Variables

En la tabla 6 se muestran las variables de estudio, en la cual el aceite esencial de matico

(Piper aduncum), se vera influenciada por la variable independiente de tiempo y relacién

masa/disolvente, determinado por tres indicadores y las dimensiones que nos permitiran medir

objetivamente los mismos.

Tabla 6

Cuadro de variables

Variable

Dependiente

Variable Independiente

Indicadores

Dimensiones
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Optimizacion de la o
Rendimiento %

extraccion
Tiempo _
Aceite esencial de Capacidad Ensayo FRAP
. i ., antioxidante Ensayo ABTS
matico (Piper Relacion masa
aduncum) /disolvente (agua
destilada) _
) Concentracion
Capacidad

minima inhibitoria
(CMI)

antimicrobiana

Elaborado por: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

10. ANALISIS Y DISCUCION DE RESULTADOS

10.1 Determinacion de rendimiento bajo las condiciones de extraccion del aceite esencial

de matico (Piper aduncum)

En la tabla 7, se representa el porcentaje de rendimiento obtenido por medio de férmula de
rendimiento de la ecuacion 1, se obtienen los resultados comprendidos en un rango de un
maximo de 0,8843 % y un minimo de 0,7023%.

Tabla 7

Porcentaje de rendimiento obtenido en las corridas experimentales

Relacion masa/agua

Corrida Tiempo (min) ) Rendimiento (%o)
disolvente
1 90 3.15 0,8423
2 120 3.15 0,8843
3 60 2.14 0,7532
4 90 2.14 0,8012
5 60 2.1:4 0,7345
6 60 3.15 0,8023
7 120 1.1:3 0,7732
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8 120 2.1:4 0,8076
9 60 113 0,7102
10 90 2.1:4 0,7903
11 90 1.1:3 0,7123
12 120 1.1:3 0,7503
13 90 1.1:3 0,7023
14 60 3.15 0,7943
15 120 2.1:4 0,7943
16 90 3.15 0,8301
17 120 3.15 0,8756

Elaborado por: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

En la tabla 7 muestra los rendimientos obtenidos de las corridas experimentales en la
extraccion del aceite esencial de matico (Piper aduncum), se reporta el mayor rendimiento en
la corrida nimero 2 con un porcentaje del 0,8843 %, en las condiciones operativas de (120 min
y 1:5), y el menor rendimiento se reporta en la corrida 13 con un porcentaje de 0,7023 % en las
condiciones operativas (90 min, 1:3). Estos valores expuestos varian de acuerdo a otras
investigaciones como lo indica Hidalgo y Romero (2016) que obtuvieron un rendimiento
méaximo de 1,06 %, Ingaroca et al. (2019) data valores de 1,1%, para Quispe (2017) en cambio
utilizé dos tipos de equipos diferentes dando un rendimiento de 0,515% y 0,278 % a la vez da
a conocer que para el mayor rendimiento empleo una cantidad de 4,5 kg de muestra y un tiempo
120 min del cual obtuvo 25 ml de aceite esencial, mientras que de la cantidad empleada para la

corrida nimero 2 fue de 1 kg se obtuvo aproximadamente 8.8 ml del aceite esencial.

Estas diferencias de rendimiento se producen debido a las condiciones geobotanicas del
medio, el método de cultivo, la época de recoleccién y parte de la planta utilizada, la edad de la
planta y estado fenol6gico, manejo y almacenamiento del material vegetal y el método de
obtencion del aceite (Mejia, 2007, p. 253).

En la siguiente tabla se representan los parametros codificados del rendimiento, para
ajustar el modelo matematico y obtener la evaluacion del rendimiento en la interaccién de
tiempo y masa /disolvente.
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Tabla 8
Parametros del modelo codificado del rendimiento

Indicador Rendimiento %

Intercepto 0,78

XTIE 0,033*

XRrRMA 0,058*

R® 0,9406

RZ ajustado 0,9269

R? predicho 0,8958

F modelo 68,65*
F falta de ajuste 4,16

Precision adecuada 25,543

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

Elaborado por: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

En la tabla 8 se muestran los parametros establecidos para la determinacion de la mejor
condicidn de extraccidn del aceite esencial de matico (Piper aduncum), la F que representa
(falta de ajuste) es de 4,16 menor que al (F modelo) de 68,65, lo que demuestra que existe una
diferencia significativa, es decir que el tiempo y relacion masa /disolvente si influyen
significativamente en el rendimiento de la extraccion del aceite esencial de matico (Piper
aduncum), en cuanto al (R?) existe un nivel de confianza del 94.06%, mientras que el R?
predicho en comparacion con el R? ajustado, existe una diferencia de 0.0311 % y con esto se

demuestra que el modelo esta ajustado y es aceptable.

Los indicadores de XTIE y XRMA al ser positivos indicaron que la relacion masa/agua
influye mas en el rendimiento, por lo tanto, como lo indica en la tabla nGmero 7 del porcentaje
de rendimiento obtenido en las corridas experimentales se obtiene que el mejor rendimiento es

de 0,8843 % en una relacion masa/agua 1:5 y tiempo de 120 minutos.

En la siguiente figura se representan los parametros codificados del rendimiento, para
ajustar el modelo matematico y obtener la evaluacion del rendimiento en la interaccion de masa

/disolvente y tiempo.
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Figura 9
Rendimiento en relacion tiempo y masa/disolvente

En la figura 9 se demuestra que existe una proporcionalidad directa entre el tiempo y el
rendimiento, alcanzando un valor de 120 min y 0,8843%, lo que quiere decir que a medida que
aumenta el tiempo el rendimiento es mayor. En comparacién con otras investigaciones de
Hidalgo y Romero (2016) menciona que el tiempo méaximo de extraccion del aceite esencial
se encuentra entre un rango de 2 a 3 horas, en cambio Quispe (2017) el tiempo de extraccion
fue de 2 horas obteniendo 25 mL de aceite esencial con 4,5 kg de materia prima, comparando
con el resultado obtenido el tiempo empleado fue de 120 min equivalente a dos horas con 1kg

de material vegetal por lo que se determina que este tiempo empleado es el 6ptimo.

En la figura siguiente se describen los valores predicho y actuales que permiten

diferenciar la eficacia del proceso mediante la correlacidn entre las respuestas experimentales

One Factor

0.9 —

0.85 —

08 —

0.75 —

Rendimiento

07 —

0.65 —

I I I I I I I I I I I
60.00 69.00 78.00 87.00 9600 10500 11400 12300 13200 14100 150.00

Nota: Figura obtenida con el programa Desing Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc.,
Minneapolis, EE.UU.)
Elaborado por: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)

y las predichas por el modelo matematico.
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Figura 10

Valores predicho y experimental para el rendimiento

Predicted vs. Actual

0.90 —

0.85 —

0.50 —

Predicted

075 —

0.70 —

0.65 —

070 075 0.80 0.85 0.90

Actual
Nota: Figura obtenida con el programa Desing Expert 8.0.6 (Stad-Ease
Inc., Minneapolis, EE.UU.)
Elaborado por: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

En la figura 10 se observa que existe dispersidn entre los valores predichos y actuales,
en varios puntos de los valores predichos se encuentran cercanos a la recta que representa el
valor de R?, el punto azul de los valores actuales no se une a la recta asi como el del valor
predicho, los puntos celestes se apegan a la recta en los dos casos, los puntos verdes para el
valor predicho se localizan mas cerca de la recta mientras que el valor actual se aproxima a la

linea, para los puntos de color naranja y rojo lo cual indica que existe una correlacion con R 2
aceptable.

Cualquier experimento tiene por finalidad comprobar la validez de un modelo tedrico,
contrastado los valores experimentales con los predichos por el modelo, el empleo de este
grafico es Util puesto que la presencia de alguna tendencia en el mismo puede ser indicio de una
violacion de dicha hipotesis (Lara, 2018; Garcia y Sanchez, 2012).
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10.2 Deseabilidad del proceso de extraccion

En la siguiente figura se muestra la grafica de interaccion de los factores de estudio y
deseabilidad del aceite esencial de matico (Piper aduncum), donde se muestra la superficie de

respuesta del rendimiento.

Figura 11

Interaccion de los factores de estudio y deseabilidad

En la figura 11 se muestra la superficie respuesta del rendimiento, donde la linea azul
representa a la relacion 1:5 de 1kg de masa/disolvente, al inicio existe un decaimiento, pero al
minuto 78 comienza a elevarse hasta llegar al tiempo de 120 minutos, lo que se aprecia un buen
ajuste del modelo matematico. La condicion Optima prevista se obtuvo con un RMA de 1.5y
TIE de 120 min, con una deseabilidad de 0,964 de lo ideal que es 1.

Enriquez (2013) menciona que La deseabilidad permite determinar superficies de
respuestas individuales para cada facto, la escala de la funcién de deseabilidad esta en un rango

entre d=0 (para la respuesta no deseadas) y d=1 (para la respuesta completamente deseada).

Interaction
B: Relacionmasa/disolvente

1.000 —

Prediction 0.964

0.800 —

0600 —

Desirability

0400

0200 —

0.000 —

I I I I I I I I I I I
G0.00 G9.00 T8.00 §7.00 96.00 105.00 114.00 12300  132.00 141.00 150.00

A- Tiempo

Nota: Figura obtenida con el programa Desing Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc.,
Minneapolis, EE.UU.) con los datos experimentales
Elaborado por: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)
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10.3 Composicion del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

Mediante la cromatografia de gases acoplado a un detector de espectrometro de masa,
se determind la composicion del aceite esencial de matico (Piper aduncum), que se muestra a

continuacion:

Tabla 9
Composicion Quimica del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

Compuesto quimico Unidad %
Alfa-Terpineno % plv 0,51
Beta-Elemeno % plv 0,47
Biciclo [4.4.0] Dec-1-en.. % plv 5,08
Beta-Cubebeno % plv 4,24
Alfa-Amosfeno % plv 2,27
Germacreno-D % plv 32,37
Germacreno-B % plv 1,31
Delta-Cadineno % plv 1,20
Selin-4,7 (11)-Dieno % plv 1,13
Alfa-Cubebeno % plv 0,50
1,14-Epoxiherberteno % plv 24,73
Beta-Mirceno % plv 3,70
2-Acetil-8-Metoxi-5,6-DI... % plv 2,27
Acido Bencenpropanoico % plv 1,17
(12Z)-Abienol % plv 12,37
1,3-Heptadieno, 2,3-Dimetil % plv 3,00
2,4 Heptadieno, 2,6-Dimetil % plv 3,70
Total % plv 100

Fuente: Laboratorio Cienfic Crom, 2022

En la tabla 9 se detallan 17 compuestos volatiles, de los cuales se encuentran en mayor
proporcion Germacreno-D con 32,37 % y 1,14-Epoxiherberteno con 24,73 %, sin embargo, en

relacién a otras investigaciones realizadas por Ingaroca et al (2019), mencionan que se detecto
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alrededor de 35 componentes, siendo los mas importantes 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-
benceno (39,32 %), metileugenol (12,85 %), germacreno D (7,52 %), Dousseau et al (2014)
encuentra 20 compuestos entre estos en mayor concentracion Epoxido 11 de Humuleno (30.025
%), 29,167 Oxido de Cariofileno, 28,517 (E) Nerolidol, mientras que Monzote et al. (2017) no
indica un porcentaje de los compuestos sin embargo indicé que los constituyentes destacados
se encuentran 1,8-Cineol, dillapiol, apiol, bycliclogermacreno, piperitona, linalol, nerolidol,
safrol., asi se determina que entre los compuestos que tiene similitud es el Germacreno D. Como
indica Lopez (2018), la presencia o ausencia de ciertos metabolitos secundarios en una parte
anatomica de una especie vegetal pueden ser diferentes con la misma especie vegetal
recolectada en otros lugares del mundo o dentro del mismo pais, ya que las condiciones

atmosféricas, terrestres y demas, influyen en la proliferacion de estos fitoconstituyentes (p.31).

Los germacrenos son una clase de hidrocarburos organico volatiles, especificamente,
sesquiterpenos, se producen tipicamen en un nimero de especies de plantas por sus propiedades

antimicrobianas e insecticidas.

En la siguiente figura se representa la cromatografia en relacion entre el tiempo de
retencion (min) y la abundancia de los compuestos, se identifica que el pico mas alto es del
41,170, seguido de 51,083.
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Figura 12

Perfil lipidico por cromatografia de gases acoplado a un detector de masas del aceite

esencial de matico (Piper aduncum).
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En la figura 12 se identifica la abundancia de los compuestos que esta dada por la altura
y el area del pico. El pico més alto corresponde al germacreno -D, cuenta con un tiempo de
retencion de 42 (min) adherido a una abundancia de 37000000, seguido el compuesto 1,14-
Epoxiherberteno que cuenta con un mayor tiempo de retencion de 52 (min) con una abundancia
de 33000000, por ende, dichos compuestos son los mas caracteristicos en el aceite esencial de

matico (Piper aduncum).

10.4 Capacidad antioxidante del aceite esencial de Piper aduncum

En la siguiente tabla se representa los resultados de los ensayos de FRAP y ABTS en

contenido de antioxidantes del aceite esencial de matico (Piper aduncum).
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Tabla 10

Ensayo de captacion de radicales libres
Ensayo Unidades Resultado
ABTS umol ET /g 290,23
FRAP pmol Fe2+/g 180,24

Nota: ET: Equivalente de trolox
Elaborado por: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)

En la Tabla 10 se muestran los resultados de FRAP y ABTS, obteniéndose 290,23 umol
ET/g y 180,24 pmol Fe?+/g respectivamente, existen pocos datos investigativos sobre la
capacidad antioxidante del aceite esencial de matico (Piper aduncum), por el ensayo de FRAP,
sin embargo, Ingaroca et al. (2019) por el método de ABTS obtiene 147,832 pg/ml y por DPPH
187,359 ug/mL, Gil (2019) realiz6 este andlisis del extracto acuoso de matico (Piper aduncum),
dando 1087,359 pg/mL ABTS y de 147,832 pg/mL para DPPH donde menciona que tanto el
tipo de extracto, la altitud, y compuestos quimicos influyen en la actividad antioxidante.

Soto (2015) menciona que los componentes quimicos hallados en el aceite esencial de
matico (Piper aduncum), destacan la actividad antioxidante debido a la presencia de grupos
hidroxilo de tipo fenolico, y al contenido de metabolitos como alcaloides, triterpenos,
flavonoides, fenoles, taninos, etc.

Por otra parte, no hay muchas investigaciones acerca del método FRAP, sin embargo,
comparamos este método con el ensayo de DPPH en lo que se diferencian es que método FRAP
estudia la capacidad reductora por transferencia de electrones. Por el contrario, los métodos
DPPH evalla la capacidad de la muestra para neutralizar radicales libres del modelo (Mercado
etal., 2013).

Por lo tanto, se determina que el por el método de FRAP el aceite esencial de matico
(Piper aduncum), posee un efecto bajo para resistir el dafio por oxidacion.

10.5 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de matico (Piper aduncum)

En la siguiente tabla se muestran los resultados de CMI del aceite esencial de matico
(Piper aduncum), para las bacterias Salmonella entérica, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327.
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Tabla 11
Concentracién minima inhibitoria del aceite esencial de matico (Piper aduncum)
Microorganismo Aceite esencial (mg/L)
Salmonella entérica 1,0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1,0
Escherichia coli ATCC 25922 0,5
Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 0,5

Elaborado por: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)

Como se indica en la tabla 11 de CMI del aceite esencial de matico (Piper aduncum),
los microorganismos Salmonella entérica y Staphylococcus aureus ATCC 25923 tiene un
porcentaje del 1mg/ L, y para Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATTC
39327 de 0,5 mg/L, segin Mendoza (2019) indica que el aceite esencial de matico (Piper
aduncum), posee un alto indice de inhibicion en una concentracién del 75 % para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Aguilar et al. (2019) menciona que el aceite esencial de
Piper aduncum a diferentes concentraciones que el aplico en (40, 60, y 100%) al 100 % inhibe
el crecimiento E. coli ATCC 25922, esto se deberia probablemente a la presencia de los
flavonoides presentes en el aceite.Ag

En cuanto a las bacterias de salmonella entérica y Pseudomonas aeruginosa ATTC
39327, no se evidencias estudios sobre esta accion, sin embargo, como menciona Flores (2022).
El uso de aceites esenciales es cada vez mas aceptado debido a la necesidad de emplear
compuestos naturales eficaces que no provoquen efectos nocivos para la salud y el ambiente;
los terpenoides (carvacrol y timol), presentan un efecto antibacteriano contra bacterias de
interés clinico (Gram negativas y positivas), cuyo principal mecanismo de accion es incrustarse
en la membrana de la célula bacteriana, provocando la desintegracion de esta estructura,

seguido de lisis celular.

El aceite esencial de matico (Piper aduncum), es ampliamente conocido por sus
propiedades antibacterianas, antifangicas, insecticidas y antivirales, por lo que estos efectos
biologicos, estdn relacionados principalmente con los principios activos terpenos y
fenilpropanoides.
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11. IMPACTOS

11.1 Técnicos

El Ecuador posee una biodiversidad de plantas, los cuales se desconocen los beneficios
que tienen, por lo tanto, nuestra investigacion ayudaria establecer las técnicas quimicas y
estadisticas para lograr definir las concentraciones optimas de extraccién del aceite esencial
Piper aduncum el cual se realizd las investigaciones de antioxidantes y capacidad

antimicrobiana para lograr el uso dentro de los alimentos.
11.2 Sociales

Dentro de la extraccidn de este aceite el impacto ambiental es minimo, ya que no genera
ningun contaminante toxico que perjudique el ambiente, ademas la introduccidn de esta planta

no perjudicaria la flora y fauna endémica de nuestro pais.

11.3 Ambientales

Dentro de la extraccion de este aceite el impacto ambiental es minimo, ya que no genera
ningln contaminante toxico que perjudique el ambiente, ademas la introduccidn de esta planta

no perjudicaria la flora y fauna endémica de nuestro pais.
11.4 Econdmicos

Nuestro proyecto tiene un impacto econdémico factible debido a la utilizacion del aceite
esencial de matico (Piper aduncum), utilizando la mejor corrida 0.8843 % en una relacion 1:5
por un tiempo de 120 minutos donde se demuestra la viabilidad de este producto dentro de las

diferentes industrias, mas aun en las que aplican los principios activos.
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12. PRESUPUESTO

Tabla 12

Presupuesto de la investigacion

PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO
Equipos : Adquiridos en los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi

Recursos Cantidad H.uso Valor Unitario $ Valor total $
Destilador por arrastre de
vapor “XIAOJIAN” 1 24 ...
(Lanphan Ltd., China)
Espectrofotdmetro
GENESY'S 20 modelo 1 5 . L
4001/4j
Incubador Biocell modelo
M345 1 48 L.
Balanza analitica (0,0001g) 1 5 . L
Biobase 1 5 L

Micropipeta automatica 100-
1000ul microlit

SUBTOTAL 0

Materiales y suministros: Adquiridos en los laboratorios de la Universidad Técnica de
Cotopaxi y algunos adquiridos por otros medios

Descripcion Unidad Cantidad Valor Unitario $ Valor total $
Cajas Petri U 5
Varilla de agitacion U T
Tubos de ensayo 10 mL U o
Vasos de precipitacion (250mL) U 5 L
Probeta de 100 ml U T
Matraces Erlenmeyer 250 mL U S L
Matraces Erlenmeyer 100 mL U 5 L
Pipeta volumétrica de vidrio 10 mL U o
Balones aforados de vidrio 5 mL U 5 5 25
Balones aforados de 10 mL U 5 25
Asa de Digralsky U 1 7,75 7,75
Frascos Ambar U 17 1 17
Puntas transparentes 10 a 200 pl U 8 5.6 44.8
Papel Aluminio U 3 15 45
SUBTOTAL 124,05

Reactivos

Descripcién Unidad Cantidad Valor Unitario $ Valor total $

Agua destilada L 5 2.5 12,5

Salmonella entérica U822s U 1 63 63
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Staphylococcus aureus

ATTC25923 . 50 50
Escherichia coli ATTC25922 1 56 56
Pseudomonas aeruginosa
ATTC10145 ’ 1 59 59
Acido acético mL 1 24 24
Sal de Mohr G 1 20,5 20,5
Etanol 99.8% mL 1 60 60
Trolox grado analitico mL 1 61 61
Acido Sulfurico 5N mL 1 15 15
Acido clorhidrico mL 1 14,50 14,5
Acetato de sodio G 1 28 28
Cloruro Férrico G 1 10,9 10,9
Reactivo ABTS (2,2'-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic U 1 64 64
acid diammonium salt)
Reactivo TPTZ (2,3,5-
Triphenyltetrazo(lium chloride) 1 55 55
Agar Mueller Hinton 1 195 195
Tween 20 para sinteis mL 1 75 75
Agar nutritivo G 1 1 1
SUBTOTAL 864,4
Materia Prima

Descripcion Unidad Cantidad Valor Unitario $ Valor total $
Matico Kg 30 0.5 15
SUBTOTAL 15

Analisis

Descripcion Unidad Cantidad Valor Unitario $ Valor total $
Cromatografia de gases U 1 100 100
SUBTOTAL 100

Materiales de oficina

Descripcion Unidad Cantidad Valor Unitario $ Valor total $
Esferos U 2 0,40 0,8
Cuaderno U 1 0,5 0.5
Copias U 180 0,03 54
Impresiones U 300 0,05 15
Anillados U 8 1,00 8
Empastados U 1 30,00 30
Internet Horas 100 0,6 60
SUBTOTAL 119,7
TOTAL 1223,15

Elaborado por: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)
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13. CONCLUSIONES

Las condiciones optimas de extraccidn del aceite esencial de matico (Piper aduncum),
fue en la corrida nimero 2 en una relacion de masa/disolvente de 1:5 dentro de un tiempo
de 120 minutos, logrando alcanzar un rendimiento experimental de 0,8843%,
comparado con otros autores este rendimiento varia, debido a la influencia que tiene el
tipo de método de extraccion y , la época de recoleccion y parte de la planta utilizada,
la edad de la planta y estado fenoldgico, manejo y almacenamiento del material vegetal.
La caracterizacion quimica demostr6 que en el matico (Piper aduncum), predomina
compuestos sesquiterpenos de los cuales se deriva en Germacrenos 32.37% y el
Epoxiherberteno 24,73 %, los cuales les dan las caracteristicas de antimicrobiano e
insecticidas.

Mediante la metodologia de FRAP y ABTS se evalud la capacidad antioxidante del
aceite esencial, marcando en FRAP 180,24 pumol Fe?"'g y ABTS 290,23 pmol ET /g
respectivamente, por lo que al aceite esencial se le considera con capacidad antioxidante
media, esta actividad media del aceite esencial, pudo deberse a la alta volatilidad del
aceite en compuestos sesquiterpenos.

La actividad antimicrobiana se evalud con cepas microbianas certificadas, donde se
demostrd inhibicién de 1mg/L en los microorganismos de Salmonella entérica y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 0,5 mg/L en Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATTC 39327 ,dando posibilidades para ser aplicado en
procesos alimentarios como preservante para la industria alimentaria, o para elaboracién

de productos farmacéuticos, cosmetoldgicos, etc.
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14. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos toxicoldgicos in vivo e in vitro para que se pueda aplicar
en matrices alimentarias.

Se recomienda realizar mas estudios de la planta de matico (Piper aduncum) que
procedan de distintos lugares del Ecuador para comprobar los componentes quimicos,
actividad antimicrobiana y antioxidante.

Determinar el rendimiento del aceite esencial empleando material seco.
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16. ANEXOS
Anexo 1. Hoja de vida del docente tutor

DATOS INFORMATIVOS DEL TUTOR ACADEMICO

DATOS PERSONALES

NOMBRES: Jaime Orlando

APELLIDOS: Rojas Molina

FECHA DE NACIMIENTO: 15/10/1985

LUGAR DE NACIMIENTO: Latacunga

NACIONALIDAD: Ecuatoriano

CEDULA DE IDENTIDAD: 0502645435

ESTADO CIVIL: Casado

DIRECCION DOMICILIARIA: La Merced, Quijano y Ordofiez Juan Abel

Echeverria 7-60
TELEFONO CELULAR: 0999084592
CORREO PERSONAL: rojasorlando1984@hotmail.com

ESTUDIOS REALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS:

Nivel Titulo Obtenido Institucién educativa
. ] Universidad Central del
Tercer Quimico de alimentos
Ecuador
Maestria en sistema de Universidad Central del
Cuarto

gestion de calidad Ecuador



mailto:rojasorlando1984@hotmail.com
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Anexo 2. Datos informativos del estudiante 1

DATOS PERSONALES

NOMBRES: Karen Andrea
APELLIDOS: Bedon Ponluisa
FECHA DE NACIMIENTO: 16/11/1998
LUGAR DE NACIMIENTO: Ambato
NACIONALIDAD: Ecuatoriana
CEDULA DE IDENTIDAD: 1805786686
ESTADO CIVIL: Soltera

DIRECCION DOMICILIARIA: Camino el Rey y Loma redonda

TELEFONO CELULAR: 0987337767

CORREO ELECTRONICO: Karen.bedon6686@utc.edu.ec

ESTUDIOS REALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS:

PRIMARIA: Escuela Fiscal Mixta “Eduardo Reyes Naranjo”

SECUNDARIA: Colegio Agropecuario “Luis A Martinez” (Produccion Agropecuaria)

UNIVERSIDAD: Universidad Técnica de Cotopaxi (Décimo ciclo de Ingenieria
Agroindustrial)

IDIOMAS: Suficiencia en inglés “B1”


mailto:Karen.bedon6686@utc.edu.ec
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Anexo 3. Datos informativos del estudiante 2

DATOS PERSONALES

NOMBRES: Nelson Israel
APELLIDOS: Leon Coque
FECHA DE NACIMIENTO: 11/10/ 1998
LUGAR DE NACIMIENTO: Latacunga
NACIONALIDAD: Ecuatoriano
CEDULA DE IDENTIDAD: 0504079542
ESTADO CIVIL: Soltero

DIRECCION DOMICILIARIA: Auv. Oriente calle Juan Abel Echeverria
TELEFONO CELULAR: 0979370412

CORREO ELECTRONICO: nelson.leon9542@utc.edu.ec

ESTUDIOS REALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS

PRIMARIA: Escuela Simon Bolivar

SECUNDARIA: Unidad Educativa Dr Trajano Naranjo lturralde (Electronica de Consumo)
UNIVERSIDAD: Universidad Técnica de Cotopaxi (Décimo ciclo)

IDIOMAS: Suficiencia en inglés “B1”


mailto:nelson.leon9542@utc.edu.ec

Anexo 4. Ubicacion geografica del campus Salache

® Tiic,Caren

B - g‘ Medicina
. = RN
- AVeterinaria UTC

Fuente: (Google méaps, 2022)
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Anexo 5. Resultados de los andlisis de la composicion quimica del aceite esencial de

matico (Piper aduncum)

o cEDIGO: FT-17
CIENTIFIC CROM
INFORME DE ENSAYOS PAGINA: 1de 1
CONFIDENCIAL REVISION: 00
Direccién: La Esperanza 1, Las Quininas N16-197 y la Viflas. (Quito-Ecuador). Tel: 2033-099 /00B8508615
INFORME DE ENSAYOS No: 004-22
REFERENCIA; OT-04-22
INFORME DE ENSAYOS DE ANALISIS QUIMICOS
CLIENTE: Karla Mena (Universidad Técnica de Cotopaxi)
NUMERO DE ORDEN: NIA
FECHA DE RECEPCION: 07 de abril 2022
FECHA DEL INFORME: 29 de abril 2022
MUESTREADO POR: Cliente
DETERMINACION DE COMPUESTOS ORGANICOS EN ACEITES ESENCIALES
UNIDAD | CODIGOS DE MUESTRA | METODO
CLASIFICACION PARAMETRO R c
ACEITE DE MATICO INTERNO METODO REFERENCIA
Alfa- Terpineno %phv 0.51
Beta-Elemens %phv 047
Bicicio[4.4.0] Dec-1-en.. %phv 5,08
Beta-Cubebeno %ph. 4,24
Alfa-Amorfeno Y%phv 2,27
Germacreno-D %phy 32.37 Método para
Germacreno-B Y%ph 1,31 Compuestos Organicos
Delta-Cadineno Y%phv 1,20 en Aceites esenciales:
ACEITES ESENGIALES [ (111-Dleno p— L1 LP.COM | Techamges Cotin
- echologies ,Catalogo
Nfa'cmmfe"o %Dl 0,50 de aplicaciones 2015,
1.14- Epoxiherberteno %plv 2473 Cromatografia de gases
Beta-Mirceno Y%piv 3,70 con detector selectivo
2-Acetil-8-Metoxi-5.6-Di... %phv 2,27 de masas (MSD)
Acido Bencenpropanoico %phv 1,17
{12Z)-Abienol %piv 12,37
1,3-Heptadieno, 2,3-Dimetil %piv 3,00
24 Hepliadieno 2,6-Dimetil Y%phv 3,70
STOS 1AL
ENSAYADO Y%piv 100,00

Observaciones: Los resulta

Elaborado por:

"fas muestras ensayadas.
\

Fuente: Laboratorio Cienfic Crom, 2022
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Anexo 6. Fotografias de la metodologia

Figura 13

Recoleccion de la materia prima

e SRR

Fuente: (Bed6n, Ky Leon, N., 2022)

Figura 15

Pesaje de la materia prima

Fuente: (Bed6n, Ky Leon, N., 2022)

Figura 17
Proceso de extraccion del aceite esencial

Fuente: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)

Figura 14

Clasificacion de la materia prima

uente: (Bedon, K y Leon, N., 2022)

Figura 16

Triturado de 3cm del material vegetal
N

Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

Figura 18
Aceite esencial extraido

Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

73



Figura 19 Figura 20
Aceite esencial final Rendimiento del aceite esencial

Fuente: (Beddn, Ky Leon, N., 2022) Fuente: (Beddn, Ky Leon, N., 2022)

Anexo7. Fotografias del anélisis de la actividad antioxidante
Figura 21 Figura 22
Pesaje de los reactivos ABTS Y FRAP Preparacion de las soluciones

e

Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)
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Figura 23 Figura 24
Soluciones con aceite esencial de matico Lectura de la absorbancia

Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)

Anexo 8. Fotografias del andlisis de actividad antimicrobiana

Figura 25 Figura 26
Preparacién del medio de cultivo Preparacion de las cepas microbioldgicas
’ A\ (:\ “‘ y , K ) v

o

Fuente: (Bed6n, Ky Leon, N., 2022) Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)
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Figura 27 Figura 28
Preparacion del medio de cultivo Incubacidn de los medios de cultivo

Fuente: (Bedén, Ky Leon, N., 2022) Fuente: (Bedon, Ky Leon, N., 2022)
Figura 29 Figura 30
Actividad microbiana del aceite al 5 % Actividad microbiana al 3 %

o . gl BN

Fuente: (Bedon Ky Leon, N 2022) Fuente (Bedon KyLeon N., 2022)

Figura 31 Figura 32
Act|V|dad mlcroblana al1% Actividad microbiana al 0,5 %

[
-

e

Fuente: (Bedon Ky Leon, N., 2022) Fuente: (Bedon, KyLeon N., 2022)



Anexo 9. Aval de Traduccién
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