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RESUMEN

Las plantas medicinales han sido usadas desde la antigiiedad y el conocimiento de
sus propiedades ha trascendido por generaciones. Con el fin de aprovechar de manera
sostenible los recursos de la naturaleza, la Organizacién Mundial de la Salud ha
recomendado fomentar su uso como una alternativa terapéutica. Sin embargo, apenas se
conoce la actividad bioldgica de una minima parte de todas las especies de plantas que
existen en el planeta.

El cedron [Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton] es una planta aromatica con
propiedades medicinales, por lo que se considera rica en compuestos volatiles. Crece de
manera silvestre y se adapta a una gran cantidad de climas y suelos, por lo que ha generado
interés en la comunidad cientifica.

En el presente trabajo de investigacion se extrajo aceite esencial de cedrén usando
dos métodos: destilacion por arrastre con vapor de agua e hidrodestilacién, obteniéndose
un rendimiento promedio de 0.49% en masa. A partir de estos resultados se disefié un
modelo matematico utilizando las metodologias de regresiéon miultiple y superficies de
respuesta, lo que permitié estimar el rendimiento maximo del aceite esencial en funcion del
método utilizado, el tiempo de extraccién y la cantidad de materia prima usada, asf como el
comportamiento del proceso de extraccion.

Como una medida de la calidad del aceite esencial de cedron, se realiz6 un espectro
FT-IR de la muestra para identificar los grupos funcionales presentes. Ademas, se midid su
densidad e indice de refraccion.

Por dltimo, se determiné la actividad antioxidante del aceite esencial de cedrén
usando los métodos basados en la decoloracion de los radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH*®) y acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) (ABTS**). Se encontrdé que
soluciones metandlicas con concentraciones entre de entre 800 y 1,000 mg de aceite
esencial/L inhiben la mitad de los radicales usados en estas pruebas. Aunque este valor es
mayor al obtenido para el control positivo (acido ascérbico), se considera que la actividad

antioxidante es significante al ser menor o cercana a 1,000 mg/L.

Vil



CONTENIDO

RESUMEN vii
LISTA DE FIGURAS X
LISTA DE TABLAS Xil
SIMBOLOS Y ABREVIATURAS Xiii
INTRODUCCION 2
Planteamiento del problema .. .........iiiiiiii i e 2
L0 3§ (o= Ton e ) o VS 4
00 =1 1701 7
ODbjetivos GENETales ... ....ou.ii e 7
Objetivos eSPecifiCoS ... vu e s 7
3 1 01 1 ) 3 8
Hipodtesis sobre el rendimiento ..........vvuiiiiiiniiniii i 8
Hipotesis sobre la actividad antioxidante.................cooiiiiiiiiin it 8
1. ANTECEDENTES 10
1.1. Aloysia triphylla (L’HEr.) Britton ..........oviuiiiii i 10
1.2. Aceites ESENCIAleS ... .oviei it 12
I T 00 ) Uo7 o1 o 12
1.2.2. Distribucién en lanaturaleza...............c.ccov it 15
1.2.3. Importancia industrial ..........cco i e 16
1.3. Aceite esencial de Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton ..o, 17
1.3.1. Composicidn qUIMICa. . ... .ovuneee e 17
1.3.2. Actividad bioldgica .......coouii 19
1.4. Métodos de extraccion de aceites esenciales .............cooviiiiiiiiiii i 21
1.4.1. Destilacion por arrastre CON VapOr. ... ....uvereereennrenneenaenneennns 21
1.4.2. Hidrodestilacion. ... ..o e 23
1.5. Control de calidad de aceites esenciales ............coveiiiiiiiiiiiii i 24
1.5.1. Densidad. .. .ovoiei i e 24
1.5.2. Indice de refracCion ........ovueiriiee it 25
1.5.3. Espectroscopia de absorcidén en el infrarrojo.....................ooooaet. 26
1.6, ANtiOXIdantes. ... ov it e 28
1.6.1. Dano oxXidativo. ... ..ovue i e 28
1.6.2. Medicidn de la actividad antioxidante ..............cocooviiiiiiiii. 29

1.6.2.1. Ensayo de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(D P PH ) .t 30

1.6.2.2. Ensayo de decoloracion del radical catiénico acido 2,2’-azino-

bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico) (ABTS**).......ccovviiiiiiiiinnnt. 31
1.7. Caracteristicas del area de recoleccion: Altotonga, Ver..............ccoviviaenn.. 33
2. METODOLOGIA 36
2.1.Plan general de trabajo..........c.cooiiiiiii i 36
20 1 - L= o = U= 36
2.2.0. REACHIVOS ittt ittt e e 36
2.2 EQUIPO ettt e 36
2.3. Recoleccion de la muestra. . .......ovuiiiiiiiii it it e 38



2.4, Identificacion taXONOMIICaA. . . ovu ittt ettt e ettt e, 39

2.5. Extraccién del aceite esencial de cedrén..............ccooviiiii i 39
2.5.1. Destilacion por arrastre COn Vapor. .....vvuvvrverseinerneeneeneeneennennns 39
2.5.2. Hidrodestilacion............oouiiiii i 40
2.6. Determinaciones fisicas del aceite esencial de cedrémn...............cooooviintt 41
2.6.1.Densidad. ..o e 41
2.6.2. Indice de refracCion ............oeoviireireire i, 41
2.7. Caracterizacion quimica del aceite esencial decedrén.................coveiintt. 42
2.7.1. Espectroscopia infrarroja ..........cooouiiiiiiiiiii s 42
2.8. Ensayos para la evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de
Fol<Ta | (o) o 43

2.8.1. Ensayo de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*). 43
2.8.2. Ensayo de decoloracion del radical catiénico acido 2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazol-6-sulfonico) (ABTS ). ....cviiiiiii i s 44

2.9. Modelado y optimizZaciOn. .. .........vueniii e 45
2.10. AnAlisis eStadiStiCO. . .oiniit i e e e 46

3. RESULTADOS Y DISCUSION 48
3.1. Identidad taXOnOmMICa .. oo vvii ittt e 48
3.2. Rendimiento: modelado y optimizacion ...............ooiiiiiiiiiiii i 49
3.3.Controldecalidad ........ccoviiiiiii i e 57
3.4. Espectroscopia infrarroja .........oooiiiiiiiii it i 57
3.5, Actividad antioXidante . .......couveiiii e 59
CONCLUSIONES 63
REFERENCIAS 66

ix



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. a) Proyeccion del crecimiento poblacional a nivel mundial en el periodo 1800 - 2100; b)
crecimiento poblacional en México en el periodo 1895 - 2015..........ccoiiiiiiiiiinian... 3
Figura 2. Relacion de publicaciones por afio sobre Aloysia triphylla (L'Her.) Britton en la base de datos
Scopus. Ecuaciones de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR
"lippia citriodora”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR ”lippia
citriodora” AND “essential oil”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR
"lippia citriodora” AND “essential oil” AND “antioxidant”). Periodo de observacién de 1998 a
2018. Recuperado el 20 de febrero de 2018, .......ouiiiiinii e 5
Figura 3. Relacion de publicaciones por pais sobre Aloysia triphylla (L’'Her.) Britton en la base de
datos Scopus. Ecuaciones de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia
citrodora” OR "lippia citriodora”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR
"lippia citriodora” AND “essential o0il”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia

citrodora” OR "lippia citriodora” AND “essential oil” AND “antioxidant”). Periodo de observacién

de 1998 a 2018. Recuperado el 20 de febrerode 2018.........covririiiiii it 6
Figura 4. Esquemadelaplantade cedron .............oouiiuiiniiiii i 10
Figura 5. Estructura del isopreno, precursor de los terpenoides ................ccoviiiininnn., 12
Figura 6. Equipo para la destilacién por arrastre con vapor (DAV).........cooviiiiiiiiiininn.n, 22
Figura 7. Aparato tipo Clevenger para hidrodestilaciéon ..., 23

Figura 8. Ubicacién de la region de las frecuencias de grupo (izquierda) y la regién de la huella
dactilar (derecha) en un espectro IR caracteristico. Muestra de isopentano ................. 27

Figura 9. Mecanismos antioxidantes: reacciones de transferencia de &tomos (arriba); reacciones de

transferencia de electrones (abajo) ..........oouiiiiiii i e 29
Figura 10. Reaccién quimica de reduccién del radical DPPH"...............cooiiiiiitt, 30
Figura 11. Muestras del ensayo de decoloraciondel DPPH* ..., 31
Figura 12. Reaccién quimica de reduccién del radical ABTS** ..., 32
Figura 13. Muestras del ensayo de decoloracién del radical ABTS™ ...t 33
Figura 14. Ubicacién del municipio de Altotonga en el estado de Veracruz. ....................... 33
Figura 15. Esquema general de trabajo. ........ ..o 37
Figura 16. Sitio de recoleccién de la muestra de Aloysia triphylla (L’Her.) Britton ................ 38
Figura 17. Prensa botédnica conlamuestradecedrén ...............oooiiiiiiiiii i, 39
Figura 18. Equipo para extraccionde AE por HD ... ... 40
Figura 19. Equipo para extraccion de AE por DAV . ... 40

Figura 20. Aceite recolectado en tubos eppendorf para medir su volumen y almacenados en viales


file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519309
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519309
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519310
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519310
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519310
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519310
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519310
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519310
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519311
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519311
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519311
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519311
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519311
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519311
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519312
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519313
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519314
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519315
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519316
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519316
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519317
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519317
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519318
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519319
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519320
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519321
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519322
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519323
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519324
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519325
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519326
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519327
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519328
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519328

Figura 21. Campo visual del refractémetro con ajuste al centro (izquerda); escala del refractémetro,
en grados Brix y unidades de indice de refraccion (derecha)................cooviiiiian.n. 42
Figura 22. a) espectrofotémetro FT-IR Vertex 70v (Bruker, EUA); b) accesorio universal ATR MIRacle
(PIKE Technologies, EUA) para andlisis de sélidos y liquidos ..................ccocoiiinatt, 42
Figura 23. Ensayo de decoloraciéon del radical DPPH* usando aceite esencial de cedrén como
antioxidante. .. ... e 44
Figura 24. Ensayo de decoloracién del radical catiénico ABTS*+ usando aceite esencial de cedrén
COMO ANtiOXIAANTE ...ttt e 45
Figura 25. Documento de identificacion taxonémica .......... ... 48

Figura 26. Rendimiento de extraccion del aceite esencial. Valor promedio # desviacion estandar

50T ) 49
Figura 27. Efectos de la interaccién “Método - Tiempo - Lote” durante el proceso de extraccion del
A e 50
Figura 28. Superficie de respuesta y grafico de contornos para la variable “rendimiento”. Variable de
Valor 10 DAV Lo e 53
Figura 29. Superficie de respuesta y grafico de contornos para la variable “rendimiento”. Variable de
Valor 10 HD oo e e 54
Figura 30. Grafico normal de valores observados vs. valores estimados para la variable “rendimiento”
Fuente: elaboracidn propia. .......c.unieii 55
Figura 31. Grafico normal de valores observados/estimados vs. Residuos ........................ 56
Figura 32. Perfiles para valores predichos de rendimiento y deseabilidad de la respuesta........ 56

Figura 33. Identificacién de los principales picos de absorcién del espectro FT-IR del aceite esencial
0 L= o1 D of o) o 58

Figura 34. Actividad antioxidante: concentracién vs. inhibicién radicalaria....................... 59

Xi


file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519329
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519329
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519330
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519330
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519331
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519331
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519332
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519332
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519333
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519334
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519334
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519335
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519335
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519336
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519336
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519337
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519337
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519338
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519338
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519339
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519340
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519341
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519341
file:///D:/Tesis/%5bBorrador%2030%5d%20Tesis%20corr.docx%23_Toc516519343

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Descripcidn Taxondmica del cedrOn......... ...t 11
Tabla 2. Grupos funcionales presentes en la composicion delos AEs...............coiiiiiiint. 13
Tabla 3. Distribucion de los AEs en la naturaleza: ejemplos .........coviviiiiii it 15
Tabla 4. Componentes principales del AE de cedron ...........oouviiiiiiiiiiiii it 18
Tabla 5. Parametros analiticos usados en el control de calidadde AEs .................coooiintt. 25
Tabla 6. ANOVA del rendimiento de eXtraccion. .............ooiuiuiiiiiiiii i 53
Tabla 7. Coeficientes de la ecuacion de regresion. ...........c.ovuiiniiiiieiei i aiieaanannens 55
Tabla 8. Control de calidad del aceite esencial de cedron.............cooviiiiiiiii i, 57
Tabla 9. Actividad antioxidante del AEde cedron ... 60

Xii



ABTS*
AE(s)

BUAP
cm-1
DAV
DPPH"
ERO

FIQ

HD
ICso
IR

m.s.n.m.

%T
TEAC

Trolox®

VCEAC

SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Absorbancia

Radical 4cido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico)

Aceite(s) esencial(es)

Actividad antioxidante

Benemeérita Universidad Auténoma de Puebla
Ciclos por centimetro

Destilacion por arrastre con vapor
Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
Especies reactivas de oxigeno
Facultad de Ingenieria Quimica
gramo(s)

Hidrodestilacién

Concentracidén de inhibicién media
Infrarrojo(a)

Litro(s)

Metros sobre el nivel del mar
porcentaje de transmitancia

Trolox® equivalent antioxidant activity

(Capacidad antioxidante equivalente a Trolox®)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico

Vitamin C equivalent antioxidant activity

(Capacidad antioxidante equivalente a Vitamina C)

Rendimiento
Indice de refraccién

Densidad

Xiil



Introduccidn



INTRODUCCION

Planteamiento del problema

El conocimiento de las plantas medicinales es milenario y ha trascendido en
el tiempo gracias a las tradiciones de cada pueblo del planeta. Nuestros antepasados
obtuvieron el conocimiento de estas especies después de distinguir entre las que
servian para comer, las que los mataban y aquellas que tenian algtn efecto benéfico
en su organismo, por lo que las separaron, clasificaron y compartieron sus
conocimientos con sus hijos y los hijos de sus hijos por generaciones.

Si bien la medicina moderna esta altamente desarrollada en la mayor parte
del mundo, grandes sectores de la poblacion de los paises en desarrollo dependen de
especies vegetales para su atencién primaria. Ademads, existe una creciente
tendencia actual por los tratamientos naturales en los paises industrializados, por lo
que el uso de las plantas medicinales se ha expandido considerablemente a nivel
mundial. No obstante, Duke et al. (2008) estiman que menos del 1% de las mas de
90 mil especies de plantas de los bosques de América Latina han sido investigadas
quimicamente; en tanto que apenas el 6% del numero total de especies de plantas
superiores, que asciende a casi 500 mil, han sido estudiadas para conocer su
actividad biolodgica. Estas cifras nos permiten concluir que conocemos apenas una
infima parte de las potenciales propiedades terapéuticas de las plantas medicinales.
Debido a esto, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) ha
recomendado, desde 1978, evaluar, reconocer y desarrollar la medicina tradicional,
promoviendo su eficacia, disponibilidad y difusion.

México es un pais con una gran diversidad en el que las plantas medicinales
forman parte de la riqueza cultural del pais y son, a su vez, generadoras de
conocimiento cientifico a partir de estudios quimicos, farmacolégicos, ecolégicos y
geograficos. Sin embargo, también ha sufrido las consecuencias del acelerado
crecimiento poblacional en los ultimos afios (fig. 1), el cual ha provocado que los
recursos naturales de los que depende la humanidad se encuentren amenazados

(WWF, 2016).
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Figura 1. a) Proyeccion del crecimiento poblacional a nivel mundial en el periodo 1800 - 2100; b) crecimiento
poblacional en México en el periodo 1895 - 2015
Fuente: Adaptado de Roser y Ortiz Ospina (2016).

Con el compromiso de preservar los recursos del medio ambiente y en
congruencia con el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (Naciones Unidas, 1992),
en el que se declara la crucial importancia que reviste el uso sostenible de los
recursos bioldgicos para satisfacer las necesidades basicas del hombre, la labor
cientifica de nuestro pais ha dedicado sus esfuerzos a la investigacion de las

propiedades bioldgicas de plantas medicinales que crecen de manera silvestre en



todo su extenso territorio, cuyas propiedades son ampliamente conocidas en otras
regiones del mundo pero no han tenido gran relevancia en México.

Uno de estos casos es el cedrdn [Aloysia triphylla (L’Hér.) Britton], un arbusto
aromatico que puede ser encontrado en el centro del pais, donde preponderan los
climas humedos. Se le atribuyen propiedades digestivas, analgésicas y antioxidantes,
entre otras. El aceite esencial es la caracteristica mas destacable de esta especie
vegetal, y ha sido estudiada en diversos paises, tales como Argentina, Brasil, Iran y
Marruecos. Sin embargo, no existen cultivos controlados de cedrén en México ni
estudios sobre su actividad bioldgica, por lo que surge la siguiente pregunta de
investigacion: ;Conocer el comportamiento del rendimiento y la actividad
antioxidante del aceite esencial de cedrén permitird mejorar su aprovechamiento en

nuestro pais?

Justificacion

De entre las plantas medicinales que existen en nuestro pais, aquellas
conocidas como “aromaticas” han sido las mas estudiadas. La fraccion volatil de estas
plantas ha demostrado tener gran actividad antioxidante en pruebas in vitro,
destacando especies como la menta (Mentha x piperita), el tomilo (Thymus vulgaris)
y el comino (Cuminum cyminum), por lo ésta que se estudia en primera instancia
como una prueba preliminar de su actividad biologica (Buchbauer, 2010). Ademas,
da valor agregado a su comercializacion

El cedron, cuyo nombre cientifico es Aloysia triphylla (L'Her.) Britton, es
conocido debido a su intenso aroma a limén. Pertenece a la familia de las
Verbendceas y se adapta facilmente a las condiciones climaticas, por lo que

representa un objeto de estudio de facil obtencion.



De acuerdo con un estudio cienciométrico realizado a partir de la base de
datos Scopus, de Elsevier, podemos observar el creciente nimero de publicaciones
en los ultimos veinte afios acerca de A. triphylla (Figura 2), lo que demuestra que esta
especie vegetal ha atraido la atenciéon de los investigadores por su actividad
bioldgica. Tan sdlo en 2017 se publicaron, al menos, 45 articulos y memorias de
congreso sobre ésta, de los cuales casi el 50% explican la composicién y propiedades
de su aceite esencial; pero también se puede observar que las publicaciones respecto

a su actividad antioxidante son escasas.

Relacidn de publicaciones sobre Aloysia triphylla (L "Her.) Britton
por afno
Periodo de observacion: 1998 - 2018
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Figura 2. Relaciéon de publicaciones por afio sobre Aloysia triphylla (L'Her.) Britton en la base de datos Scopus.
Ecuaciones de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR "lippia citriodora”); TITLE-ABS-
KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR "lippia citriodora” AND “essential 0il”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia
triphylla” OR “aloysia citrodora” OR "lippia citriodora” AND “essential 0il” AND “antioxidant”). Periodo de observacién
de 1998 a 2018. Recuperado el 20 de febrero de 2018

Fuente: elaboracion propia.



Por otra parte, en la Figura 3 se muestra el nimero de investigaciones sobre
A. triphylla que se han desarrollado en distintos paises. Al ser esta especie nativa de
Brasil y Argentina, resulta l6gico que sean estos paises quienes encabecen la lista con
el mayor numero de publicaciones en los ultimos veinte afios. Destacan también
paises como Iran y Marruecos, en donde se ha adaptado el cultivo de esta especie
vegetal con buenos resultados. Sin embargo, aunque México es uno de los paises en
los que esta planta crece de manera silvestre en mayor proporcion, se pude constatar
el escaso numero de publicaciones realizadas en las ultimas décadas, habiéndose

encontrado tan solo una investigacion sobre su aceite esencial.

Relacion de publicaciones sobre Aloysia triphylla (L'Her.) Britton por
pais
Periodo se observacion: 1998 - 2018
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Figura 3. Relacidn de publicaciones por pais sobre Aloysia triphylla (L’'Her.) Britton en la base de datos Scopus. Ecuaciones de
busqueda: TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR "lippia citriodora”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR
“aloysia citrodora” OR "lippia citriodora” AND “essential 0il”); TITLE-ABS-KEY (“aloysia triphylla” OR “aloysia citrodora” OR "lippia
citriodora” AND “essential oil” AND “antioxidant”). Periodo de observacion de 1998 a 2018. Recuperado el 20 de febrero de 2018
Fuente: elaboracidon propia.



Resumiendo lo anterior en tres puntos clave: 1) la facilidad para obtener
muestras de Aloysia triphylla (L’Her.) Britton, 2) la escasa informacién existente
sobre su actividad antioxidante, y 3) el poco protagonismo que ha tenido esta especie
en nuestro pais, se puede decir que el desarrollo del presente trabajo resulta

oportuno y viable.

Objetivos

Objetivos generales

o Optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial de cedron [Aloysia triphylla
(L’Her.) Britton] para lograr el maximo rendimiento.
o Evaluar la actividad antioxidante del aceite esencial de cedrén [Aloysia triphylla

(L’Her.) Britton].

Objetivos especificos

» [dentificar taxondmicamente la muestra de la especie de estudio como Aloysia
triphylla (L’'Her.) Britton, a través del Jardin Botanico Universitario de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

» Extraer el aceite esencial de Aloysia triphylla (L'Her.) Britton, considerando las
variables de estudio: método de extraccién (A), tiempo de extraccién (B), y
tamafio de lote (C).

» Determinar las propiedades fisicas y organolépticas del aceite esencial de Aloysia
triphylla (L’Her.) Britton, a saber: color, olor, apariencia, densidad (p) e indice de
refraccion (n).

» Elucidar la estructura quimica de los compuestos presentes en el aceite esencial
de Aloysia triphylla (L'Her.) Britton, a través de espectroscopia de absorcion en el
infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR).

» Medir la actividad antioxidante del aceite esencial de Aloysia triphylla (L'Her.)

Britton mediante ensayos espectrofotométricos de decoloracién, usando los



radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*) y acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzo-
tiazol-6-sulfénico) (ABTS**).

Modelar matematicamente de los resultados de rendimiento obtenidos y disefiar
superficies de respuesta para optimizar el proceso de extracciéon del aceite
esencial de Aloysia triphylla (L’Her.) Britton.

Analizar estadisticamente los resultados obtenidos para determinar diferencias

significativas

Hipotesis
Hipotesis sobre el rendimiento

Se obtendra un rendimiento promedio de aceite esencial que se encuentre en
el rango de 0.20 a 1.00%, con posibilidad de maximizarse calculando de un modelo
matematico, en funcién del método de extraccién, la duracién de ésta y la cantidad

de materia prima utilizada.

Hipodtesis sobre la actividad antioxidante

La actividad antioxidante del aceite esencial de Aloysia triphylla (L'Her.)

Britton serd significativa y comparable con la de otras plantas.



Capitulo 1:
Antecedentes



1. ANTECEDENTES

1.1. Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton

La especie vegetal conocida cominmente en nuestro pais como “cedréon” se

identifica taxonémicamente como Aloysia triphylla (L’Hér.) Britton, aunque también es

reconocida como Aloysia citrodora Paldu o Lippia citriodora Kunth (Dellacassa y

Baldoni, 2003; Tucker y DeBaggio, 2009). Durante el presente trabajo, esta especie sera

tratada como A. triphylla, debido a que es éste el nombre mas utilizado en la literatura

cientifica, o simplemente como cedrén. En la Tabla 1 se encuentra la descripcion

taxondmica completa de esta especie.

Debido a sus caracteristicas botanicas, Palau y Verdera (1784) clasificé esta

especie dentro de la familia de las Verbenaceas. El cedron es un arbusto perenne,

Figura 4. Esquema de la planta de cedrén
Fuente: Tucker y DeBaggio (2009)

ramificado, de porte arbdreo, que puede
alcanzar hasta tres metros de altura. Sus hojas
son simples, de borde liso y textura rugosa, con
una forma lanceolada, llegando a medir hasta
siete centimetros de longitud; son de color verde
claro y despiden un intenso aroma, citrico y
herbaceo, que recuerda al del limén al ser
frotadas, de donde proviene el apelativo
citrodora; en tanto, su otro nombre, triphylla, se
debe a que, generalmente, éstas estan reunidas
en verticilos de tres. Posee flores pequefias con
corola acampanada, blancas por fuera y
violaceas por dentro; forman espigas terminales
de aproximadamente diez centimetros de
longitud. El tallo es largo, lefioso, aspero,
redondo y provisto de finas rayas

longitudinales. En la fig. 4 puede apreciarse

esquematicamente la apariencia del cedron.
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Tabla 1. Descripcién Taxondmica del cedrén
Categoria Taxo6n

Dominio Eucarya

Reino Plantae
Division Magnoliophyla
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Aloysia

Aloysia triphylla (L’Hér.) Britton
Aloysia citrodora Palau
Fuente: Wikipedia contributors (2018)

Especie

El cedron es originario de la zona montafosa de Argentina y Chile. Exhibe un
comportamiento de crecimiento espontaneo debido a su facil adaptacién a diversas
condiciones de suelo y clima, por lo que es comuin encontrarlo de manera silvestre en
México, Pert, Venezuela, Uruguay, Paraguay, Brasil y Colombia; incluso ha sido
introducida en paises del centro y este de Europa, el norte de Africa y en los Estados
Unidos de América. Aun asi, prefiere un clima templado-calido y suelos permeables,
profundos y con un pH neutro. En nuestro pais es comun encontrarlo en los estados de
Hidalgo, Zacatecas, Estado de México, Morelos, Michoacan, Tlaxcala, Puebla y Veracruz,
y esta asociado a ecosistemas como el bosque tropical subperennifolio, matorral
xeroéfilo, pastizal y bosque mixto de pino-encino (Calzada Sadnchez, 2012).

De acuerdo con la Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana de la UNAM
(2009), dentro de la medicina popular del centro del pais, el cedrén se usa para resolver
trastornos digestivos tales como el dolor estomacal, la diarrea, los c6licos y el vomito,
ademas de ser carminativa. En los pueblos Mixes, Zapotecas y Totonacas es utilizado
para combatir la disenteria. Se cree también que posee propiedades diuréticas y
antiespasmodicas. Suele administrarse a los enfermos en decoccidn, como té o “agua de
tiempo”.

En estudios cientificos a nivel internacional se ha sugerido actividad
antidiarreica y antiparasitaria de algunos de sus componentes (Pérez et al., 1998; Rojas
Armas et al,, 2015). Es sedante y ansiolitico, con antecedentes de su uso tradicional en

Argentina, Brasil y Uruguay (Gonzalez et al., 1937; Mors et al., 2000; Wannmacher et al.,
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1990a, 1990b). También es de uso popular en Bolivia para aliviar los sintomas del

resfriado y otros problemas respiratorios (Sandoval et al., 1996).

1.2. Aceites esenciales

1.2.1. Concepto

Bajo la denominacién de aceites esenciales (AEs) se agrupan las sustancias
volatiles obtenidas mediante procesos fisicos, tales como la destilacion y la expresion
mecanica, a partir de especies vegetales aromaticas (Glinther, 1948; Li et al., 2014;
Schmidt, 2010).

Los AEs se caracterizan por tener una composicion compleja, a veces de mas de
cien componentes. Estos pueden dividirse mayoritariamente en dos grandes grupos:
los terpenoides y los no terpenoides. Los terpenoides proceden de la condensacion del
isopreno (Cs), mostrado en la fig. 5, y poseen una masa molecular poco elevada (Sell,
2010). Los compuestos terpenoides pueden clasificarse como monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis) y diterpenos (C20); Thripathi et al. (2009) concluyeron que estos

compuestos pueden llegar a ocupar hasta el 90% de la composicién total de un AE.

CHj

CH
H,cZ N7

Figura 5. Estructura del isopreno, precursor de los terpenoides
Fuente: Sell (2010)

Dentro del grupo de compuestos no terpenoides se encuentran los derivados
fenilpropanicos (Ce—Cs), predominando los alil y propenilfenoles (Martinez M., 2003),
y los derivados cumarinicos (Kuklinski Koppl, 2000). Ademas, los AEs pueden
presentar en su composicion otros compuestos de bajo peso molecular susceptibles de
ser extraidos en el proceso de destilacion, tales como hidrocarburos, acidos

comprendidos entre C3 y Cio, alcoholes, aldehidos, ésteres (Navarro Moll et al., 1999) y,
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3

en menor medida, compuestos azufrados o nitrogenados (Kuklinski Képpl, 2000). En la

Tabla 2 se pueden observar los principales grupos funcionales presentes en la

composicion de los AE.

Tabla 2. Grupos funcionales presentes en la composicién de los AEs

Gl‘l.lpO Estructura Compuestos Ejemplo Hallados en:
funcional comunes
CH,
. Naranja,
Limoneno cedrén
CnH2n+2 a-pineno eranio a’nis
Hidrocarburo CnH2n Felandreno 8 estreila
CnH2n-2 [-cariofileno : eucalipt(')
Canforeno 2 ’
A
H3C/\CH2 alcanfor
Linalool HSC OH
Prenol Ylang ylang,
Mentol hierbabuena,
O ento | lavanda,
Alcohol R OH Farnesol CH, cardamomo
Vetiselinelol | manzanilla ’
Flt(.)l 1 vetiver
a-terpineo H,C CHj
OH E,if‘ig;':l)l H3CO =~ Orégano, anis
Fenol Anetol estrella,
Safrol HO sasafras, clavo
CH,
2 A O 1,8-cineol @ .
~
Eter / Oxido R/ R'  Geranil butil éter H3C Rosa, eucalipto
CHj
O Geranial O
, I Neral N Canela, naranja,
Aldehido /C\ Aldehido H cedron
R H cindmico
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Tabla 2. (continuacion)

Grl_lpo Estructura Compuestos Ejemplo Hallados en:
funcional comunes
o Carvona °
Cetona I a- y B-veti Vetiver, menta,
C y B-vetivona comino
R/ \R Mentona
Acetato de
linalilo o)
Acetato de
Il geranilo ; Lavanda,
Ester L. Acetato de @) citricos
R OR nerilo S i
Acetato de a-
terpenilo
I
O .
Acido [l zflcido benzoico Manzana,
R /C\OH Acido cindmico OH canela
Otros
compuestos Cumarina
(moléculas Indol AN Gardenia,
n:;zg::;:sas Dimetiltrisulfuro J azlr;l‘;:r,ll(“i(;sa,
zfl’ci dos ’ Dilapiol O O
grasos...)

Nota: las estructuras de ejemplo corresponden a los compuestos en itdlicas. Adaptada de Li et al. (2014)

No obstante, a pesar de las grandes diferencias de composicion que existen entre
los distintos AEs, se puede afirmar que todos ellos presentan una serie de propiedades
fisicas comunes: son liquidos a temperatura ambiente, volatiles, facilmente arrastrables
en corrientes de vapor de agua e inmiscibles con la misma; son solubles en alcohol, éter,
asi como en la mayoria de los disolventes organicos; presentan indices de refraccién
elevados y muchos de ellos son dpticamente activos; asimismo, su densidad suele ser
inferior a la del agua y todos ellos poseen el olor caracteristico de la planta de la que

han sido extraidos, presentando coloraciéon raramente.
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1.2.2. Distribucion en la naturaleza

Los AEs son elaborados, en su mayoria, por vegetales superiores pertenecientes

a un numero relativamente restringido de familias, entre las que destacan las

Lamiaceas, Asteraceas, Rutaceas, Lauraceas, Magnoliaceas, Mirtaceas, Pinaceas,

Rosaceas y Umbeliferas, entre otras. En 2009, Thripathi et al. informaron que existen

alrededor de 3,000 plantas, pertenecientes a mas de 10 familias botanicas, que se

utilizan para la obtenciéon de AEs, siendo estos los responsables de sus principales

propiedades benéficas. Aunque las hojas y las flores de las especies aromaticas son los

o6rganos que presentan una mayor riqueza en AEs, éstos pueden encontrarse

almacenados en cualquiera de los 6rganos del vegetal, tales como raices o semillas

(Franz y Novak, 2010). En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de plantas comunes

que poseen AEs en distintos érganos, asi como la familia botanica a la que perteneceny

el componente principal de su AE.

Tabla 3. Distribucion de los AEs en la naturaleza: ejemplos

Organo Nombre Especie Familia Componente principal
Albahaca Ocimum basilicum Lamiaceae Linalool
Hojas Citronella Cymbopogon nardus Poaceae Citral
Hierbabuena  Mentha arvensis Lamiaceae Carvona
Orégano Origanum spp. Lamiaceae Carvacrol
Jazmin Jasminum spp. Oleaceae Linalool
Flores Lavanda Lavandula angustifolia  Lamiaceae Fitol
Rosa Rosa x damascena Rosaceae Citronelol
Raices Vetiver Poceae Poceae Ifusimol
Valeriana Valeriana officinalis Valerianaceae  Acido valerenico
Rizomas Jengibre Zingiber officinale Zingiberaceae Zingibereno
Calamo Acorus calamus Acoraceae Asarona
Cortezas Canela Cinnamomum spp. Lauraceae Aldehido cindmico
Abedul Betula pendula Betulaceae Germacreno
Semillas Cilantro Coriander sativum Apiaceae Linalool
Comino Cuminum cyminum Apiaceae Aldehido cuminico
Naranja Citrus sinensis Rutaceae Limoneno
Frutos Anfs estrella  Illicium verum llliciaceae Anetol
Pimienta Piper nigrum Piperaceae Sabineno

Fuente: Franz y Novak (2010)
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Es necesario considerar que existen diversos factores que condicionan que el AE
elaborado por una determinada especie aromadtica pueda ofrecer variaciones
importantes, no sélo en lo que se refiere a la cantidad total de aceite recuperado
(alrededor de 1.0 % con respecto al peso del material vegetal usado) y las proporciones
relativas de sus componentes, sino también en su composicién cualitativa. Los
principales factores que pueden ocasionar esta variabilidad son el momento del ciclo
vegetativo del vegetal en que se procede a su recoleccion (Beltran Cifuentes et al,
2010), las caracteristicas edaficas y climaticas de la zona geografica donde se desarrolla
la especie aromatica (Navarro Moll et al, 1999), las condiciones de almacenamiento y

extraccidn, el genotipo de la planta, entre otros (Santana et al., 2012).

1.2.3. Importancia industrial

La OMS estima que el 80% de la poblacion en paises desarrollados se apoya en
medicinas tradicionales (principalmente drogas vegetales) para sus necesidades
basicas de salud, destacando aquellas usadas como sedantes, tonicos o para el
tratamiento de desordenes gastrointestinales, cardiovasculares, respiratorios y
digestivos. Asi pues, el cultivo de plantas aromaticas representa una importante
actividad agraria. Esta actividad resulta atin mas rentable cuando se le da un valor
agregado a la produccion primaria, comercializandose no como drogas vegetales
frescas, sino mas bien como aceites esenciales de mayor valor para la industria (Beltran
Cifuentes et al.,, 2010).

Gran parte de la produccion de AEs se utiliza como materia prima en la industria
cosmética y de perfumeria. Ademas, estos poseen gran demanda para la elaboracion de
productos de higiene personal, tales como jabones, desodorantes, pastas dentales y
geles de bafo. En la industria alimentaria sobresalen como agentes conservadores,
antioxidantes y saborizantes en la preparacion de refrescos, bebidas alcéholicas,
confiteria, condimentos y panaderia. En la industria farmacéutica son usados debido a
su actividad biolégica, tal como antibiética, antioxidante e hipoglucemiante; incluso
algunos AEs son usados para enmascarar el olor y sabor de jarabes y ungutientos. En

las industrias automotriz, de plasticos y pinturas, y de limpieza se usan como
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enmascaradores de olor, aromatizantes y desinfectantes. Recientemente también se
han usado en el campo de la biotecnologia y la agricultura, siendo utilizados en la
formulacién de biopesticidas. De acuerdo con Brud (2010), se estima que entre los
aceites mas consumidos a nivel mundial se encuentran los de naranja, hierbabuena,

menta, limon, eucalipto, clavo, citronella, lavanda y cilantro.

1.3. Aceite esencial de Aloysia triphylla (L'Hér.)

Britton

1.3.1. Composicion quimica

El aceite esencial es la caracteristica mas destacable del cedron. Su rendimiento
flucttia entre 0.2 y 1.0%, dependiendo de diversos factores endégenos y exdgenos.

Actualmente se conocen cuatro quimiotipos del AE de cedrén, cuyo nombre
viene dado por su componente mayoritario. El quimiotipo (I), o quimiotipo “citral”, es
el mas abundante en todo el mundo, encontrado en paises como Colombia, Portugal,
Francia y Brasil. Este esta compuesto mayoritariamente por citral, en una proporciéon
del 40 al 65% del total de compuestos volatiles, y ha sido descrito por Brasil e Silva et
al. (1979), Buil y Garnero (1975) Carnat (1999), Diaz et al. (2007), Montes (1995) y
Vogel et al. (1999). El quimiotipo (II), “limoneno/citral”, fue estudiando en Turquia y
Portugal por T. Ozek (1996) y Frazao y Carmo (1982), respectivamente. En este
quimiotipo se encontraron limoneno y citral en cantidades similares, con ocupacion de
entre el 15 y 25% del total de compuestos volatiles. Bellakhdar (1994) caracterizé el
quimiotipo (III), con 1,8-cineol como compuesto mayoritario, en cantidades cercanas al
12% del total de compuestos volatiles. Por ultimo, Zygadlo evalué en 1994 el
quimiotipo (IV), “mircenona/a-tujona”, con presencia de aproximadamente el 38 y
18%, respectivamente, en AE aislado de plantas de origen argentino. Una lista mas

completa de los principales compuestos del AE de cedrén se encuentra en la tabla 4.
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Tabla 4. Componentes principales del AE de cedréon

Grupos funcionales

Nombre Estructura presentes Cantidad relativa
. X \O
?Ceil;igll?;‘ans) Aldehido 12-40%
HsC~ “CH,

CH;
Neral =S
(Ci?al cis) X0 Aldehido 6-32%

|

HsC” “CH,

Limoneno —@{ Hidrocarburo ciclico 5-25%

Espatulenol Alcohol 4-8%
1,8-cineol Eter 3-5%
CHs
H
0
a-Tujona Cetona 5-15%
HsGC~ “CHs
_ CH;
6-metil-5- H3C4</_\—< Cetona 6-10%
hepten-2-ona
CHs 0

Fuente: Tucker y DeBaggio (2009)
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El citral (3,7-dimetilocta-2,6-dienal) es un liquido de color amarillo palido,
fuerte aroma citrico y ligero sabor herbaceo. Es la mezcla de los isémeros geométricos
geranial (citral A o trans) y neral (citral B o cis), con férmula quimica C10H160. Su peso
molecular es de 152.237 g/mol y su densidad data entre 0.890 a 0.90 g/cm3. Se usa
como agente saborizante en la industria alimenticia, asi como para la elaboracién de
detergentes y aromatizantes. Ha demostrado ser no tdxico, puesto que posee valores de
dosis letal media (DLso) superiores a 1 000 mg/Kgpv, aunque puede resultar irritante
para la piel. A nivel industrial se obtiene sintetizandose a partir del isopreno, o por la
deshidrogenacion en fase vapor y posterior oxidacién de geraniol con acido crémico.
También puede ser aislado, de manera natural, de los aceites esenciales de plantas
como el zacate limén (Cymbopogon citratus), la verbena exotica (Litsea cubeba), el
toronjil (Melissa officinalis) y el cedrén (Aloysia triphylla) (NCBI, 2018a).

Por su parte, el limoneno (1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno) es un liquido
incoloro o amarillo claro cuando estd a temperatura ambiente. Naturalmente se
encuentra en la cascara de los frutos citricos, confiriéndoles su aroma caracteristico. Su
formula quimica es C10H1e; tiene un peso molecular de 136.328 g/mol y una densidad
de 0.841 g/cm3. Posee un centro quiral, por lo que existen dos isomeros opticos: R-(+)-
limoneno y S-(-)-limoneno. En afios recientes ha adquirido gran importancia industrial
debido a su demanda como disolvente biodegradable y como componente habitual en
farmacos, alimentos, cosméticos, aromatizantes y detergentes; es también
ampliamente usado para sintetizar nuevos compuestos y en el desarrollo de
investigaciones biotecnoldgicas. Esta sustancia puede causar irritaciéon y ardor en piel
y o0jos; sin embargo, es catalogada como no téxica puesto que tiene valores de DLso de

2 362 mg/Kgpv (NCBI, 2018b)

1.3.2. Actividad biolégica

El AE de cedroén ha llamado la atencién debido a su actividad antimicética. En
1995, Guarrera et al. describieron un efecto inhibitorio del AE de hojas frescas de
cedron sobre Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes

(dermatofitosis), Candida albicans (candidiasis) y Aspergillus niger (moho). Oliva et al.,
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en 2010, evaluaron el efecto del AE de cedréon de origen argentino contra Candida
albicans y levaduras de los géneros Hansenula sp y Rhodotorula sp, encontrando
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en un rango de 7 a 30 mg/mL, lo que lo
convertiria en un potencial agente terapéutico. En ese mismo afio, Correa-Royero et al.
determinaron la CIM del AE de cedrdn contra Candida krusei, y Aspergillus fumigatus,
con valores de 99.21 ug/mL y 62.5 ug/mL respectivamente, siendo el tercero mas
efectivo entre otras 57 especies aromaticas de origen colombiano. A su vez, Lozada et
al. (2012) reportaron que con una concentracion de 200 ug/mL de AE de cedron de
origen colombiano se logra una inhibicién de la germinacion y el crecimiento micelial
de Moniliophthora roreri, hongo que infecta y destruye los frutos del cacao, en un 40%.
Esta inhibicion alcanza el 100% usando concentraciones de 800 a 1,000 ug/mL.

Con respecto a la actividad antibacterial, Espinoza Cano (2000) observé la
inhibicion en el crecimiento de Mycobacterium smegmatis (esmegma) al tratar con AE
de cedron de origen mexicano en una concentracion de 1 mg/mL. Oliva et al. (2010)
encontraron altamente eficaz el AE de cedr6n de origen argentino contra las bacterias
grampositivas Micrococcus luteus y Bacillus cereus, causantes de envenenamiento, con
CIM de 7 mg/mL. En ese mismo afio Rojas et al. evaluaron la capacidad antibacterial del
AE de cedron de origen venezolano contra Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae y Enterococcus faecallis, causantes de infecciones oportunistas, asi como
Escherichia coli, causante de infecciones gastrointestinales y urinarias, encontrando
CIM en un rango entre 20 y 60 ug/mL. Recientemente en Marruecos, Oukerrou et al.
(2017) llevaron a cabo un estudio sobre el efecto del AE de cedrén contra S. aureusy E.
coli, determinandose CIM de 3.5 a 6.5 mg/mLy 2.8 a 8.5 mg/mL, respectivamente.

Se han realizados pruebas in vivo para evaluar el efecto del AE de cedron, de
origen peruano, contra el parasito Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de
chagas; em dicho estudio se logré una reduccion de aproximadamente el 85% en el pico
de parasitemia, que se alcanza en alrededor de tres semanas postinfeccion (Rojas
Armas et al., 2015).

Sin embargo, existe muy poca informacion acerca de la actividad antioxidante

del AE de esta especie vegetal. Diaz Fajardo (2007) la evalu6 en muestras recolectadas
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en distintas regiones de Colombia, observando muy baja capacidad de éste para reducir

el radical catiéonico ABTS"+.

1.4. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Existen diversos métodos para la extraccidn de los aceites esenciales y su uso
depende, en gran medida, del tipo de materia vegetal de la cual se extraen. Asi pues, la
destilacion es uno de los métodos convencionales para la obtencién y purificacién de

aceites esenciales.

1.4.1. Destilacion por arrastre con vapor

La destilacion por arrastre con vapor (DAV) es una operacién usada para separar
sustancias volatiles organicas, inmiscibles en agua, de otras no volatiles que se
encuentran en una mezcla. Esta consiste en agregar agua, en forma de vapor saturado,
a la mezcla organica que se destila. Tiene como fundamento fisico a la Ley de Dalton,
que enuncia que cuando dos o mas gases, que no reaccionan entre si, se mezclan a
temperatura constante, cada gas ejerce la misma presion que si estuviera solo y la suma
de las presiones de cada uno, es igual a la presion total del sistema. Su expresion

matematica es la siguiente (Wankat, 2008):

PT:P1+P2 +"‘+P—n Ec. 1

Al destilar una mezcla de dos liquidos inmiscibles, su punto de ebullicién sera la
temperatura a la cual la suma de las presiones de vapor es igual a la atmosférica. Esta
temperatura sera inferior al punto de ebullicién del componente mas volatil. Si uno de
los liquidos es agua, como es el caso de la DAV, y si se trabaja a la presidon atmosférica,
se podra separar un componente de mayor punto de ebullicion que el agua a una
temperatura inferior a 100 °C. Esto es muy importante cuando el compuesto se

descompone a su temperatura de ebullicién o cerca de ella.
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La DAV es usada cominmente para purificar aceites esenciales. La principal
diferencia con la destilacién simple es que en la destilacién por arrastre con vapor de
agua no se presenta un equilibrio de fases, por lo que no es posible realizar diagramas

de equilibrio. Ademas, el componente volatil sera totalmente puro con respecto al no

volatil (Schdmit, 2010).

El equipo necesario para llevar a cabo la DAV consiste en un generador de vapor
(caldera, matraz y fuente de calor); un recipiente (matraz, alambique) en donde se
coloca la materia vegetal; un cuello de cisne que conectara con un condensador; y, por
ultimo, un vaso florentino en donde se recolecta el producto deseado y se separa de la

fase acuosa por decantacidn. En la fig. 6 se puede observar un esquema de este equipo

a escala laboratorio.

—— desmenuzado

Generador :i
de vapor || \

Material
organico

fuente de
aceites

|| esenciales

Condensador

=

Aceite ..l "\
esencial | |
liquido |
-\__\_\_\_\_\_H [ !
lv—i.

\ g
T —

Figura 6. Equipo para la destilacién por arrastre con vapor (DAV).

Fuente: Balboa Lau

Debido a la sencillez de este equipo, el buen rendimiento y la pureza de los
aceites obtenidos por este método, la destilacidn por arrastre con vapor de agua es la

eleccion por excelencia en la industria de los AEs (Al Di Cara, 1983; Peredo Luna et al,,

2009).

ra (2014)



1.4.2. Hidrodestilacion

La destilacion con vapor y agua, o hidrodestilaciéon (HD) tiene su origen como
una variacion de la DAV, diferenciandose de ésta dltima inicamente en que la materia
vegetal se coloca en el mismo recipiente que el agua, en contacto intimo con ésta, y la
mezcla en fase gaseosa pasa directamente al condensador. Para llevar a cabo esta
operacion se suele usar un aparato tipo Clevenger, como el que se muestra en la fig. 7,
donde se puede apreciar una trampa cuya funcion es facilitar la separacion de las fases
inmiscibles.
=.<_) La materia prima vegetal es cargada
en un hidrodestilador, de manera que
forme un lecho fijo compactado. Su estado

puede ser molido, cortado, entero o la

combinacién de éstos. La generaciéon del

vapor es interna (base del recipiente), y
conforme éste entra en contacto con el
lecho, la materia prima se calienta y va
liberando el aceite esencial que, debido a su

alta volatilidad, se va evaporando. Al ser

soluble en el vapor circundante, es
Figura 7. aparato tipo Clevenger para hidrodestilacion  arrastrado”, corriente arriba hacia el tope
Fuente: BGWL (2017) del hidrodestilador. La mezcla, vapor
saturado y aceite esencial, fluye hacia un condensador, mediante un cuello de cisne”;
alli la mezcla es condensada y enfriada, hasta la temperatura ambiental. A la salida del
condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable que es separada en florentino
0 en una trampa. Este recipiente esta lleno de agua fria al inicio de la operacion y el
aceite esencial se va acumulando, debido a su casi inmiscibilidad en el agua y a la
diferencia de densidad y viscosidad con el agua. Posee un ramal lateral a través del cual

el agua es desplazada para favorecer la acumulacién del aceite. El vapor condensado

acompanante del aceite esencial y que también se obtiene en el florentino, es llamado
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“agua floral”. Posee una pequeia concentracion de los compuestos quimicos solubles
del aceite esencial, lo cual le otorga un ligero aroma, semejante al aceite obtenido. El
proceso termina, cuando el volumen del aceite esencial acumulado en el florentino no
varie con el tiempo (Cerpa Chavez, 2007; Rodriguez Alvarez et al., 2012).

Tanto la HD como la DAV son procesos que llevan a cabo por lotes, por lo que

una vez agotado el AE de la muestra, ésta debe ser reemplazada.

1.5. Control de calidad de aceites esenciales

Debido a la gran variabilidad que presentan los AE en su composicién quimica y
su prominente aplicacion en las industrias alimenticia y farmacéutica, resulta
imprescindible determinar sus constituyentes con la mayor exactitud posible,
cualitativa y cuantitativamente. Con este fin, el uso de técnicas analiticas es
indispensable. En la tabla 5 se presentan los parametros analiticos que son mas

ampliamente usados en la actualidad.

1.5.1. Densidad

La densidad se define como la cantidad de masa de una sustancia que hay en una

unidad de volumen, y se expresa matematicamente como:

= — Ec.2
pP=y c

En donde p denota a la densidad, m es la masa y V es el volumen. En el Sistema
Internacional de Unidades (SI), la densidad tiene unidades de kilogramos por cada
metro cubico (Kg/m3).

La ASTM (por sus siglas en inglés, American Society for Testing and Materials) ha
publicado los métodos estandar para medir la densidad de una sustancia, la cual se
obtiene con recipientes que miden volimenes con gran precisiéon, llamados
picnémetros. En ellos se prescribe como manipular, llenar, controlar la temperatura y
leer el resultado. También exigen que se determine la masa precisa de la sustancia, con

tolerancia de 0.1 miligramo (Mott, 2006).
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Tabla 5. Paradmetros analiticos usados en el control de calidad de AEs

Categoria Parametro
e Olor
Caracteristicas organolépticas e Color

e Apariencia

¢ Densidad

e Indice de refraccién
Determinaciones fisicas * P(?de-r -rc-)tatorlo
e Miscibilidad en etanol
e Punto de congelacién
e Punto de inflamacién
e Indice de acidez

Indices quimicos . L
¢ Indice de saponificacion

Caracteristicas o Perfil cromatografico (CG)

cromatograficas ¢ Cuantificacién de los componentes principales
e UV-Vis

Caracteristicas ¢ Infrarrojo

espectroscépicas e RMN
e MS

Actividad antimicrobial

Actividad biologica o o
e Actividad antioxidante

Fuente: adaptado de Bandoni (2002)

En general, la densidad de los AEs es inferior a la del agua, con un rango entre
0.750 a 0.980 Kg/m3. No obstante, existen excepciones como el AE de clavo. Evaluar la
densidad de un AE permite elucidar parte de su composicion quimica; los AE que son
mas densos que el agua, contienen principalmente fenoles y ésteres, mientras que los
menos densos se caracterizan por ser ricos en hidrocarburos monoterpénicos

(d’Acampora et al., 2010; Diaz Fajardo, 2007).

1.5.2. indice de refracciéon

Cuando un haz de luz que se propaga por un medio transparente ingresa a otro
distinto, una parte del haz se refleja mientras que la otra sufre una refraccion, es decir,

cambia su direccién. Asi pues, el indice de refracciéon se define como la relacién que
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existe entre la velocidad de la luz en el vacio (¢ = 3 X 10® m/s), respecto a la velocidad
que tiene la luz en un medio transparente determinado (v4). El indice de refraccion se

representa por la letra n y se expresa matematicamente como:

nA = Ec.3

Dado que la velocidad de la luz en cualquier medio es siempre menor que en el
vacio, el valor del indice de refraccion de cualquier sustancia sera siempre mayor que
la unidad (Rouessac y Rouessac, 2003). Ejemplos de valores tipicos de n son los del aire
(1.0003), el agua (1.33), el vidrio (1.46 - 1.66) o los diamantes (2.42).

En la industria de los aceites esenciales, el indice de refracciéon es usado para
determinar la pureza de un AE determinado, puesto que estos poseen valores
caracteristicos, que van desde 1.450 a 1.590 (d’Acampora et al., 2010). La metodologia
para medir el indice de refraccion de un AE esta dada por la NMX-F-074-SCFI-2011.

1.5.3. Espectroscopia de absorcion en el infrarrojo

La espectroscopia infrarroja (IR) esta basada en la absorcién o reflexién de la
radiacién electromagnética en la regién del infrarrojo. Esta se subdivide en tres zonas
fundamentales, nombrados en relacion con el espectro visible: 1) el infrarrojo lejano
(400 - 10 cm1), adyacente a la region de las microondas; 2) el infrarrojo medio (4,000
- 400 cm1), usado para estudiar la estructura de las moléculas; y 3) el infrarrojo
cercano (14,000 - 4,000 cm-1).

La espectroscopia infrarroja tiene como fundamento fisico a las vibraciones
especificas a las cuales vibran los enlaces quimicos de una molécula, correspondientes
a sus niveles de energia. Estas frecuencias vibracionales son determinadas por la forma
de las superficies de energia potencial molecular, las masas de los atomos y el
acoplamiento vibracional asociado. Para que las frecuencias vibracionales sean activas

en el IR, las moléculas deben asociarse en una configuraciéon dipolar permanente,
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poseyendo un espectro caracteristico Unico; esto la convierte en una gran herramienta
para el andlisis quimico.

La identificacién de un compuesto a partir de un espectro IR caracteristico
consta de dos etapas: en la primera se determina qué grupos funcionales son los que
tienen mas probabilidad de estar en la regién de frecuencias de grupo, que abarca la
radiacién comprendida entre 3,600 y 1,250 cm-! aproximadamente. La segunda etapa
consiste en comparar con detalle el espectro de la muestra contra espectros conocidos
que contienen todos los grupos funcionales hallados con anterioridad; la regiéon de la
huella dactilar es especialmente ttil para el analisis de la segunda etapa, pues pequefias
diferencias en la estructura y composicion de una molécula causan cambios
importantes en el aspecto y la distribuciéon de las bandas de esta zona (Rouessac y
Rouessac, 2003; Skoog et al., 2008). Un espectro IR clasico se puede observar en la fig.

8, donde se aprecian la region de las frecuencias de grupo y la region de la huella

dactilar.
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Figura 8. Ubicacién de la region de las frecuencias de grupo (izquierda) y la region de la huella dactilar (derecha)
en un espectro IR caracteristico. Muestra de isopentano.
Fuente: tomado de Skoog et al. (2008)
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1.6. Antioxidantes

1.6.1. Daino oxidativo

El oxigeno molecular (O2) es uno de los gases mas importante de la Tierra:
constituye el 21% de la atmosfera, el 89% del peso del agua del mar y, al menos, el 47%
de la corteza terrestre; es, ademas, indispensable para que se desarrolle la vida aerobia,
representando la fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y la viabilidad
celular (Buchbauer, 2010). No obstante, también representa un peligro potencial ya que
es el principal responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos
y dotados de alta reactividad, conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO). Las
ERO son radicales libres, o precursores de ellos: especies moleculares con uno o mas
electrones desapareados, capaces de existir independientemente y con tendencia a
robar electrones de cualquier otro &tomo para compensar su deficiencia electrénica.

Las ERO producen acciones diversas sobre el metabolismo de los metabolitos
primarios, originando dafio celular en los organismos: sobre los lipidos poliinsaturados
de las membranas, producen pérdida de fluidez y lisis celular; sobre los glicésidos,
actuan alterando las funciones celulares; sobre las proteinas, producen inactivacion y
desnaturalizacion; en tanto, sobre los A&cidos nucleicos, modifican las bases
nitrogenadas (Fridovich, 1976). Por esta razdn, han sido asociadas al envejecimiento y
una amplia diversidad de estados patolédgicos, tales como el Alzheimer, la artritis
reumatoide, la hipertensidn, la carcinogénesis, entre otros.

Ante el defio oxidativo, los organismos responden con una defensa antioxidante,
cuyas caracteristicas principales son la deteccién y prevencién de una cadena oxidativa
mediante la estabilizacion de los radicales libres. De acuerdo con todo lo anterior, se
pueden definir como antioxidantes a aquellas sustancias que, en bajas cantidades con
relacion a una ERO, actdan previniendo o retardando la oxidacién de materiales
facilmente oxidables.

Debido a los efectos negativos que tienen los radicales libres sobre la salud
humana y la estabilidad de los alimentos, la labor cientifica se ha centrado en el
desarrollo de nuevos sistemas antioxidantes. Sin embargo, algunos antioxidantes

sintéticos han demostrado tener efectos adversos debido a su inestabilidad por lo que
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resulta importante encontrar fuentes de antioxidantes naturales, ya que raramente

presentan efectos desfavorables para su uso.

1.6.2. Medicion de la actividad antioxidante

Los antioxidantes pueden clasificarse en primarios, capaces de romper la acciéon
en cadena y son secuestradores de radicales libres, y secundarios, o preventivos. Estos
ultimos pueden incluir mecanismos tales como la desactivacién de metales, la
inhibicion de la produccion de volatiles indeseables, o la regeneracién de antioxidantes
primarios, entre otros (Buchbauer, 2010). Sin embargo, la actividad antioxidante (AA)
de una sustancia no puede medirse directamente, por lo que es necesario evaluar los
efectos de dicha sustancia en un proceso de oxidacién controlada.

Para este fin, se han desarrollado diversos métodos in vitro, rapidos, sencillos y
altamente reproducibles. En la practica, los ensayos utilizados pueden ser clasificados
en dos grandes categorias, de acuerdo con las reacciones quimicas que se llevan a cabo
durante el analisis: 1) ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de
hidrégeno (HAT, por sus siglas en inglés, Hidrogen Atoms Transferency); y 2) ensayos
basados en la reaccién por transferencia de electrones (ET, por sus siglas en inglés,

Electrons Transferency). En la Figura 9 pueden observarse estas reacciones de manera

esquematica.
ROO- + AH —— » ROOH + A-
Oxidante + e- proveniente del Oxidante + Antioxidante
e
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Figura 9. Mecanismos antioxidantes: reacciones de transferencia de atomos (arriba); reacciones de
transferencia de electrones (abajo)

Los ensayos ET involucran una reaccion redox, con el oxidante como indicador

del punto final de la reaccién; por su parte, la mayoria de los ensayos HAT monitorean

una reaccién cinética competitiva. Cabe resaltar que ambos tipos de ensayo fueron
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desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales libres, en lugar de la
capacidad preventiva de antioxidante de la muestra (Huang et al., 2005).

Entre los ensayos conocidos actualmente para medir la AA, aquellos basados en
el uso de los radicales DPPH* y ABTS** son considerados por la comunidad cientifica
como los métodos mas comunes debido a que los procedimientos requeridos en estas

metodologias son simples, rapidos, sensibles y reproducibles.

1.6.2.1. Ensayo de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH")

Este ensayo fue propuesto por primera vez por Blois en 1958, cuando demostro
la capacidad de este radical para aceptar un atomo de hidrégeno (H*) proveniente de

una molécula de cisteina.

@\ /@ @\ /@ Pertenece a la categoria de
N 1 - . ensayos basados en la

O.N NO, . ON NO transferencia de electrones y es
2 -2 2

considerado como el método

NO, NO, mas rapido, simple y de menor

DPPH ‘ DPPH (reducido) costo, comparado con otras
violeta amarillo metodologias de uso habitual.

Figura 10. Reacciéon quimica de reduccién del radical DPPH". El 2,2-difenil-1-picril
Fuente: tomada de Santos Teixeira et al. (2013 . . . .
(2013) hidrazilo (DPPH") es un radical

libre de nitrégeno organico; posee gran estabilidad debido a la localizacién de un solo
electron desapareado sobre la molécula completa (fig. 10). En esta forma, el DPPH*
posee un color violeta intenso caracteristico, el cual absorbe a una longitud de onda
maxima de 515 a 517 nm en solucion metanolica. Sin embargo, en contacto con un
antioxidante capaz de donar un atomo de hidrdgeno el color se desvanece, tornandose
amarillo. Este método permite estimar el efecto antioxidante de una sustancia a simple
vista, ya que la decoloracidn es proporcional a la reduccion de radicales DPPH*, como

puede observarse en la fig. 11 (Santos Teixeira et al., 2013).

30



Figura 11. Muestras del ensayo de decoloraciéon del DPPH*
Fuente: Grandini, 2011b

La reduccién del radical DPPH* se monitorea espectrofotométrica, midiendo la
disminucién de la absorbancia tras anadir el compuesto antioxidante. Esta reaccion es
estequiométrica con respecto al nimero de atomos de hidrégeno donados y suele
expresarse en términos de equivalentes al Trolox® (TEAC) o al acido ascérbico
(VCEAC). Los resultados de este ensayo también se reportan como la Concentracion
Inhitoria media (Clso), es decir, la cantidad de sustancia antioxidante necesaria para
disminuir la concentracion inicial de radicales DPPH* hasta un 50% (Floegel et al., 2011;

Shalaby y Shanab, 2013).

1.6.2.2. Ensayo de decoloracion del radical catidonico acido
2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulféonico) (ABTS**)

El ensayo de decoloracién ABTS** es ampliamente usado para la evaluacién de
la actividad antioxidante de muestras biolégicas, alimentos, compuestos puros o
extractos de plantas, tanto de naturaleza hidrofilica como lipofilica.

El compuesto cromoéforo acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico)
(ABTS**) es una sustancia de color azul, con absorcién maxima a una longitud de onda
de 432 nm, soluble en agua y quimicamente estable. El radical catiénico ABTS**,
generado a partir de la reacciéon de ABTS y persulfato de potasio (K2520s), presenta

nuevas caracteristicas, destacando su color azul/verde, y una absorcién maxima a 734

31



nm, longitud de onda cercana a la regién infrarroja, reduciendo la posibilidad de

interferencias (fig. 12).
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ABTS** ABTS (reducido)
azul/verde incoloro

Figura 12. Reaccién quimica de reduccion del radical ABTS**
Fuente: Tomada de de Oliveira et al,, 2013

La reduccidn del radical catiénico depende de la concentracion de la sustancia
antioxidante y del tiempo de reaccidn, y se puede estimar a partir del grado de
decoloracion de ABTS®+, calculado con respecto a la concentracién del Trolox® bajo las
mismas condiciones. Esta reduccién es monitoreada espectrofotométricamente y los
resultados de este ensayo se expresan en términos TEAC, VCEAC o cémo ICso (Floegel
etal, 2011; Orjuela Rodriguez, 2015; Shalaby y Shanab, 2013).

En la Figura 13 se puede apreciar la decoloracién del radical utilizando distintas

concentraciones de una muestra antioxidante.
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Figura 13. Muestras del ensayo de decoloracién del radical ABTS**
Fuente: Grandini, 2011a

1.7. Caracteristicas del area de recoleccion:

Altotonga, Ver.

Las muestras de cedrén usadas en este trabajo fueron recolectadas en el

municipio de Altotonga, Veracruz. Este est4 ubicado entre los paralelos 19°38’y 19°54’

de latitud norte y los meridianos 96°57’ y 97°17’ de longitud oeste, en la regién Capital

del estado (fig. 14). Tiene un area territorial de 328.7 Km? y una altitud de entre 500 y

2,500 m.s.n.m. En el territorio municipal coexisten diversos climas: semicalido-hiumedo

Figura 14. Ubicacién del municipio de Altotonga en el
estado de Veracruz.
Fuente: Wikimedia Commons contributors (2016)

con lluvias todo el afio (54%), templado-
himedo con lluvias todo el afio (21%),
templado-himedo con abundantes lluvias
en verano (16%), templado-subhiimedo
con lluvias en verano, de mayor humedad
(5%) y templado-subhimedo con lluvias
en verano, de humedad media (4%).

Con una temperatura anual media
entre los 12.0 y los 24.0 °C y una
precipitacion del orden de los 500 a
2,100 mm (SEFIPLAN, 2015), Altotonga
posee las condiciones climaticas ideales
para el préspero crecimiento de la planta

del cedron. Ademas, cabe mencionar que
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la fuente de ingresos principal de los habitantes de este municipio se debe a actividades
del sector primario, destacando la agricultura. Asi pues, los resultados de la presente
investigacion podran establecer las bases para un cultivo controlado del cedrén en

dicha zona.
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2. METODOLOGIA

2.1. Plan general de trabajo

El desarrollo experimental del presente trabajo fue llevado a cabo de acuerdo
con el esquema general mostrado en la Figura 15 15. Las actividades
correspondientes se realizaron en el laboratorio de investigacion FIQ5-306G,
ubicado en la Facultad de Ingenieria Quimica de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, con direcciéon Av. 18 Sur s/n, colonia San Manuel, C. P. 72000,

Puebla, Pue.

2.2. Materiales

2.2.1. Reactivos

e Agua destilada

e Metanol grado reactivo

e 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH") (Sigma-Aldrich, EUA)

e Acido ascérbico (Quimica Mercurio, México)

e Sal diamoénica de acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) (ABTS**)
(Sigma-Aldrich, EUA)

e Persulfato de potasio (K2S208) (Quimica Mercurio, México)

2.2.2. Equipo

e Balanza analitica AS 220.R2 (REDWAG, Polonia)

e Mantilla de calentamiento 100A 0410 (Glas-Col, EUA)

e Refractometro Abbé

e Espectrofotéometro UV /vis JENWAY 7305 (Bibby Scientific Ltd, Reino Unido)
e Espectrofotometro FT-IR Vertex 70v (Bruker, EUA)

e Accesorio ATR MIRacle (PIKE Technologies, EUA)

e Material de cristal
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2.3. Recoleccion de la muestra

Se reconocio6 la especie de estudio en un predio, propiedad del c. José Leoncio

Garcia Avila y copropietarios, con coordenadas 19°46’14 .8” Ny 97°14’52.2” O (fig.

16), localizado en el municipio de Altotonga, Ver.
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Figura 16. Sitio de recoleccién de la muestra de Aloysia triphylla (L'Her.) Britton

Se recolectaron las hojas de la parte aérea del arbusto de cedroén, cuidando

que éstas estuvieran sanas y de un color verde brillante. Se secaron a la sombra, con

ventilacién natural, durante 10 dias. Transcurrido ese tiempo, se almacenaron en

bolsas de plastico hasta su uso.
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2.4. Identificacion taxonomica

Se prepararon tres muestras distintas del arbusto de cedrén (incluyendo
hojas y flores), de aproximadamente 30 a 35 cm de largo, en una prensa botanica (fig.
17). Estos ejemplares fueron entregados en las instalaciones del Jardin Botanico
Universitario de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, donde se llev) a

cabo la identificacion taxonémica.

Figura 17. Prensa botanica con la muestra de cedrén
Fuente: propia

2.5. Extraccion del aceite esencial de cedron

2.5.1. Destilacion por arrastre con vapor

Para llevar a cabo la destilacién por arrastre con vapor (DAV) se usé un
aparato tipo Clevenger no convencional, como el que se muestra en la fig. 18. En un
matraz de balén de doble junta se coloc6 la materia prima, seca y troceada. El vapor
se genero6 colocando 1.5 litros de agua destilada en un matraz tipo pera, llevindose
a ebullicién gracias a una mantilla de calentamiento. Ambos matraces, unidos en
forma de columna, se conectaron a un condensador de bolas, en donde se condensé
y enfrio la mezcla de agua/AE. La emulsién obtenida se recolect6 en una trampa en
forma D, y una vez que las fases inmiscibles se homogenizaron, se separaron por
decantacion. Se usaron dos tiempos de extraccidn, medidos a partir de que se obtuvo
la primera gota de condesado. El AE extraido se almacend en viales color ambar a

una temperatura de 2-4 °C hasta que se realizaron analisis posteriores.
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Figura 19. Equipo para extracciéon de AE por DAV Figura 18. Equipo para extraccién de AE por HD
Fuente: Propia Fuente: Propia

2.5.2. Hidrodestilacion

Para llevar a cabo la hidrodestilacién (HD) se usé el mismo aparato tipo
Clevenger no convencional, con algunas modificaciones, como puede observarse en
la fig. 19. En un matraz de pera se colocé la materia prima molida y se llené con 1.5
litros de agua destilada. Se llevé a ebullicion gracias a una mantilla de calentamiento.
El matraz se conect6 a un condensador de bolas, en donde se condenso y enfrio la
mezcla agua/AE. Dicha emulsion se recolect6é en una trampa en forma D, y una vez
que se homogenizaron las fases inmiscibles, se separaron por decantacién. Se usaron
dos tiempos de extraccion, medidos a partir de que se obtuvo la primera gota de
condesado. El AE extraido se almacen6 en viales color ambar (fig. 20) a una

temperatura de 2-4 °C hasta que se realizaron estudios posteriores.
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Figura 20 Aceite recolectado en tubos eppendorf para medir su volumen y almacenados en viales ambar.
Fuente: propia

2.6. Determinaciones fisicas del aceite esencial

de cedron

2.6.1. Densidad

La densidad del AE de cedrén se midi6é con el método del picndmetro. En
primer lugar, se pesd vacio el picnodmetro. Enseguida se llen6 de agua destilada hasta
el enrase para determinar su masa a temperatura ambiente. Posteriormente, el
picnémetro fue llenado con el AE y se midi6 su masa, con lo que se calcul6 la
densidad, de acuerdo con la ecuacion 2. Todas las mediciones se realizaron a la

misma temperatura.

2.6.2. indice de refraccion

El indice de refraccion del AE se midio con ayuda de un refractémetro Abbé,
siguiendo la metodologia propuesta por Pelaez Cid et al. (2009b), en concordancia
con la NMX-F-SCFI-2011. Se limpiaron ambos prismas del equipo con etanol para
evitar contaminaciones y se calibré con agua destilada, obteniendo una lectura de
1.333. Enseguida se limpiaron de nuevo los prismas. Se colocaron tres gotas del AE

en el prisma de medicidon y se cerré cuidadosamente el prisma de iluminacion.
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Observando a través del ocular, se ajusté la linea delimitadora al centro de las lineas

de interseccion, como puede observarse en la fig. 21.

* b Figura 21. Campo visual del refractémetro con ajuste
|1Lh|r| Il i ’II‘ al centro (izquerda); escala del refractémetro, en
1 l'l' i ’rl‘l'l'l’l‘ p grados Brix y unidades de indice de refraccién
= (derecha).

| l.l. 0 Fuente: PCE Ibérica S.L.

Se ley6 el valor obtenido en la escala del refractémetro y se registré como el

indice de refraccion del AE.

2.7. Caracterizacion quimica del aceite esencial

de cedron

2.7.1. Espectroscopia infrarroja

Para obtener el espectro FT-IR del aceite esencial de cedrén se sigui6 la
metodologia propuesta por Peldez Cid et al. (2009a), usando un espectrofotémetro
FT-IR modelo Vertex 70v acoplado a un sistema de computo, como se muestra en la

fig. 22a.

Figura 22. a) espectrofotémetro FT-IR Vertex 70v (Bruker, EUA); b) accesorio universal ATR MIRacle (PIKE Technologies,
EUA) para andlisis de sélidos y liquidos.
Fuente: Vidal Robles (2018)
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1)

En primer lugar se colocé una gota del aceite esencial en el cristal de diamante
del accesorio de reflexion total atenuada (ATR), el cual fue acoplado posteriormente
al espectrofotémetro de infrarrojo. Una vez hecho esto, se inici6 el sistema de
captura de datos en el sistema de codmputo y se ejecutd el comando “escanear”,
obteniéndose asi el espectro FT-IR deseado. Por altimo se guardé el archivo para su

posterior analisis.

2.8. Ensayos para la evaluacion de la actividad

antioxidante del aceite esencial de cedron

Para evaluar la capacidad antioxidante del AE de cedrén, se usaron dos
métodos: el ensayo de decoloracion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe),
y el ensayo de decoloracién del radical catiénico acido 2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazol-6-sulfonico) (ABTS*+),

2.8.1. Ensayo de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH")

Para llevar a cabo este ensayo se utiliz6 la metodologia propuesta por Brand-
William et al, (1995), con algunas modificaciones. En primer lugar, se prepar6 una
solucién del radical DPPH* 0.2 mM en metanol grado reactivo. Esta se dejé reaccionar
a temperatura ambiente en la oscuridad durante una hora. Posteriormente fueron
preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.700 + 0.020 a
una longitud de onda de 517 nm.

Para evaluar la actividad antioxidante del AE de cedrén, en una celda de
plastico de volumen reducido se colocaron 500 uL de la solucion del radical DPPH* y
se midi6 la absorbancia inicial a 517 nm; enseguida se afiadieron 500 uL de AE
diluido (10 - 1000 mg de AE/L de metanol), se incubé la mezcla por 30 minutos en
la oscuridad y nuevamente se midio la absorbancia a la misma longitud de onda. Con

la ecuacion 4 se determinaron las concentraciones necesarias para obtener
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porcentajes de captacién entre 10 a 95% de radicales libres y se disefi6 una curva de

referencia. Como control positivo se usé acido ascorbico (5 - 125 mg/L de metanol).

% Inhicién DPPH® = % % 100 Ec. 4
0

Ao es la absorbancia inicial del blanco, mientras que Ares la absorbancia final,
después de agregar la sustancia antioxidante. La inhibicién de radicales libres se
puede apreciar debido a la pérdida del color violeta del DPPH*, pasando a ser a
amarillo (fig. 23). Los resultados de este ensayo se reportaron como ICso y Capacidad

Antioxidante Equivalente a Vitamina C (VCEAC, por sus siglas en inglés).

Figura 23. Ensayo de decoloracién del DPPH* usando
aceite esencial de cedrén como antioxidante.
Fuente: propia

2.8.2. Ensayo de decoloracion del radical catidnico
acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico)
(ABTS*+)

Este ensayo se realizd siguiendo la metodologia propuesta por Re et al.
(1999), con ciertas modificaciones. Para generar el radical ABTS**, se hizo reaccionar
la sal diamonica de acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) 7.4 mM con
persulfato de potasio 2.6 mM en cantidades iguales. Esta solucion se dejo reaccionar
a temperatura ambiente durante 24 - 48 h en la oscuridad. Posteriormente fueron
preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.700 + 0.020

para todos los casos, a una longitud de onda de 734 nm.
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Para evaluar la actividad antioxidante del AE de cedrdn, en una celda de
plastico de volumen reducido se colocaron 2 400 uL de la solucién del radical ABTS**
y se midi6 la absorbancia inicial a 734 nm; enseguida se afiadieron 100 uL de AE
diluido (10 - 1000 mg de AE/L de metanol y nuevamente se midid la absorbancia a
la misma longitud de onda a los seis minutos. Con la ecuacién 5 se determinaron las
concentraciones necesarias para obtener porcentajes de captacién entre 10 a 95 %
de radicales libres y se disefi6 una curva de referencia. Como control positivo se usé

acido ascorbico (5 - 125 mg/L de metanol).

% Inhibicién ABTS™* = % % 100 Ec.5

0

Ao denota la absorbancia inicial del blanco y Ares la absorbancia final, después
de agregar la sustancia antioxidante. La inhibicién de radicales libres se puede
apreciar debido a la pérdida del color azul-verde del ABTS**, pasando a ser a
transparente (fig. 24). Los resultados de este ensayo se reportaron como ICso y

VCEAC.

Figura 24. Ensayo de decoloraciéon del ABTS** usando
aceite esencial de cedron como antioxidante
Fuente: propia

e L

2.9. Modelado y optimizaciéon

Se utilizo el software STATISTICA® 10 (StatSoft Inc., EUA) para realizar la
modelacion y optimizacidon de las variables del proceso de extraccion del AE de

cedron, usando las metodologias de regresion multiple y de superficies de respuesta
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(SR). Como variables independientes se consideraron el método de extraccién (1), el
tiempo de extraccion (2) y el tamafio de lote de materia prima usada (3), en tanto
que la variable de estudio fue el rendimiento. Se determinaron los coeficientes de

correlaciéon (R?) y correlacién ajustado (R? ;) para evaluar la significancia estadistica

del modelo matematico calculado.

2.10. Analisis estadistico

Cada experimento realizado en el presente trabajo de investigacion fue
llevado a cabo por triplicado (n=3) y cada dato se reporté como el valor promedio +
la desviacién estandar.

Se realizaron andlisis de varianza con intervalos LSD, usando la herramienta
estadistica Design Of Experiments (DOE) del software STATISTICA® 10 (StatSoft Inc.,
EUA), con el fin de evaluar la influencia ejercida por el método de extraccién, el
tiempo de ésta y el tamafio de lote usado en el rendimiento del AE, asi como el efecto

que tiene cada ensayo de decoloracién utilizado sobre la actividad antioxidante.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identidad taxondémica

La identidad taxonémica de la especie de estudio del presente trabajo de
investigacion fue confirmada como Aloysia citrodora Palau por el Botanico Allen J.
Combees, en el documento con clave ID HUAP74807, expedido por el Jardin Botanico

Universitario de la BUAP (fig. 25).

DRA. ESMERALDA VIDAL ROBLES
PROFESORA INVESTIGADORA

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA BUAP
PRESENTE

Por medio de este conducto reciba un cordial saludo asi mismo aprovecho la presente
para entregarle la identificacion de la planta solicitada, misma que realizé el Botanico Allen J.
Coombes, siendo la siguiente:

D | NOMBRE | No.Colecta

| HUAP74807 Aloysia citrodora 1

Sin mas por el momento me despido de usted,

ATENTAMENTE

PENSAR BIEN PARA VIVIR MEJOR
Puebla Pue.a 30 de Enero de 2018 -

[
/5/3 f ;‘ y
& Ly \
B e AL, _/_;/I-: A= \
. ‘ -

Dra. Maricela Rodriguéz Acosta \w
Directora del Herbario y Jardin Botdriico BUAP
\& -

™

c.c.p. Archivo

Figura 25. Documento de identificacién taxondmica
Fuente: Jardin Boténico universitario (2018)
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Rendimiento de AE

3.2. Rendimiento: modelado y optimizaciéon

En el presente trabajo de investigaciéon se usaron dos métodos para la
extraccion del aceite esencial de Aloysia triphylla (L’Her.) Britton: hidrodestilacion
(HD) y destilaciéon por arrastre con vapor (DAV); se manejaron dos tiempos de
extracciéon distintos: 90 y 120 minuntos; asi mismo, se trabajé con diferentes
tamafios de lote de materia prima: 30, 50 y 70 gramos. Con estas variables se
construyé un disefio factorial con tres réplicas para cada combinacién, con el
objetivo de evaluar su efecto en el rendimiento del AE obtenido.

En la fig. 26 se observa el histograma con los valores promedio de

rendimiento para cada combinacion de variables, asi como su desviacién estandar.

Rendimiento de extraccion del AE de cedréon

1.00%

0.90%

0.80%

0.70%

0.60%

0.50%

0.40%

0.30%

0.20%

0.10%

0.00%

30g 50g 70 g

EHD90 ®mDAV90 EHD 120 BEDAV 120

Figura 26. Rendimiento de extraccion del aceite esencial. Valor promedio + desviacion estandar (n=3)
Fuente: elaboracion propia

49



Asi mismo, en la fig. 27 se muestran los efectos principales de la interaccién

de las tres variables, con un intervalo de confianza del 95%.

Efectos de la interaccion "Método - Tiempo - Lote"
Las harras verticales indican intervalos de confianza del 939
1.00% T T T T T T

0.90% | . L _

0.80% L

0.70% L

0.60% | L

0.50% r L

Rendimiento

0.40% | L

0.30% L

0.20% r

0.10% | g - _

':I.':quf: 1 1 1 1 1 1

Lote (g 30 30 70 Lote (g 30 30 70

l\.:i:] l.:i] E D"IJ‘.‘:,,'F
Tiempo: 90 min Tiempo: 120 min £& HD

Figura 27. Efectos de la interaccion “Método - Tiempo - Lote” durante el proceso de extraccion del AE.
Fuente: elaboracién propia

En ambas figuras podemos observar que se obtiene el mayor valor de
rendimiento, cercano a 0.80%, cuando se opera con un lote de 70 gramos de materia
prima en un equipo de hidrodestilacion, durante un periodo de extracciéon de 120
minutos. No obstante, las extracciones realizadas con lotes de 50 gramos de materia
prima presentan la menor variabilidad (0.44-0.72%).

Se esperaria que, a mayor cantidad de cedrén utilizado, mayor seria el
rendimiento de extraccion. Sin embargo, se puede observar que hay una disminucion
en el rendimiento del AE cuando se opera con un lote de 70 gramos, con respecto al

de 50 gramos. Puesto que todas las extracciones se realizaron bajo las mismas
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condiciones operativas, se deduce que esta variaciéon en la proporcionalidad del
aceite recuperado con respecto a la cantidad de materia prima se debe
principalmente a las limitaciones fisicas del equipo utilizado. Una mayor cantidad de
material seco en el volumen reducido de los matraces puede ser causa de la
formacion de cuerpos apelmazados, lo que impide que el vapor se distribuya
uniformemente, teniendo en cuenta que la presion que alcanza el valor no es muy
alta. Por lo tanto, se estaria realizando un arrastre incompleto del AE. Este fenémeno
no se presenta cuando se realiza una hidrodestilaciéon durante 120 minutos, por lo
que se deduce que al estar en contacto directo la materia vegetal con el agua en
ebullicién durante el tiempo suficiente, el arrastre del aceite se lleva de una forma
mas completa.

Por otra parte, en investigaciones previas se han encontrado resultados
similares a los obtenidos en el presente trabajo. Carnat (1999), Di Leo Lira et al.
(2008), Oliva et al. (2010) y Shahhoseini, et al. (2014) reportaron rendimientos del
0.82, 0.20, 0.40 y 0.62% respectivamente, operando durante dos horas equipos de
hidrodestilacién tipo Clevenger. Gil et al. (2007), usando dicho método y un tiempo
de extraccion de hora y media, reportaron valores entre 0.7 y 1.7%, obtenidos a
partir de plantas de origen Argentino. Gomes et al. (2006), realizaron extracciones
durante una hora, obteniendo rendimientos promedio del 0.80% para hojas y 0.08%
para tallos de plantas de origen brasilefio, mientras que Aziz Abadi et al. (2014) y T.
Ozek y Baser (1996) obtuvieron, con un tiempo de extracciéon de tres horas,
rendimientos del 1.20%, en plantas de origen irani y turco, respectivamente. Por su
parte, Rojas et al. (2010) reportaron un rendimiento del 0.20% con tiempos de
extraccion de cuatro horas, en plantas de origen venezolano. Ademas, Espinoza Cano
(2000) hallé valores de rendimiento del 0.025 y 0.067% en hojas y flores,
respectivamente, usando destilacion por arrastre con vapor sobre plantas de origen
mexicano. Hasta la fecha, no se reportan otros trabajos que comparen el rendimiento
del AE entre diferentes tiempos de extraccion o tamafios de lote utilizados. Sin
embargo, se han evaluado otras variables durante el proceso de extraccion de este
AE. Diaz Fajardo (2007) concluy6 que el estado de desarrollo vegetativo de la planta

produce variaciones en la composicién relativa asi como en el rendimiento del AE de
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cedron; encontré que el mayor rendimiento se obtiene al recolectar la muestra de
dos a tres meses antes del periodo de floracién, en tanto que en los meses posteriores
al término de ésta se obtiene una cantidad minima. Resulta importante considerar
esto, ya que las muestras usadas en la presente investigacion fueron recolectada
entre los meses de julio y noviembre, durante y después de la floracion. Si se acepta
como verdadera la conclusién de Diaz Fajardo, se espera que se pueda obtener un
mejor rendimiento recolectando la materia vegetal entre los meses de marzo y mayo.
Por su parte, Ebadi et al. (2015, 2017) evaluaron el efecto que tiene el método de
secado de la materia prima, asi como el tipo y tiempo de almacenamiento. Hallaron
que el secado en un horno al vacio o en un horno convectivo, a 40 y 60 °C
respectivamente, producen los mejores resultados, con valores del 1.00% de
rendimiento. Si embargo, el tiempo de secado se reduce considerablemente con el
uso de la primera técnica. Ademas, establecieron que al almacenar la materia vegetal
en bolsas plasticas en presencia de nitrégeno gaseoso se minimiza la reduccién del
contenido de AE con el paso del tiempo (13.5%); sin ningln tratamiento esencial, el
cedrén puede perder hasta el 36.5% del total de sus compuestos volatiles en seis
meses.

El andlisis de varianza de los resultados del rendimiento, mostrado en la tabla
7, indica que las tres variables, consideradas de manera aislada, son causantes de
diferencias significativas en el rendimiento, con p < 0.05; en tanto, sélo la
interacciéon entre el tiempo de extraccion y el tamano de lote produce dichas
diferencias significativas.

Asi pues, con la finalidad de modelar las variables del proceso de extraccion
para optimizar el rendimiento, se utilizé el método de superficies de respuesta (SR)
estableciendo el método de extraccién como una variable ficticia, con dos niveles: 0

para la destilacion de arrastre con vapor (DAV) y 1 para la hidrodestilacion (HD).
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Tabla 6. ANOVA del rendimiento de extraccion

Factor SC GL CM F P

1 (L) 0.000004 1 0.000004 5.16122 0.030976
2 (L)b 0.000038 1 0.000038 44.01566 0.000000
3 (L) 0.000042 1 0.000042 48.38640 0.000000
3(C)d 0.000033 1 0.000033 38.40810 0.000001
1(L)x2(L)e 0.000001 1 0.000001 0.81960 0.373022
1 (L)x3 (L) 0.000003 1 0.000003 3.35086 0.077834
2 (L) x 3 (L)f 0.000007 1 0.000007 7.56818 0.010297
Error 0.000024 28 0.000001

Total 0.000152 35

Nota: 1 = Método, 2 = Tiempo, 3 = Lote, L = lineal, C = cuadratico. Letras distintas en el
superindice indican diferencias significativas

En las fig. 28 y 29 se observa la interaccidn entre las tres variables de estudio,

con significancia estadistica de p < 0.05, tanto en las superficies de respuesta como

en los graficos de contornos. Las diferentes formas de estos ultimos indican la

significancia que las variables pueden tener; graficos de contorno circular puede

significar que las variables pueden ser despreciadas, en tanto que graficos elipticos

sugieren que la interaccion entre las variables es altamente significativa (p < 0.05).

Superficie de respuesta y grafico de contornos para la variable: “Rendimiento”

o2 b

o

Lote (g)

70

Variable de valor fijo: Método (Destilacion por arrastre con vapor)
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90 95
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[ =0.45%
[ <0.40%
120 I =0.35%
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Figura 28. Superficie de respuesta y grafico de contornos para la variable “rendimiento”. Variable de valor fijo: DAV.

Fuente: elaboracién propia
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Superficie de respuesta y grafico de contornos para la variable: “Rendimiento”
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Figura 29. Superficie de respuesta y grafico de contornos para la variable “rendimiento”. Variable de valor fijo: HD.

Fuente: Elaboracién propia.

En ambas figuras se aprecia la forma eliptica de los contornos, asi como la
tendencia creciente de las SR, indicando que el rendimiento del AE aumenta cuando
el tiempo de extraccion es mayor (con tendencia a 120 minutos), mientras se usen
lotes entre 55 y 65 gramos. Con respecto al método, se observa que el rendimiento
mejora de 5 a 10% utilizando hidrodestilacion.

Se usé un modelo de regresion cuadratica con interacciones que satisface a
las superficies de respuesta disefiadas, en funciéon de las variables método (M),

tiempo de extraccion (T) y tamaiio de lote (L), para calcular el rendimiento (y):

¥ = Bo + BiM + BT + BsL + B4L? + BsMT + BgML + B,TL Ec. 6

En donde Sy, B1, B2, B3, Bs, Bs, B¢ ¥ B7s0on los coeficientes estimados del modelo

matematico, mostrados en la tabla 8.
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Tabla 7. Coeficientes de la ecuacion de regresion

Variable Efecto Coeficiente Valor

0.00588333333 Bo 0.00588333333

1(L) 0.00070370370 B 0.00035185185

2 (L) 0.00205502646 B, 0.00102751323
3(L) 0.00263888889 B 0.00131944444
3(C) -0.00407222222 Ba -0.00203611111
1(L) x2(L) 0.00028042328 Bs 0.00014021164
1(L)x 3(L) 0.00069444444 Be 0.00034722222
2 (L) x 3(L) 0.00104365079 B 0.00052182539

Nota: 1 = Método, 2 = Tiempo, 3 = Lote, L = lineal, C = cuadratico.

Para determinar si el modelo matemaético es significativo, se us6é una
significancia estadistica de p < 0.05, es decir, aquella en la que s6lo el 5% o menos
de las variaciones no pueden ser explicadas. Para aceptar el modelo estadistico, el
coeficiente de correlaciéon ajustado (R2 ;) debe ser similar al coeficiente de
correlacion estimado (R?), y estos deben tener un valor cercano a la unidad.

El modelo obtenido en el presente trabajo tiene un RCZU- = 0.80081 mientras

que R? = 0.84065. Considerando ademas el ajuste entre los datos observados y los
datos estimados, mostrado en la fig. 30, y la distribucién normal de estos con
respecto a los residuos, que puede apreciarse en la fig. 31, se confirma que el modelo
matematico predicho es estadisticamente significativo y describe de manera
aceptable el proceso fisico de extraccion, asi como que los resultados experimentales
poseen alto grado de precision y confiabilidad.
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000% 010% 020% 030% 040% 050% 060% 070% 080% 090% 1.00%

Valores observados

Figura 30. Grafico normal de valores observados vs. valores estimados para la variable “rendimiento”
Fuente: elaboracion propia
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Figura 31. Grafico normal de valores observados/estimados vs. Residuos

Fuente: elaboracién propia

La “deseabilidad” evalda la combinacién de variables para obtener una

respuesta deseada, y tiene un rango de cero a uno. Uno representa la situacién ideal

en tanto que cero indica que la respuesta esta fuera de los limites aceptables. Para

optimizar el rendimiento y encontrar su valor maximo, se calcularon los perfiles de

las variables predichas, asi como la deseabilidad (fig. 32).
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80 min 120 min Thg

g0

Perfiles para valores predichos y deseabilidad
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{1 &
157
w1

n
Fendimiento

017 %

Figura 32. Perfiles para valores predichos de rendimiento y deseabilidad de la respuesta
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Se observa que se puede lograr un valor maximo de rendimiento del 0.78%,
operando un equipo de hidrodestilacion durante 120 minutos, con un lote de 60 g de
materia prima. De esta manera se obtiene una deseabilidad de 0.83, por lo que se

considera que el proceso de extraccion en estas condiciones es casi ideal.

3.3. Control de calidad

Para verificar la calidad del AE de cedron obtenido se realizaron las pruebas

organolépticas y determinaciones fisicas que se resumen en la tabla 9.

Tabla 8. Control de calidad del aceite esencial de cedrén

Parametro Valor experimental Literatura

Color Amarillo claro Amarillo claro
Olor Citrico y herbaceo Citrico y herbaceo
Apariencia Transparente Transparente
Densidad 0.94 g/mL <1.0 g/mL

indice de refraccién 1.498 ~1.500

Como se espera en la mayoria de los casos, el AE de cedron es de color
amarillo y posee el aroma caracteristico de la planta: citrico con ligera reminiscencia
herbacea; su densidad es menor a la del agua y su indice de refraccién es cercano a
1.500. No se encontraron datos experimentales de los dos ultimos parametros, por

lo que estos resultados sientan un precedente para futuras investigaciones.

3.4. Espectroscopia infrarroja

En la fig. 33 se muestra el espectro FT-IR del aceite esencial de cedrén, que
permitird elucidar los grupos funcionales a los que pertenecen algunos de sus

componentes.
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Transmitancia

Espectro FT-IR del aceite esencial de cedron
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Figura 33. Identificacion de los principales picos de absorcién del espectro FT-IR del aceite esencial de cedroén.
Fuente: elaboracién propia

Los picos hallados en 2968, 2920 y 1380 cm'! son caracteristicos del
estiramiento y la torsion de enlaces del tipo C—H de radicales metilo (-CHs3), tales
como los dimetilos terminales presentes en el citral, la a-tujona y la 6-metil-5-
hepten-2-ona. El estiramiento del enlace C=0 en 1724 y 1628 cm-! es caracteristico
del grupo carbonilo y evaluado junto con la torsion C—H que se aprecia en los picos
a 1428 y 1361 cml, indican la presencia de aldehidos, con dos o mas enlace C=C en
su cadena principal debido al pico en 1648 cm-1; esta descripcién coincide con la
estructura del citral, por lo que se puede esperar que este compuesto esté presente
en el aceite esencial de cedréon. Ademas, se pueden observar picos de absorcién a

1470 cm, caracteristicos de torsion de tijeras de radicales metileno (-CHz-) de
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compuestos ciclicos pequefios (Cs-Cs). Asi mismo, hay picos de absorcién en 2968 y
1428 cml, que corresponden a grupos metileno terminales (=CH:2), como los
hallados en la molécula del limoneno o el espatulenol. Los picos de absorcién en
1180 y 1100 cm son indicio de la presencia de alcoholes secundarios y terciarios
debido al estiramiento del enlace C—OH. Por ultimo, los picos en 955 y 890 cm-

permiten deducir la presencia de isémeros geométricos cis-trans.

3.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante del aceite esencial de cedrén fue evaluada con
respecto a la del acido ascorbico mediante dos métodos de decoloracion distintos:
DPPH* y ABTS**. La grafica de ajuste se muestra en la fig. 34 en tanto que los

resultados, expresados en Clso y VCEAC se muestran en la tabla 10.

Actividad antioxidante: concentracion vs. inhibicion radicalaria

Ay =04171x +47.51
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Figura 354. Actividad antioxidante: concentracion vs. inhibicién radicalaria
Fuente: elaboracion propia
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Tabla 9. Actividad antioxidante del AE de cedrén

. DPPH" ABTS+
Sustancia
ClIso (mg/L) VCEAC Clso (mg/L) VCEAC
AE 1098.88 54.33 820.96 134.34
AA 5.97 11.03

Nota: AE = aceite esencial, AA = actividad antioxidante

Los resultados obtenidos se ajustaron mediante una regresion lineal, con
coeficientes de correlaciéon muy cercanos a la unidad, por lo que se consideran
precisos y confiables. En la grafica se puede observar que la actividad
antirradicalaria del acido ascérbico es mucho mayor que la del AE de cedroén, en
ambos métodos. Asimismo, de acuerdo con la tabla, los compuestos del aceite son
menos sensibles al radical DPPH* puesto que se necesita una mayor cantidad para
neutralizar el 50% de estos. Se calculé el valor de la capacidad antioxidante
equivalente a acido ascorbico (VCEAC, por sus siglas en inglés) expresada en mg/100
g de AE. Mientras mayor es el valor de VCEAC, mayor sera la capacidad antioxidante
de una sustancia. Con el método ABTS** se obtuvo una mayor actividad antioxidante;
esto puede deberse a que el método DPPH* es mas eficiente para compuestos
polares. Esto se confirm6 a través de la prueba de Tukey, en donde se encontraron
diferencias significativas al usar uno u otro método, obteniéndose concentraciones
mas bajas usando el radical ABTS**.

Se ha encontrado muy poca informacién acerca de la actividad antioxidante
del aceite esencial de cedron. Diaz Fajardo (2007) reporté una actividad
antioxidante despreciable en comparacién con compuestos sintéticos como el BHT,
BHA y la vitamina E. Sin embargo, Fitsiou et al. (2018) encontraron un valor VCEAC
de 548.65 mg de AA/100 g de AE, cuatro veces mayor al encontrado en este trabajo
de investigacion. No se poseen mas datos sobre la capacidad antioxidante en el aceite
esencial de esta planta, sin embargo se ha evaluado en extractos acuosos y
alcoholicos y se ha determinado su contenido de polifenoles. En dichos trabajos, se

ha observado que la actividad antioxidante es proporcional a la ontenido total de
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polifenoles y el cedrén es bastante rico en ellos (Ricco et al., 2010 y 2011; Wernert
etal, 2009).

Kuskoski et al. (2005) reportan valores VCEAC para la mora, la uva, la guayaba
y la fresa de 125, 161, 120 y 202 mg/100 g de AE, respectivamente, por lo que se
puede apreciar que la actividad antioxidante del aceite esencial de cedrén es similar

al de dichos frutos, popularmente conocidos por su alto contenido en antioxidantes.
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CONCLUSIONES

Después de haber analizado los resultados obtenidos en fase experimental del
presente trabajo, se establecieron las siguientes conclusiones:

La muestra de estudio, conocida como cedroén, fue identificada como Aloysia
citrodora Palau por el Jardin Botanico Universitario de la BUAP. Asi pues, esta
especie también es reconocida por su sinonimia: Aloysia triphylla (L’Hér.) Britton.

Al analizar y modelar los resultados del rendimiento de extracciéon se
establecieron como condiciones éptimas el método de hidrodestilacién, durante un
periodo de 120 minutos, operando con un lote de 60 gramos de materia prima.
Debido a las limitaciones fisicas del equipo, estas condiciones son validas
Unicamente cuando se usa un matraz de dos litros. Sin embargo, la gran precision y
confiabilidad de los resultados experimentales y el alto grado de ajuste del modelo
matematico predicho, nos permite concluir que se puede modelar el proceso de
extraccion considerando otras variables en distintas condiciones operativas, y
reproducirlo una vez que se hayan calculado las nuevas condiciones éptimas.

El aceite esencial obtenido cumple con las caracteristicas fisicas y
organolépticas establecidas para su control de calidad, por lo que se concluye que el
meétodo usado garantiza la obtencién de un producto de alta pureza.

En el espectro FT-IR del aceite esencial de cedron se identificaron picos de
absorcién correspondientes a grupos metilos terminales, grupos metileno
correspondientes a compuestos ciclicos de cadena corta y metilenos terminales, asi
como el grupo carbonilo caracteristico de cetonas y aldehidos. Se puede inferir que
compuestos pertenecientes a estos grupos funcionales se encuentran presentes en
la composicién mayoritaria del aceite esencial de cedrén, y pueden corresponder a
compuestos como citral, limoneno, a-tujona y 1,8-cineol. No obstante, es necesario
realizar una caracterizacion quimica mas completa, usando técnica como la
cromatografia de capa fina o la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masa, para determinar con mayor certeza la composicién quimica de este aceite.
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Por ultimo, se recomienda en futuras investigaciones considerar el estado
vegetativo de la planta de cedrén como una variable de estudio mas, con la finalidad
de evaluar su efecto en el rendimiento y establecer un modelo matematico mas
completo.

Asi mismo, resultaria conveniente realizar un analisis de la deseabilidad
compuesta de la actividad antioxidante y el rendimiento del aceite esencial,
considerando tanto el método de extraccion como el estado vegetativo de la planta

de cedron.
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