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RESUMEN

Se evalu6 la composicion quimica del aceite esencial de las hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, actividad antioxidante in
vitro y la actividad antifungica in vitro, frente a Candida albicans. El aceite
esencial se obtuvo tratando 5 Kg de hojas en un sistema de hidrodestilacion
con arrastre de vapor de agua a temperatura y presion controlada,
reportdndose un rendimiento de 0,58 %v/p; se realizd el analisis preliminar y
las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial encontrandose los
siguientes resultados: liquido oleoso y aromético, ligeramente amarillo,
insoluble en agua, ligeramente soluble en metanol, soluble en etanol, n-
hexano y éter etilico, densidad (0,978 g/mL), pH (5,60) e indice de refraccidn
(1,475). En el analisis cualitativo-cuantitativo de la composicion quimica del
aceite esencial realizado por Cromatografia de Gases y Espectrofotometria
de Masas (CG/EM), se identificaron 44 compuestos quimicos, conformados
por 15 hidrocarburos monoterpénicos, 15 monoterpenos oxigenados, 2
hidrocarburos sesquiterpénicos, 6 ésteres, 2 alcoholes ciclicos, 2
hidrocarburos ciclicos, 1 alcano y 1 compuesto heterociclico aromatico. La
evaluacion de la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial se determind
utilizando los siguientes métodos: método de captaciéon del radical DPPH vy el
método de captacidn del radical ABTS™, los resultados indican que el aceite
esencial presenta actividad antioxidante variable; por el método del DPPH
resulté tener una actividad antioxidante no significativa frente al patrén
estandar Trolox. Asimismo, por el método del radical ABTS™, se obtuvo una
actividad antioxidante significativa frente al estandar. La determinacién de la
actividad antifangica in vitro del aceite esencial, se realizé6 empleando el
método de difusion en agar mostrando actividad significante frente a Candida
albicans en concentraciones de 100, 75y 50 por ciento, utilizando la nistatina

como control positivo.

Palabras clave: aceite esencial, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts,
actividad antioxidante, actividad antifungica, Candida albicans.
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SUMMARY

The chemical composition of the essential oil of the Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts "panizara" leaves was evaluated, antioxidant activity in vitro
and the antifungal activity in vitro, against Candida albicans. The essential oil
is obtained 5 kg of leaves in a hydro distillation system with water vapor drag
at temperature and controlled pressure, reporting a yield of 0.58% v / p was
reported; The preliminary analysis and the physicochemical properties of the
essential oil were also carried out, with the following results: oily and aromatic
liquid, slightly yellow, insoluble in water, slightly soluble in methanol, soluble in
ethanol, n-hexane and ethyl ether, density (0.978 g ) / mL), pH (5.60) and
refractive index (1.475). In the qualitative-quantitative analysis of the chemical
injection of the essential oil made by Gas Chromatography and Mass
Spectrometry (GC / MS), 44 chemical compounds were identified, consisting
of 15 monoterpene hydrocarbons, 15 oxygenated monoterpene, 2
sesquiterpene hydrocarbons, 6 esters, 2 cyclic alcohols, 2 cyclic
hydrocarbons, 1 alkane and 1 aromatic heterocyclic compound. The
evaluation of the in vitro antioxidant activity of the essential oil was determined
using the following methods: DPPH radical uptake method and the ABTS™
radical uptake method, the results indicate that essential oil shows variable
antioxidant activity; thus we have when evaluating by the DPPH method it turns
out to have a non-significant antioxidant activity against the standard Trolox
standard. Also, by the ABTS™* method, significant antioxidant activity was
obtained compared to the standard Trolox standard. The determination of the
antifungal activity in vitro of the essential oil was carried out using the agar
diffusion method showing significant activity against Candida albicans at levels
of 100, 75 and 50 percent, using nystatin as a positive control

Key words: essential oil, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts,
antioxidant activity, antifungal activity, Candida albicans.
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RESUMO

A composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts "panizara", atividade antioxidante in vitro e
atividade antifungica in vitro, contra Candida albicans. O 6leo essencial foi
obtido tratando aproximadamente 5 kg de folhas em um sistema de destilacao
hidrelétrica com vapor de vapor a temperatura e pressdao controladas, foi
relatado um rendimento de 0,58% v / p; A analise preliminar e as propriedades
fisico-quimicas do Oleo essencial também foram realizadas, com os seguintes
resultados: Liquido oleoso e aromatico, ligeiramente amarelo, insoluvel em
agua, ligeiramente soluvel em metanol, solivel em etanol, n-hexano e éter
etilico, densidade (0,978 g / mL), pH (5,60) e indice de refrac¢ao (1,475). No
analise qualitativa-quantitativa da composi¢cdo quimica do 6leo essencial
produzido por Cromatografia de Gas e Espectrometria de Massa (GC / MS),
foram identificados 44 compostos quimicos, constituidos por 15
hidrocarbonetos monoterpénicos, 15 monoterpenos oxigenados, 2
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 6 ésteres , 2 4&lcoois ciclicos, 2
hidrocarbonetos ciclicos, 1 alcano e 1 composto heterociclico aromatico. A
avaliagdo da atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial foi determinada
utilizando os seguintes métodos: o método de captacao radical de DPPH e o
método de captacédo de radical ABTS™, os resultados indicam que o éleo
essencial de panizara mostra atividade antioxidante variavel; também, quando
avaliamos pelo método DPPH, resulta uma atividade antioxidante nao
significativa contra o padrao padrao de trolox. Também, pelo método ABTS™,
uma atividade antioxidante significativa foi obtida em comparacdo com o
padrao padréo de trolox. A determinagédo da atividade antifungica in vitro do
6leo essencial foi realizada usando o método de difusdo em agar mostrando
atividade significativa contra Candida albicans em concentrag¢des de 100, 75

e 50 por cento, usando nistatina como controle positivo.

Palavras-chave: 6leo essencial, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts,
atividade antioxidante, atividade antifungica, Candida albicans.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica

El hombre a través de la historia, ha empleado y sigue utilizando una serie de
recursos vegetales que presentan diferentes propiedades medicinales y que
son de gran utilidad para mitigar o tratar una serie de dolencias.

En las ultimas décadas se vienen estudiando las propiedades de diversas
especies vegetales, dentro de estas la actividad antioxidante de diversos
productos que en los procesos bioldgicos implican reacciones redox,
especialmente en los organismos aerobios; procesos fisiolégicos como el
envejecimiento, fisiopatoldgicos, respuesta inflamatoria y patolégicos como la
diabetes o enfermedades cardiovasculares en los que la generacion de
radicales libres y la defensa antioxidante son claves para conservar la
homeostasis de los sistemas biolégicos y el balance redox (Ceci, 2014; Birben,
2012).

En los sistemas bioldgicos, se generan radicales libres que son moléculas con
elevada reactividad desde el momento de la concepcion hasta la muerte.
Todos ellos constituyen las denominadas especies reactivas del oxigeno
(ERO). Estas ERO son necesarias para mantener las funciones fisioldgicas
en todo organismo aerobio, sin embargo pueden producirse ocasionalmente
en cantidades suficientemente elevadas que conducen a estados

fisiopatolégicos y patologicos (Suarez, 2014).

En las mismas condiciones en las que se producen las ERO, los organismos
producen una serie de biomoléculas de pequefno y elevado peso molecular
que actuan como parte de un complejo sistema antioxidante enzimético y no
enzimatico, que permite mantener la homeostasis del estado redox del

organismo. Sin embargo, en situaciones en las que se establece un



desbalance entre estos dos mecanismos se produce un estado de estrés
oxidativo (Birben, 2012).

El ser humano ademas de sintetizar una serie de biomoléculas antioxidantes
también utiliza fuentes antioxidantes exdgenas, principalmente de fuente

vegetal, convirtiendo a las EROs en moléculas con menor potencial injuriante.

Por otro lado, se sabe que durante los Ultimos afios se ha incrementado la
incidencia de enfermedades fungicas (Navarro, 2003), el aumento
considerable de pacientes inmunocomprometidos, quimioterapia, nutricién
parenteral, cirugia de transplante y el uso de agentes antimicrobianos de
amplio espectro, agregados a la presencia de SIDA, dan verdaderas “placas
petri vivientes” individuales, quienes son altamente susceptibles a las
infecciones oportunistas. Las infecciones fungicas sistémicas y dérmicas son
la causa de gran morbi-mortalidad en este tipo de pacientes, siendo la
dermatomicosis un problema serio para niflos de paises en desarrollo como

una consecuencia de un cuidado sanitario deficiente (Lopez, 2001).

Las micosis causadas por especies del género Candida y especialmente por
Candida albicans, ha aumentado en las ultimas tres décadas. La zona mas
frecuentemente afectada son los pliegues cutaneos donde la humedad crea
un habitat adecuado para su supervivencia. Se puede manifestar como:
intertrigo de grandes pliegues, erosion interdigital, candidiasis del panal,
foliculitis, onicomicosis candidiastica con parinoquia y perionixis (Kim, 2011).

Nuestro pais reconocido como territorio megadiverso tiene una variada
riqueza de suelos debido a las diversas zonas geograficas, factores edaficos
y otros factores ambientales, que favorecen el desarrollo de un gran nimero
de recursos vegetales con diversas propiedades terapéuticas, como la
antioxidante y antifungica.

Las plantas aromaticas de la familia Lamiaceae son usadas como infusiones

y han sido ampliamente estudiadas por la presencia de antioxidantes y por



sus propiedades antimicrobianas. Dentro de esta familia se encuentra el
género Clinopodium, el cual ha sido objeto de diversas investigaciones acerca
de la actividad antioxidante y antimicrobiana en aceites esenciales y en
diversos extractos, sin embargo, no hay investigaciones reportados de la
especie vegetal Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” con
respecto al estudio de la composicion quimica del aceite esencial de las hojas
y de las actividades antioxidante y antifungica frente a Candida albicans.

La problematica descrita, exige la necesidad de realizar la presente
investigacion, a fin de buscar alternativas de fuentes naturales con

propiedades antioxidantes y antifungicas frente a Candida albicans.

1.2. Formulacion del Problema

¢ El aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts
“panizara”, tendra actividad antioxidante y antifungica frente a Candida

albicans, por la naturaleza quimica de sus componentes quimicos?



1.3. Justificacion tedrica

e Bulsqueda de aceites esenciales con actividad antioxidante para

tenerlos como alternativos frente a los antioxidantes sintéticos.

e Bulsqueda de aceites esenciales con actividad antifingica frente a
Candida albicans.

1.4. Justificacion practica
e Contribuir al conocimiento de los componentes quimicos del aceite
esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts

“panizara”.

e Contribuir al conocimiento de la propiedad antioxidante y antifungica
del aceite esencial frente a Candida albicans.



1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general

e Elucidar la estructura de los componentes quimicos y evaluacién de la
actividad antioxidante y antifingica frente a Candida albicans del aceite
esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts

“panizara”.

1.5.2. Objetivos especificos

e Extraer el aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panizara”, por el método de arrastre por vapor de

agua.

e Caracterizar los componentes quimicos del aceite esencial, por

Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM).

e Evaluar la actividad antioxidante in vitro, utilizando el método de
capacidad captadora del radical DPPH y el método de capacidad
captadora del radical ABTS™.

e Evaluar la actividad antifungica in vitro de Candida albicans, utilizando
el método de Difusion en Agar.

1.6. Hipotesis

1.6.1. Hipotesis general

e El aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts “panizara”, presenta actividad antioxidante y anti-Candida

albicans, por la naturaleza de sus componentes quimicos.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Marco filoséfico o epistemoldgico de la investigacion

La investigacion es un proceso que se caracteriza por ser reflexiva,
sistematica y metddica que nos permite estudiar un fenémeno o problemas
cientificos. Por lo tanto, esa capacidad de investigar nos facilita obtener
conocimientos cientificos, es decir conocimientos que se procura sean
objetivos, sistematicos, claros y verificables. Todo este proceso permite crear
y facilitar el bienestar integral del ser humano.

Dos mitos se han construidos alrededor de la investigacion cientifica: una que
considera que la investigacion es complicada y dificil, y otra que no esta
vinculada al mundo cotidiano y a la realidad (Sampieri, 2014). Sin embargo, a
través de la investigacion se ha perfeccionado procesos metodolégicos,
creando nuevas soluciones que han servido al desarrollo desde las primeras

civilizaciones hasta la actualidad.

Los diferentes tipos de interrogantes e hip6tesis demandan diferentes tipos de
disenos metodoldgicos y en una investigacion, estos realmente se clasifican
en cuantitativos y cualitativos (Sousa, 2007). El disefio de la investigacion
cuantitativa representa una guia correctamente estructurada y exacta de
como se va a realizar la investigacién; los planteamientos que se van
investigar son especificos y delimitados desde el inicio del estudio; por
consiguiente, debe ser objetiva y seguir un patrén predecible y estructurado,

teniendo como meta principal formular y demostrar las teorias.

La presente investigacidn se sustenta en las bases epistemoldgicas con
enfoque hipotético deductivo en la linea de investigacion que busca nuevas
sustancias naturales con actividad antioxidante y antifungica frente a Candida
albicans.



2.2. Antecedentes de la investigacion

En relacibn a la problematica del presente estudio, existen diversas
investigaciones, realizadas en otras especies vegetales; las cuales se

precisan a continuacion:

El autor Alonso, NC., (2009), desarrollé el trabajo de investigacion titulada
“Actividad antioxidante de Satureja macrostema’. El objetivo fue evaluar la
actividad antioxidante del extracto de las hojas de Satureja macrostema, por
el método de DPPH. El autor concluyé que el extracto de las hojas de Satureja

macrostema, presenta componentes quimicos como fuente de antioxidantes.

Los autores Castafieda et al. (2008), realizaron la evaluacion
de la capacidad antioxidante de extractos de las siguientes plantas
medicinales:Cinnamomum zeylanicum “canela”, Calophyllum brasiliense
“‘lagarto caspi”’,Myrciaria dubia “camu camu”, Minthostachys mollis‘muna”,
Alchomea castaneifolia “hiporuro”, Smallanthus sonchifolius “yacén”,
Lepidium peruvianum y Lepidium meyenii “maca”, por el método del
DPPH. La capacidad antioxidante obtenida a las concentraciones de 1ug/mL,
50 ug/mL, 100 ug/mL y 200 ug/mL, fueron: canela 97,59 % a una
concentracion de 1 ug/mL, lagarto caspi 99,76% a 50 ug/mL, camu camu
98,09 % a 50 ug/mL, muna 92,41 % a 50 ug/mL, hiporuro 75,96 % a 50 ug/mL,
lagarto 110,56 % a 100 ug/mL, maca 95,56 % a 200 ug/mL, comparando frente
al acido ascorbico (vitamina C), la cual present6 una actividad antioxidante de
92,82 %.

Carhuapoma, M., (2007), al estudiar los componentes quimicos del aceite
esencial de la Satureja brevicalyx, determinar su actividad anti- Helicobacter
pylori y antioxidante,concluyé que el aceite esencial posee efecto anti-
Helicobacter pylori y muestra un significativo efecto antioxidante, comparado

con el rolox.

Castro, A., (2008), al estudiar la “Composicion quimica del aceite esencial de

las hojas de Erythroxylum novogranatense (Morris) coca, actividad



antioxidante y antibacteriana frente a Streptococcus mutans”, empleandolos
métodos de captacion del radical 2,2- difenilpicrilhidrazil, captacion del radical
superéxido y la captacion del radical hidroxilo.Y la actividad antibacteriana in
vitro frente a Streptococcus mutans, concluyd que el aceite esencial, presenta
actividad antioxidante y actividad antibacteriana frente a Streptococcus

mutans.

Rodriguez, J., (2014), en su estudio sobre la “Estructura quimica y actividad
antioxidante in vitro del aceite esencial de Eryngium foetidum L. (siuca
culantro)”. Llegé a la conclusion que el aceite esencial aplicando el método

del DPPH tiene actividad antioxidante.

Tchakam PD. et al.,(2012), reportaron que el extracto metandlico de las hojas
de Hypericum lanceolatum tiene una CMI de 512 pg/mL contra Candida
albicans y Cryptococcus neoformans y de 64 ug/mL contra Trichophyton

rubrum, determinados por el método de microdilucién en caldo.



2.3. Bases teoricas

2.3.1. Aspectos botanicos

2.3.1.1. Clasificacion sistematica

Segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1988), la especie vegetal
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts; presenta la siguiente categoria

taxonémica:
DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida

SUBCLASE : Asteridae

ORDEN : Lamiales

FAMILIA : Lamiaceae

GENERO : Clinopodium

ESPECIE : Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts

Nombre comun: panizara, limoncillo. (Anexo 1)

2.3.1.2. Caracteristicas de la familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae comprende alrededor de 220 géneros y unas 4000
especies, casi cosmopolitas. Aun cuando esta familia tiene su centro de
diversidad en Europa, principalmente en el area del mediterraneo, su
presencia en América es importante, ya que muchas especies
introducidas se han naturalizados (Velazquez, 1997).
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La familia Lamiacea es reconocida en el Peru por presentar alrededor de
21 géneros, mayormente hierbas y arbustos (Rodriguez, 2006).

La mayoria de las especies presentes en el Perl se encuentran
registradas en el norte, especialmente los Andes constituyen un
importante habitat, entre los 1500-4250 m de altitud (Sagéastegui, 2012).

2.3.1.3. Género Clinopodium

El género Clinopodium cuenta con unas 200 especies en el mundo,
todas estas especies son de regiones templadas y tropicales de ambos
hemisferios de la Tierra. En el Pera se han identificado unas 26 especies,
de las cuales 20 son endémicas. El Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts es una especie endémica de la region norte del pais
(Rodriguez, 2006).

2.3.1.4. Descripcion botanica de la Clinopodium pulchellum (Kunth)

Govaerts “panizara”

Es una planta herbacea, aromatica y tiene un tallo delgado que se
desarrolla en forma de mata y muy ramificado. Sus hojas son pequefas,
con base acorazonada y apice agudo, dentadas, verde en la cara
superior y blanca en la inferior debido a que es pubescente. Sus flores
son pequenas y labiadas, pentameras; con cinco sépalos y cinco pétalos

unidos (Instituto Cuencas, 2012).
2.3.1.5.- Distribucion geografica

Especie ampliamente distribuida en el norte de pais, se le encuentra en
laderas abiertas y rocosas, también a orillas y acequias, quebradas
arcillosas-rocosas, bordes de carreteras. Terrenos boscosos y arcilloso-
pedregosos ubicados entre los 2800- 3500 msnm, en los departamentos
de Cajamarca, Ancash y La Libertad (Rodriguez, 2006).
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2.3.1.6.- Esencia

La esencia se encuentra principalmente en las hojas, el aroma es muy
intenso y perdurable, es excelente para fragancias y fitocosméticos.
Nuestras investigaciones van a permitir caracterizar las constantes
fisicoquimicas del aceite esencial como son: densidad, pH, indice de
refraccion y pruebas organolépticas como el color, olor y sabor.

.2.3.1.7.- Usos en la medicina tradicional

El Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” (ver figura 1) es
efectiva para combatir los trastornos del sistema digestivo y controla las
flatulencias o gases estomacales. Se emplea para prevenir la indigestion
y puede ser usada como un efectivo relajante (Instituto Cuencas, 2012).

[ = = e

Figura 1. Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”
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2.3.2. Aceites esenciales

Pérez (2012), define a los aceites esenciales como fracciones liquidas
volatiles, generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que
contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y que
son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes),

de alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéuticas.

Simon (2001), senala en general que los aceites esenciales constituyen
el 0.1 al 1% del peso de la planta seca. A temperatura ambiente son
incoloros o amarillentos, casi siempre menos denso que el agua, con alto
indice de refraccidn, insolubles en agua, soluble en alcohol, lipidos y

solventes organicos.

Martinez (2003), refiere desde el punto de vista quimico y a pesar de su
composicion compleja con diferentes tipos de sustancias, los aceites
esenciales se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de sustancias que
son los componentes mayoritarios. Segun esto los aceites esenciales
ricos en monoterpenos (ver figura 2) se denominan aceites esenciales
monoterpenoides (hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en
sesquiterpenos  (ver figura 3) son los aceites esenciales
sesquiterpenoides (copaiba, pino, junipero, etc). Los ricos en
fenilpropanos (ver figura 4) son los aceites esenciales fenilpropanoides

(clavo, canela, anis, etc.).
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2.3.2.1. Métodos de extraccion de aceites esenciales

De acuerdo con Martinez (2003), los aceites esenciales se pueden
extraer de las muestras vegetales mediante varios métodos como son:
destilacion por arrastre con vapor de agua, expresién, extraccién con

solventes volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos.

En la destilacién por arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal
generalmente seca y cortada en trozos pequefios, es encerrada en una
camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente
condensada, recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica
es muy utilizada especialmente para esencias fluidas, especialmente las
utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto
rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere

tecnologia sofisticada (Martinez, 2003).

En la expresion, el material vegetal es exprimido para liberar el aceite y
este es recolectado y filtrado. Este método es utilizado para el caso de
las esencias de citricos (Martinez, 2003).

En el método de extraccion con solventes volatiles, la muestra seca
y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol,
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también
solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras,
obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a escala de
laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el valor comercial
de los solventes, porque se obtienen esencias impurificadas con otras
sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio
caracteristicos de muchos solventes organicos volatiles (Martinez,
2003).

En el método de enflorado o enfleurage, el material vegetal
(generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite vegetal. La
esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como vehiculo
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extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite
vegetal la cual es separada posteriormente por otros medios
fisicoquimicos. Esta técnica es empleada para la obtencién de esencias
florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil
separacién del aceite extractor la hacen costosa (Martinez, 2003).

El método de extraccidon con fluidos supercriticos, es de desarrollo
mas reciente. El material vegetal cortado en trozos pequenos, licuado o
molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular
a través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo diéxido de
carbono liquido), las esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el
liquido supercritico que actia como solvente extractor y se elimina por
descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura
ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura. Aunque, presenta
varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente compatible, el
solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas
temperaturas utilizadas para la extraccién no cambian quimicamente los
componentes de la esencia, sin embargo el equipo requerido es
relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presién y
sistemas de extraccion también resistentes a las altas presiones
(Martinez, 2003).

2.3.2.2. Localizacion de los aceites esenciales en las plantas

Segun Miller (1967), hace referencia que existen aproximadamente 2000
especies de plantas producen aceites esenciales. Las especies que
proporcionan mayor cantidad de aceites esenciales pertenecen a las
Familias Labiadas, Umbeliferas, Compuestas, Mirtaceas, Laureaceas,
Rutaceas y Pinaceas. Los aceites esenciales se hallan en regiones
circunscritas de la planta como son: raiz, tallos, hojas; son segregados
por estructuras especializadas como los pelos glandulares, cavidades

esquizogenas.
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2.3.3. Radicales libres

Los radicales libres (RL) son especies quimicas con electrones
desapareados en su capa de valencia, esta caracteristica les permite
participar en reacciones de cadena que comprende inicio, propagacion
y terminacion. Generalmente son inestables, altamente reactivos y de
tiempo de vida muy cortos; depende de su estructura quimica y del
medio donde se producen (Suarez, 2014).

Los radicales libres son atomos, por lo general de oxigeno, altamente
reactivos e inestable: que se liberan cuando el alimento es metabolizado
en nuestra célula para producir energia y son inactivos por mecanismo

enzimatico y otros de atrapamiento (Depeng, 2003).

En el ser humano se generan radicales libres en la cadena respiratoria
mitocondrial, cuando reacciona el peroxido de hidrégeno con el ion
ferroso, por accién catalitica de la ciclooxigenasa, la reaccién de la
vitamina C con el ion ferroso, por accién de la NADPH reductasa, etc
(Guija et al., 2015).

Sin embargo, la formacion de los radicales libres en los sistemas
bioldgicos estd también estrechamente relacionada con alteraciones
funcionales que conducen a diversas patologias como la ateroesclerosis,
diabetes y cancer por citar algunos. En estos casos se trata de alteracion
de las concentraciones fisiologicas de la EROS, que en algunas
situaciones pueden formar parte del origen de una enfermedad y en otras
puede ser la consecuencia de ella. Hasta el momento no es facil
determinar el rol exacto (Suarez, 2014).
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2.3.4. Antioxidantes

Son sustancias capaces de neutralizar la accién oxidante de los
radicales libres, sin perder su estabilidad electroquimica. Actdan
donando electrones y evitando que los radicales libres los capten de las
células. Los antioxidantes utilizados en alimentos, previenen o inhiben el
desarrollo de la rancidez o la aparicion de otros compuestos de deterioro
debido a la oxidacién (Huang 2005; Pokony et al., 2001; Shahidi et al.,
1992).

En los seres vivientes existen sistemas de defensa antioxidante que
tiene la propiedad de impedir la accion nociva de los radicales libres,
habiéndose identificado compuestos con propiedades antioxidantes de
naturaleza enzimatica como la catalasa, superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, etc., como sustancias no enziméticas: acido ascérbico,
vitamina E, ferritina, ceruloplasmina, polifenoles, antocianinas (Guija et
al., 2015).

2.3.4.1. Antioxidantes naturales

Actualmente existen diversos estudios epidemiologicos que vinculan la
ingesta de una dieta rica en frutas y verduras con un disminuido riesgo
de padecer enfermedades cardiovasculares, cancer, aterosclerosis,
artritis, etc., y ello debido a que dichos alimentos tienen un elevado
contenido de polifenoles, flavonoides, antocianinas, vitamina C, vitamina

E, B-caroteno, licopeno (Riccioni et al., 2007 y Paredes et al., 2010).

Se conocen que las sustancias naturales son més inocuas que las
realizadas por sintesis y es asi que se esta buscando en las fuentes
naturales nuevas sustancias con propiedades antioxidantes que puedan
reemplazar a los antioxidantes sintéticos. Entre los antioxidantes
sintéticos mas usada en la industria alimentaria que estabilizan y

protegen las grasas vegetales y animales tenemos al Butil hidroxitolueno
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(BHT), Butil hidroxianisol (BHA), Terbutil hidroquinona (TBHQ) y el
Galato de propilo (PG) (Shahidi et al., 1992; International Life Sciences
Institute,1996).

Las plantas superiores tienen un alto contenido de antioxidantes, como
vitamina C, vitamina E, vitamina B, carotenos, flavonoides entre otros,
compuestos que tienen la propiedad de reaccionar con los radicales
libres y evitar de esta manera el efecto nocivo que puedan causar a las
células (Cao y Prior, 2000).

2.3.4.2. Actividad antioxidante de aceites esenciales

Los aceites esenciales poseen actividad antioxidante. Los terpenos
fendlicos, acido camosoico, camosol, rosmarindifenol y rosmarinquinona
componentes del aceite esencial de Rosmarinus officinalis y Salvia
officinalis muestran actividad antioxidante (Garcia BL, 2001; Ruberto G,
2000)

Los aceites esenciales a través de numerosas investigaciones estan
demostrando que tiene actividad antioxidante, asi, en un estudio sobre
la actividad antioxidante in vitro de los aceites esenciales de Origanum
vulgare L.(orégano), Rosmarinus officinalis L.(romero) y Coriandrum
sativum L.(cilantro),en emulsiones de agua en aceites (Ag/Ac) y aceite
de agua (Ac/Ag),sometidas al deterioro oxidativo por medio de la
radiacion ultravioleta, se demostr6 que en la emulsidén de Ag/Ac, el aceite
esencial de orégano presento actividad antioxidantes superior a la del
cilantro y el romero, e incluso a la de la vitamina E y asi mismo; él aceite
esencial de orégano presento una accién protectora mas baja en la
emulsion de Ac/Ag (Tafur, 2005).
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2.3.4.3. Estrés oxidativo y antioxidante

Cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger al
organismo del efecto danino de los radicales libres puede conducirlo al
estrés oxidativo, condicidén que esta estrechamente vinculada a una gran
diversidad de patologias como la psoriasis, cancer, diabetes mellitus,
aterosclerosis, cataratas, hipertension arterial (Lee et al., 2004 y Pharm-
Huy et al., 2008).

El estrés oxidativo ocurre cuando el balance de reacciones pro-oxidantes
y antioxidantes es alterado por un exceso de EROs. Este desbalance
tiene consecuencias citopatoldgicas que incluyen modificaciones en las
proteinas, lipidos y ADN, produciendo lipoperoxidacién, oxidacion de los
grupos sulfhidrilos de las proteinas y fragmentacion o formacion de

enlaces covalentes cruzado en las ribonucleoproteinas, entre otros.

Las causas de este desbalance pueden ser de origen interno y externo.
El ambiente de la mayor parte de los organismos no suele ser constante,
todo organismo cuenta entonces con un potencial de defensa que le

permite resistir a los estresores del medio ambiente.

Los diversos agentes estresantes pueden ser quimicos, fisicos y
biolégicos. En el caso de los quimicos pueden ser organicos o
inorganicos, tienen diferentes modos de accion, pero los diversos
agentes suelen tener un efecto comun: su asociacién al dafio oxidativo

en las células.

Las respuestas del organismo a estas injurias involucran una serie de
estrategias como la regulacion de proteinas antioxidantes (superdxido
dismutasas, peroxidasas, catalasa, glutation peroxidasa), enzimas de

reparacion de dafos oxidativos (metionina sulféxido dismutasas).

También forma parte de las estrategias, un grupo de biomoléculas de
bajo peso molecular. Estas biomoléculas son de tipo enddgenas
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(gluatation, acido urico,bilirrubina en el hombre) y exégenas (oxigenados
como los polifenoles, a este grupo pertenecen los flavonoides, acido
ascérbico, tocoferoles; nitrogenados como algunos alcaloides y algunos
azufrados) generalmente de fuente vegetal con capacidad antioxidante
(Baud, 2004)

2.3.5. Candida albicans

2.3.5.1. Género Candida

Existen unas 200 especies de Candida, sb6lo 10 se han descrito
asociados a enfermedades. En 80% de los casos, sigue siendo el
microorganimo predominante en las infecciones. La més frecuente, es
Candida albicans, que supone entre el 60 — 80% del total causante de la
enfermedad. (Sadaba et al., 2004).

Las infecciones por especies del género Candida y especialmente por
Candida albicans, han aumentado en las ultimas tres décadas. La zona
mas frecuentemente afectada son los pliegues cutaneos donde la
humedad crea un habitat adecuado para su supervivencia. Se puede
manifestar como: intertrigo de grandes pliegues, erosion interdigital,
candidiasis del panal, foliculitis, onicomicosis candidiasica con

parinoquia y perionixis (Kim, 2011).

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar,

peptona, dextrosa, maltosa o sacarosa, Agar Sabouraud.

2.3.5.2. Descripcion de la especie Candida albicans

La Candida albicans normalmente se encuentra en pequefas cantidades
en la vagina, boca, tracto digestivo y en la piel. Bajo circunstancias
normales no causa ningun dafo, vive en equilibrio con las otras bacterias

en el cuerpo. Su crecimiento esta controlado por las defensas del cuerpo
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(Sistema inmune; que ayuda a regular el equilibrio acido) y por los demas
miembros de la flora. Una dieta sana es la clave para prevenir
infecciones denominadas candidiasis que se presenta bajo diversas
formas clinicas: digestiva, neumonias, fungemias, endocarditis. También
puede ser danino si se encuentra en otras partes tales como: La vagina,
ingle, oidos, debajo de las ufas, dobleces de la piel, cavidades de los

dientes y en la zona digestiva. ( Lobos, 1997)

La Candida albicans suele presentarse como una célula oval
levaduriforme de 2 a 4 micras, con paredes finas; sin embargo, se han
identificado formas filamentosas de longitud variable(Volk et al., 1989 y
Webb et al., 1998). La pared celular compuesta principalmente por los
polisacéridos: Manan, Glucan y Quitina (Pierce et al.,, 1978). La
membrana citoplasmatica es una estructura que reviste gran
importancia, estd presenta una doble capa de lipidos y posee
invagaciones. Ademds contiene las enzimas responsables de la sintesis
de la pared celular (Pardi y Cardozo, 2002).

Figura 5. Candida albicans Figura 6. Candida albicans

Levaduriforme filamentosa

Fuente. Imagenes tomadas de Lozano Chiu (1994)
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2.3.5.3. Actividad antifungica de aceites esenciales

En un estudio sobre la evaluacion de la actividad antifungica del aceite
esencial de Origanum vulgare L. sobre Aspergillus niger, Aspergillus
flavus y Candida albicans; se demostré que tiene esta actividad, debido
posiblemente a la presencia de compuestos quimicos fendlicos como el
timol y el carvacrol en su composicion quimica (Anchante, 1998). El
aceite esencial obtenido de Zengiber officinali "jengibre” basado en su
composicién quimica de monoterpenos y sesquiterpenos, se estimé que
puede ejercer una accidbn antimicrobiana sobre algunos
microorganismos como Bacillus cereius, Staphylococcus aureus vy

Staphylococcis faecalis (Vasquez, 2001).

Al realizar el estudio del Eucalyptos globulus “eucalipto” se obtiene aceite
esencial, extractos e infusiones con actividad antifungica, a
concentraciones entre el 54% y el 95% del componente activo 1,8-cineol
(World Health Organization, 2002).

De la Cruz P. (2012) report6 que los aceites esenciales de las especies
Piper Carpunya (Carpundia), Piper lineatum (Matico) y Piper acutifolium

(Matico rojo) tiene propiedades antimicéticas y antimicrobianas.

El aceite esencial de Minthostachys mollis “muna” demostré actividad
antimicética in vitro frente a las cepas de Candida albicans a las
concentraciones de 50 y 100 por ciento y frente a los dermatofitos
Microsporum canis, trichophytom mentagrophytes y Trichophytom
tonsurans; son sensibles en los volumenes de 5y 50 mL; encontrandose
en el aceite esencial los siguientes componentes quimicos: Pulegona,
mentona y limoneno (Cano, 2007).



CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Materiales, Reactivos y Equipos

3.1.1. Materiales

- Embudo de decantacion

- Embudo simple

- Probeta florentino

- Tubos de ensayo

- Vaso Beaker

- Fiolas

- Microplacas

- Placas Petri

- Cubeta espectrofotométrica
- Micropipetas

3.1.2. Reactivos

Fueron adquiridos de las casas Merck y Sigma

- Agua destilada

- Metanol

- Etanol

- n-hexano

- Butanol

- Sulfato de sodio anhidro

- Trolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico
- DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

- ABTS™ : 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
- Persulfato de potasio

- Agar dextrosa Sabouraud

25
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- Escala de Mac Farland
- Dimetilsulféxido (DMSO)

3.1.3. Equipos

- Balanza analitica Mettler. Sensibilidad 0,1 mg

- Potenciémetro Orion. Modelo SA720

- Picnémetro de 1 mL.

- Refractometro Carl Seizz. Modelo 74078

- Hidroextractor de destilacion de acero inoxidable

- Cromatdgrafo de Gases / Espectometria de Masas (CG/EM) marca
SHIMADZU , modelo SHIMADZU GC-2010 Plus

- Espectrofotdmetro: Espectro UV. VIS Double Beam PC.

- Estufa Memmert

3.1.4. Material biologico

Hojas frescas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”

3.1.5 Microorganismo de ensayo

Candida albicans ATCC 10231

3.2. Instituciones donde se ejecuté la investigacion

La obtencién del aceite esencial y el analisis preliminar, se realiz6 en el
Laboratorio de Quimica Organica, del Instituto de Ciencias
Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM. EI analisis
fisicoquimico se llevd a cabo en el Laboratorio de Fisicoquimica de la
Facultad de Farmacia y Bioguimica de la UNMSM. La elucidacion de
los componentes quimicos del aceite esencial se realizé en el
Laboratorio LABICER de la Facultad de Ciencias de la Universidad
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Nacional de Ingenieria. La investigacion de la actividad antioxidante se
efectud en el Laboratorio de Quimica Organica, del Instituto de Ciencias
Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM. El estudio de la
determinacién antifingica se realiz6 en el Instituto de Quimica
Biologica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo”
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.

3.3. Tipo y disefo de la investigacion

El presente trabajo de investigacion pertenece al tipo analitico,

experimental, prospectivo y longitudinal.



3.4. Diseno del trabajo experimental

| F'Iantalentera |

Recoleccion
Certificacion Botanica
Seleccion

E stabili

Secado
Molienda

zacion

Extraccion del Aceite Esencia De las Hojas,
pordestilacion de arrastre porvapor de agua
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Andlisis
preliminary
fisicoquimico

Determinacion de los
componentes quimicos
del aceite ezencial

Método deCromatografia
de Gazesy
Espectrofotometria de
Mazas (CGEM)

Determinacion de la
actividad antioxidante

Determinacion de la
actividad antifingica
frente a Candida sibicans

Método
Difusidn
En agar

Método del
DPPH

Método del
ABTS

Figura 7. Flujograma del trabajo experimental

3.4.1. Colecta y clasificacion taxondmica de la especie vegetal

Las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” fueron

recolectadas en el distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca, capital

Cabana, regién Ancash ubicada a 3100 metros de altitud, durante el mes de

Diciembre del 2014. La clasificacion taxondmica se realiz6 en el Museo de

Historia Natural de la UNMSM.
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3.4.2. Procesamiento de la muestra

Las hojas se desecaron bajo sombra a temperatura ambiente promedio
20 °C, en el distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca, capital
Cabana, regién Ancash, durante 08 dias, hasta obtener una muestra
seca que facilmente se tritur6 al frotar con la mano, luego se les colocé

dentro de bolsas de papel kraft para su traslado a Lima.

3.4.3. Obtencion del aceite esencial

A 5 Kg de hojas secas fueron tratadas en un equipo de acero inoxidable
y sometido a destilacién por arrastre de vapor de agua. El destilado se
separ6 tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad vy
diferencia de densidades entre el agua y el aceite esencial, utilizando
una pera de separacién, se deshidratd las impurezas de agua en el
aceite esencial con sulfato de sodio anhidro grado reactivo, con
posterior filtracion y conservacion del aceite esencial en un frasco de

vidrio de color ambar bajo refrigeracion a una temperatura de 4°C.

3.4.4. Rendimiento del aceite esencial

Para la determinacion del rendimiento se realizé con el volumen de
destilado del aceite esencial obtenido en la probeta florentino. Por el
método gravimétrico-volumétrico se determind el porcentaje de

Rendimiento de Aceite Esencial (%RAE) con la siguiente expresion:
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%RAE = Vol. AE(ML) / Pyectra (9) X 100

Donde:
Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
Pruestra: Peso de la muestra a destilar en gram05.|

3.4.5. Analisis preliminar y fisicoquimico

Se realizo el andlisis organoléptico y la solubilidad del aceite esencial
utilizando diversos solventes organicos. Asimismo, se realizé el
analisis fisicoquimico determinandose las principales constantes
fisicas: densidad por picnometria, pH por potenciometria, indice de
refraccion por refractometria. se realizaron por triplicado segun las
técnicas estandarizadas de la Official Methods of Analysis of AOAC
INTERNATIONAL, 20th Edition (2016)

3.4.6. Determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial

Para la separacion e identificacion de los componentes quimicos, se
utilizé un Cromatdgrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de
Masas (CG/EM) SHIMADZU , modelo : SHIMADZU, GC-2010 Plus; en
las siguientes condiciones: Columna RESTEK, RTX-5MS 30 m de
largo; 0,25 mm de diametro interno; tamano de poro 0,25 um,
temperatura inicial 60°C, con un tiempo de espera de 60 minutos para
llegar a una temperatura final 230° C, la temperatura de inyeccién: 250
°C, volumen de inyeccion: 10 uL. El gas Carrier utilizado fue el Helio.
La deteccién y elucidacién de los componentes quimicos fue por
comparacién con los estandares de espectros de masas de las

respectivas bibliotecas. Esta técnica es muy comun para la
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determinacién quimica de aceites esenciales (Masada, 1997; Soto et
al., 2013).

3.4.7. Determinacion de la actividad antioxidante

Se realiz6 utilizando el método de captacion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y el método de captacion del radical ABTS™ (2,2-

azinobis[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato])

3.4.7.1 Método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
(Joyeux, 1995)

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) es un radical libre estable, presenta
una coloracién purpura con absorbancia a 517 nm. Las sustancias
atrapadoras de radicales libres (donadores de H) reaccionan con este
compuesto y producen la desaparicion del color. La reaccién es
seguida midiendo la disminucién de la absorbancia a 517 nm. Los
resultados se pueden expresar como |C50, % de inhibicién, % de
actividad antirradicalaria o equivalentes a Trolox o a vitamina C.
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Actividad Antioxidante
48 g L0
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N . r!42 H
i e
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N02 N02
2.2 Difenil - 1 - picrilhidrazil (DPPH ): H
{ DPPH) naranja palido
Violeta

Figura 8. Estructura del DPPH antes y después de la reaccién con el

antioxidante
Fuente: Imagen tomada de Alam (2012)

Preparacion de la muestra

a) Se preparo las diluciones del aceite esencial de panizara a las
siguentes concentraciones: 163; 326; 652; 1000; 1666,667 y

2333,333 pg /mL.

Preparacion de la solucion de DPPH

Se prepard una solucion de DPPH (250 ug/mL.) en metanol , se midio

su absorbancia a 517nm ajustando esta entre 0,600 y 0,700.

la solucién se guard6 en un frasco de vidrio @&mbar y en refrigeracion.

Preparacion de la solucion de Trolox
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Se preparé una solucion hidroalcohdlica de Trolox a una
concentracion 36 ug/mL, a partir de esta solucion inicial se procedié a
preparar diluciones con las siguientes concentraciones: 10,0; 7,2; ,3,6
y 1,2 ug/mL.

Procedimiento

a) Se calibrd el espectrofotometro con un blanco que contenia 400

ML de etanol absoluto y 800 uL de metanol.

b) Se colocd en un tubo de ensayo 400 pL del aceite esencial de
panizara a las diferentes concentraciones preparadas y 800 uL de
la solucién de trabajo de DPPH.

c) Se dejé en reposo durante 30 minutos alejado de la luz.

d) Las absorbancias se leyeron en un espectrofotémetro de luz UV-
Visible a una longitud de onda de 517 nm.

e) Se prepara una curva patrén del Trolox.

Ademas, se realizé un control de DPPH en donde se reemplazo el
aceite esencial de panizara por su solvente (etanol). Cada ensayo se
realiz6 por triplicado.

Tabla 1. Preparacion de los tubos para el ensayo del DPPH

Blanco Control Muestra Trolox

Metanol(mL) 0,8 - - -
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Solvente A.E. Etanol 0,4 0,4 - -
(mL)

A.E. Panizara (mL) - - 0,4 -
Trolox (mL) - - - 0,4
DPPH (mL) - 0,8 0,8 0,8

El porcentaje de inhibicion se calculd6 de acuerdo a la siguiente
formula:
%Inhibicion
(Abs.del control — Abs.de la muestra problema)
= X

100
Abs.del control

*Abs= Absorbancia

3.4.7.2.- Método de captacion del radical ABTS™ (2,2-azinobis[3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonato]) (Re,1999)

El radical ABTS™ es preparado por la oxidaciéon del ABTS con
persulfato de potasio. La formacién del radical esta centrado en el

nitrdgeno exhibe un intenso color verde.

Cuando se coloca frente a una sustancia estabilizadora de radical
libre, el radical ABTS™ se decolora. Al igual que el DPPH es util para
muestras de variada polaridad. Su maximo de absorbancia es a 734

nm.
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Figura 9. Estructura del ABTS™ (antes y después de la reaccion con el

antioxidante)

Fuente. Imagen tomada de Zuleta et al (2009)

Preparacion de la muestra

a) Se preparo las diluciones del aceite esencial de panizara a las
siguientes concentraciones: 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 pg/mL.

Procedimiento

a) Preparacion del reactivo: se realizé la activacion del radical ABTS™,
preparando una solucién acuosa stock de ABTS 7 mM y afnadiéndole
persulfato de potasio para una concentracion final de 2,45 mM.

b) Se deja reaccionar durante 16 horas a temperatura ambiente y en

oscuridad.
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c) Luego de la activacion, se diluye con etanol hasta obtener una
absorbancia de 0,70£0,05 a 734 nm.

d) A un volumen de 180 uL de la dilucion del radical ABTS™* se le
adiciona 20 pL de la muestra de aceite esencial y se incuba a

temperatura ambiente durante 7 minutos en la oscuridad.

e) Transcurrido este tiempo se determina
espectrofotométricamente la desaparicion del radical ABTS™ a 734
nm en el espectrofotdmetro de luz UV

3.4.8. Evaluacion de la actividad antifungica del aceite esencial
frente a Candida albicans

Se empleo el Método de difusidén en Agar.
Método de Difusion en agar (Rojas, 2003)

Fundamento

Esta prueba se basa en la inhibicion del crecimiento fungico, mediante
la difusién de las sustancias activas en un medio sélido y se evidencia

por la formacién de halos claros alrededor de las colonias.

Microorganismo

Candida albicans ATCC 10231, del laboratorio de Microbiologia del
Instituto de Quimica Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco
Antonio Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica,
UNMSM.

Muestra

Aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts “panizara” en concentraciones de 100; 75; 50 y 25 por ciento.
Utilizando como diluyente alcohol etilico de 96°.
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Preparacion del inéculo

Para la preparacion de la suspensién del in6culo, se utilizé a la Candida
albicans crecidos en agar dextrosa Sabouraud por 48 h. Luego se
suspende al microorganismo en solucién salina 0,85% estéril y se

ajusta la turbidez al equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland.

Preparacion e inoculacion de las placas

El medio agar dextrosa de Sabouraud previamente reconstituido,
esterilizado, enfriado y mantenido a 45 °C, se procede a inocular con 1
mL de suspensién del indculo (1 x108 ufc/mL) por cada 100 mL de
medio de cultivo, homogenizado y distribuido en placas Petri de vidrio
estéril de 90 mm de diametro. Se deja solidificar y se rotula con el
nombre del microorganismo. Finalmente se hace pozos con la ayuda
de un sacabocado de acero de 11 mm de diametro externo, en cada
placa se hizo 2 6 3 pozos equidistantes.

Inoculacion e incubacion de la muestra

Se procedera a colocar 100 pL del aceite esencial en las
concentraciones sefaladas anteriormente en los pozos, se deja
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y se lleva a incubacion
a 37°C por 24 horas.

Control negativo

Se utilizé etanol 96°
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Control positivo

Se utilizé discos de susceptibilidad con nistatina 0,2 pg

Lectura e interpretacion de los resultados

Se observa las zonas claras de inhibicion del crecimiento (halos) y se
mide los didametros en mm. Se considera que tiene una actividad

antifungica significativa a un halo de inhibicién mayor a 18mm.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Extraccion del aceite esencial de Clinopodium pulchellum

(Kunth) Govaerts “panizara”

Con la aplicacion del método de destilacion con arrastre de vapor de

agua, se obtuvo un rendimiento de 0,58 mL %v/p.

4.1.2. Anadlisis preliminar y constantes fisicoquimicas (ver tabla 2)

Tabla 2. Analisis preliminar y constantes fisicas de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panizara”
DETERMINACIONES RESULTADOS

Andlisis organoléptico Liquido oleoso, ligeramente

amarillo,aromatico, agradable y

altamente volatil

Solubilidad Insoluble en agua, ligeramente soluble
en metanol, soluble en etanol, n-
hexano y éter etilico.

Constantes fisicas Densidad (21°C): 0,978

pH (21°C): 5,60

indice de refraccién(21°C):1,475
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4.1.3. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”

En el analisis del aceite esencial realizado por Cromatografia de Gases
/ Espectrometria de Masas (CG/EM), se identificé 44 componentes

quimicos que se presentan en la figuras 10, 11, 12 y tablas 3 y 4.

3,239,516 |8 8
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Figura 10. Primera parte del Cromatograma de Gas del aceite esencial de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” de 3 a 20 minutos
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Figura 12. Tercera parte del Cromatograma de Gas del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” de 40 a 60 minutos
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Tabla 3. Primera parte de la composiciéon quimica del aceite esencial de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” determinado por

Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM)
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COMPONENTES QUIMICOS Tiempo de Altura Altura %
Retencion
T.R (minutos)
2-Etil furano 3,058 100455 0,27
2,5-Norbornadieno 4,182 23584 0,06
2-Metil butanoato de metilo 4,401 72198 0,19
2,4-Dimetil hexano 4,945 49307 0,13
2-Metil butanoato de etilo 6,858 42290 0,11
3-Metil butanoato de etilo 7,000 50664 0,13
Acetato de (2-metil) butilo 8,370 115915 0,31
1,7,7-trimetil Triciclo [2.2.1.0(2,6)] heptano 11,060 56421 0,15
2-metil-5-(1-metiletil) biciclo [3.1.0] 2- 1805474 4,80
hexeno 11,576
Alfa-pineno 12,088 3130204 8,32
Canfeno 13,389 1120270 2,98
Beta-felandreno 16,306 3113037 8,27
Beta-pineno 16,481 1097395 2,92
Beta-mirceno 19,109 2621874 6,96
1-Metil-4-(1-metiletilideno) ciclohexeno 215551 0,57
(terpinoleno) 22,633
O-cimeno 24,180 37016 0,10
D-Limoneno 24,858 647142 1,72
Eucaliptol 25,106 1592590 4,23
trans-beta-Ocimeno 27,879 84420 0,22
3,7-dimetil- 1,3,6-octatrieno (Z-ocimeno) 30,124 687356 1,83
gamma-Terpineno 31,578 218128 0,58
2-metil-5-(1-metiletil)-, (1.alfa.,2.alfa.,5.alfa) 115002 0,31
biciclo [3.1.0] 2-hexanol 32,948
2-Careno 35,821 83842 0,22
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Tabla 4. Segunda parte de la composicién quimica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” determinado por

Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM)

COMPONENTES QUIMICOS Tiempo de Altura Altura %
Retencion
T.R (minutos)
2-metil-5-(1-metiletil)-(1.alfa.,2.beta.,5.alfa)
- 36,935
biciclo [3.1.0] 2-hexanol 138015 0,37
1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno 37,538 17631090 46,84
Linalool 37,667 1309503 3,48
2-metil butanoato de (2-metil) butilo 38,107 158812 0,42
3-metil butanoato de (2-metil) butilo 38,562 39370 0,10
acetato de 3-octilo 40,044 71801 0,19
6,6-dimetil- 2-metileno-[1S- 45852 0,12
(1.alfa.,3.alfa.,5.alfa)] Biciclo [3.1.1] 3- 40,355
heptanol
Citronelal 41,979 58658 0,16
Endo-borneol 42,490 68712 0,18
Terpinen-4-ol 43,286 148279 0,39
4-metil-1-(1-metiletil) ciclohexeno 35138 0,09
43,496
(p-menteno)
alfa-terpineol 44,241 88030 0,23
6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2- 58615 0,16
44,442
carboxaldehido
6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-ol 44,589 34011 0,09
4-(1-metiletil) benzaldehido 85912 0,23
44,872
(cuminaldehido)
Acetato de linalilo 48,019 81757 0,22
3,7-dimetil-6-en octato de metilo 48,292 32516 0,09
Acetato de bornilo 49,374 77842 0,21
3,7-dimetil-2,6-dien octato de metilo 51193 163103 0,43
(Geranato de metilo) ’
Cariofileno 55,069 174553 0,46
Germacreno D 57,444 62004 0,16
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4.1.4 Espectros de los componentes quimicos del aceite esencial de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”

<< Target >>

Line#:1 R.Time:3.060(Scan#:13) MassPeaks:130

RawMode: Averaged 3.055-3.065(12-14) BasePeak:81.00(42306)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:1430 Library:NIST14s.1ib

SI:95 Formula:C6HS8O CAS:3208-16-0 MolWeight:96 RetIndex:742

CompName:Furan, 2-ethyl- $$ Furan, .alpha.-ethyl- $3 2-Ethylfuran $$
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Figura 13. Espectro de la estructura del 2-etil furano
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<< Target >>

Line#:2 R.Time:4.180(Scan#:237) MassPeaks:126
RawMode:Averaged 4.175-4.185(236-238) BasePeak:91.05(6566)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:4 Entry:1278 Library:NIST14s.1ib

SI:83 Formula:C7H8 CAS:121-46-0 MolWeight:92 RetIndex:706

CompName:2,5-Norbornadiene $3$ Bicyclo[2.2.1]hepta-2,5-diene $$ Bicyclo[2.2.1]heptadiene $$ Norbornadiene $3 3,6
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Figura 14. Espectro de la estructura 2,5-norbornadieno

<< Target >>

Line#:3 R.Time:4.400(Scan#:281) MassPeaks:158
RawMode:Averaged 4.395-4.405(280-282) BasePeak:57.05(14609)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:3721 Library:NIST14s.lib
SI:94 Formula:C6H1202 CAS:868-57-5 MolWeight:116 RetIndex:721
CompName:Butanoic acid, 2-methyl-, methyl ester $$ Butyric acid, 2-methyl-, methyl ester $$ Methyl .alpha.-methylbu
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Figura 15. Espectro de la estructura del 2-metil butanoato de metilo
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<< Target >>

Line#4 R.Time:4.945(Scan#:390) MassPeaks:164

RawMode: Averaged 4.940-4.950(389-391) BasePeak:42.95(9009)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:3466 Library:NIST14s.lib
SI:90 Formula:C8H18 CAS:589-43-5 MolWeight:114 RetIndex:688
CompName:Hexane, 2 4-dimethyl- $$ 2.4-Dimethylhexane $$
100

5o
[ T

IENEENEE

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Figura 16. Espectro de la estructura del 2,4-dimetil hexano

<< Target >>

Line#:5 R.Time:6.860(Scan#:773) MassPeaks:152

RawMode: Averaged 6.855-6.865(772-774) BasePeak:57.05(9529)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:5687 Library:NIST14s.1ib
SI:94 Formula:C7H1402 CAS:7452-79-1 MolWeight:130 RetIndex:820
CompName:Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester $$ Butyric acid, 2-methyl-, ethyl ester $$ Ethyl .alpha.-methylbutyrate
100
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Figura 17. Espectro de la estructura del 2-metil butanoato de etilo
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<< Target >>

Line#:6 R.Time:7.000(Scan#:801) MassPeaks:178

RawMode: Averaged 6.995-7.005(800-802) BasePeak:40.95(4859)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:5635 Library:NIST14s.lib

SI:82 Formula:C7H1402 CAS:108-64-5 MolWeight:130 RetIndex:820

CompName:Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester $$ Isovaleric acid, ethyl ester $3 Ethyl isovalerate $$ Ethyl 3-methylbu
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Figura 18. Espectro de la estructura del 3-metil butanoato de etilo

<< Target >>

Line#:7 R.Time:8.370(Scan#:1075) MassPeaks:153
RawMode:Averaged 8.365-8.375(1074-1076) BasePeak:42.95(45304)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:5654 Library:NIST14s.1ib
SI:95 Formula:C7H1402 CAS:624-41-9 MolWeight:130 RetIndex:820
CompName:1-Butanol, 2-methyl-, acetate $$ 2-Methyl-1-butyl acetate $$ 2-Methylbutyl acetate $$ Acetic acid 2-methy]
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Figura 19. Espectro de la estructura del acetato de (2-metil) butilo
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<< Target >>

Line#:8 R.Time:11.060(Scan#:1613) MassPeaks:158
RawMode:Averaged 11.055-11.065(1612-1614) BasePeak:93.05(14942)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6832 Library:NIST14s.1lib

SI:95 Formula:C10H16 CAS:508-32-7 MolWeight:136 RetIndex:729

CompName: Tricyclo[2.2.1.0(2,6) |heptane, 1,7,7-trimethyl- $$ Tricyclene $$ 1,7,7-Trimethyltricyclo[2.2.1.0,2,6 |heptane
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Figura 20. Espectro de la estructura del 1,7,7-trimetil triciclo [2.2.1.0(2,6)
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<< Target >>

Line#:9 R.Time:11.575(Scan#:1716) MassPeaks:167
RawMode:Averaged 11.570-11.580(1715-1717) BasePeak:93.05(505964)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6837 Library:NIST14s.lib

SI:96 Formula:C10H16 CAS:2867-05-2 MolWeight:136 RetIndex:902
CompName:Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- $$ 3-Thujene $3 .alpha.-Thujene $$ Thujene, .alpha..
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Figura 21. Espectro de la estructura del 2-metil-5-(1-metiletil) biciclo [3.1.0] 2-

hexeno
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Line#:10 R.Time:12.090(Scan#:1819) MassPeaks:173
RawMode:Averaged 12.085-12.095(1818-1820) BasePeak:93.05(780712)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6850 Library:NIST14s.1ib
SI:96 Formula:C10H16 CAS:80-56-8 MolWeight:136 RetIndex:948
CompName:.alpha.-Pinene $$ Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2,6,6-trimethyl- $$ 2-Pinene $$ 2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]h
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Figura 22. Espectro de la estructura del alfa-pineno
<< Target >>
Line#:11 R.Time:13.390(Scan#:2079) MassPeaks:172
RawMode:Averaged 13.385-13.395(2078-2080) BasePeak:93.05(195257)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6853 Library:NIST14s.1ib
SI:97 Formula:C10H16 CAS:79-92-5 MolWeight:136 RetIndex:943
CompName:Camphene $$ Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-3-methylene- $$ 2,2-Dimethyl- 3-methyleneb1cyclo[2 2

100

~]
<

oS
<

NN

[

0

110 130 150 170 190 210

Figura 23. Espectro de la estructura del canfeno
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<< Target >>

Line#:12 R.Time:16.305(Scan#:2662) MassPeaks:184

RawMode: Averaged 16.300-16.310(2661-2663) BasePeak:93.05(686928)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:6822 Library:NIST14s.1ib
SI:94 Formula:C10H16 CAS:555-10-2 MolWeight:136 RetIndex:964

CompName:.beta.-Phellandrene $$ Cyclohexene, 3-methylene-6-(1-methylethyl)- $$ p-Mentha-1(7),2-diene $$ Phellan¢
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Figura 24. Espectro de la estructura del beta-felandreno

<< Target >>

Line#:13 R.Time:16.480(Scan#:2697) MassPeaks:198
RawMode:Averaged 16.475-16.485(2696-2698) BasePeak:93.05(110295)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:6809 Library:NIST14s.1ib

SI:95 Formula:C10H16 CAS:127-91-3 MolWeight:136 RetIndex:943
CompName:.beta.-Pinene $$ Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene- $$ 2(10)-Pinene $$ Nopinen $3$ Nopine:
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Figura 25. Espectro de la estructura del beta-pineno
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<< Target >>

Line#:14 R.Time:19.110(Scan#:3223) MassPeaks:189
RawMode:Averaged 19.105-19.115(3222-3224) BasePeak:40.95(571280)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6778 Library:NIST14s.1ib

SI:95 Formula:C10H16 CAS:123-35-3 MolWeight:136 RetIndex:958

CompName:.beta.-Myrcene $$ 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- $$ Myrcene $$ 7-Methyl-3-methylene-1,6-octadi¢
100
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Figura 26. Espectro de la estructura del beta-mirceno

<< Target >>

Line#15 R.Time:22.635(Scan#:3928) MassPeaks:169
RawMode:Averaged 22.630-22.640(3927-3929) BasePeak:121.10(36225)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6867 Library:NIST14s.1ib
SI:94 Formula:C10H16 CAS:586-62-9 MolWeight:136 RetIndex:1052

CompName:Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- $$ p-Mentha-1,4(8)-diene $$ Terpinolene $$ Terpinolen $§
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Figura 27. Espectro de la estructura del 1-metil-4-(1-metiletilideno)

[

ciclohexeno (terpinoleno)
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<< Target >>

Line#:16 R.Time:24.180(Scan#:4237) MassPeaks:170
RawMode:Averaged 24.175-24.185(4236-4238) BasePeak:119.10(13330)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6391 Library:NIST14s.1ib

SI:94 Formula:C10H14 CAS:527-84-4 MolWeight:134 RetIndex:1042
CompName:o-Cymene $$ Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- $$ o-Cymol $$ o-Isopropyltoluene $$ 1-Isopropyl-2-m
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Figura 28. Espectro de la estructura del O-cimeno
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<< Target >>

Line#:17 R.Time:24.860(Scan#:4373) MassPeaks:142
RawMode:Averaged 24.855-24.865(4372-4374) BasePeak:68.00(54584)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:6793 Library:NIST14s.lib
SI:92 Formula:C10H16 CAS:5989-27-5 MolWeight:136 RetIndex:1018
CompName:D-Limonene $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (R)- $$ p-Mentha-1,8-diene, (R)-(+)- $$ (+)-
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Figura 29. Espectro de la estructura del D-limoneno
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<< Target >>

Line#:18 R.Time:25.105(Scan#:4422) MassPeaks:179
RawMode:Averaged 25.100-25.110(4421-4423) BasePeak:42.95(186609)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:10306 Library:NIST14s.lib

SI:92 Formula:C10H180 CAS:470-82-6 MolWeight:154 RetIndex:1059
CompName:Eucalyptol $$ Cineole $$ 2-Oxabicyclo[2.2.2]octane, 1,3,3-trimethyl- $$ p-Menthane, 1,8-epoxy- $$ p-Cin
100 ; .
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Figura 30. Espectro de la estructura del eucaliptol

<< Target >>

Line#:19 R.Time:27.880(Scan#:4977) MassPeaks:158
RawMode:Averaged 27.875-27.885(4976-4978) BasePeak:93.05(17497)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6844 Library:NIST14s.1ib
SI:97 Formula:C10H16 CAS:3779-61-1 MolWeight:136 RetIndex:976

CompName:trans-.beta.-Ocimene $3 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)- $$ .beta.-trans-Ocimene $$ trans-3,7-Dimethy
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Figura 31. Espectro de la estructura del trans-beta-ocimeno
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<< Target >>

Line#:20 R.Time:30.125(Scan#:5426) MassPeaks:201
RawMode:Averaged 30.120-30.130(5425-5427) BasePeak:93.05(124269)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:6842 Library:NIST14s.1ib

SI:98 Formula:C10H16 CAS:3338-55-4 MolWeight:136 RetIndex:976

CompName:1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (Z)- $3$ .beta.-cis-Ocimene $$ cis-.beta.-Ocimene $$ cis-3,7-Dimethyl-1,3 ¢
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Figura 32. Espectro de la estructura del 3,7-dimetil- 1,3,6-octatrieno (Z-

ocimeno)
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<< Target >>

Line#:21 R.Time:31.580(Scan#:5717) MassPeaks:213

RawMode: Averaged 31.575-31.585(5716-5718) BasePeak:93.05(47352)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:6846 Library:NIST14s.1ib
SI:96 Formula:C10H16 CAS:99-85-4 MolWeight:136 RetIndex:998

CompName:.gamma.-Terpinene $$ 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- $3$ .gamma.-Terpinen $$ p-Menth:
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Figura 33. Espectro de la estructura del gamma-terpineno
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<< Target >>

Line#:22 R.Time:32.950(Scan#:5991) MassPeaks:185
RawMode:Averaged 32.945-32.955(5990-5992) BasePeak:42.95(13792)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:10354 Library:NIST14s.lib

SI:91 Formula:C10H180 CAS:17699-16-0 MolWeight:154 RetIndex:1041

CompName:Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.alpha.,5.alpha.)- $$ (1R,2R,5S)-5-Isoprc
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Figura 34. Especiro de la estructura del 2-metil-5-(1-metiletil)-,

(1.alfa.,2.alfa.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol

<< Target >>

Line#:23 R.Time:35.820(Scan#:6565) MassPeaks:179
RawMode:Averaged 35.815-35.825(6564-6566) BasePeak:93.05(12642)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:3 Entry:6859 Library:NIST14s.lib
SI:93 Formula:C10H16 CAS:554-61-0 MolWeight:136 RetIndex:948

CompName:2-Carene $$ Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene, 3,7,7-trimethyl- $$ .delta.-2-Carene $$ (.+/-.)-2-Carene $$ 3,7,7-Tri1
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Figura 35. Espectro de la estructura del 2-careno
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<< Target >>

Line#:24 R.Time:36.935(Scan#:6788) MassPeaks:189

RawMode: Averaged 36.930-36.940(6787-6789) BasePeak:42.95(17004)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:2 Entry:10362 Library:NIST14s.1ib
SI:90 Formula:C10H180 CAS:15537-55-0 MolWeight:154 RetIndex:1041
CompName:Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.beta.,5.alpha.)- $$ 5-Isopropyl-2-methyl
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Figura 36. Espectro de Ila estructura del 2-metil-5-(1-metiletil)-,
(1.alfa.,2.beta.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol

<< Target >>

Line#:25 R.Time:37.540(Scan#:6909) MassPeaks:203
RawMode:Averaged 37.535-37.545(6908-6910) BasePeak:135.10(2446911)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:9373 Library:NIST14s.1ib

SI:86 Formula:C11H18 CAS:5293-90-3 MolWeight:150 RetIndex:1105

CompName:Cyclohexene, 2-ethenyl-1,3,3-trimethyl- $$ 1,3,3-Trnimethyl-2-vinyl-1-cyclohexene # $$
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Figura 37. Espectro de la estructura del 1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno
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<< Target >>

Line#:26 R.Time:37.665(Scan#:6934) MassPeaks:211

RawMode: Averaged 37.660-37.670(6933-6935) BasePeak:40.95(143767)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:10359 Library:NIST14s.1ib

SI:89 Formula:C10H180 CAS:78-70-6 MolWeight:154 RetIndex:1082

CompName:Linalool $$ 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- $$ .beta.-Linalool $$ Linalol $$ Linalyl alcohol $$ 2,6-Dimet]
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Figura 38. Espectro de la estructura del linalool
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<< Target >>

Line#:27 R.Time:38.105(Scan#:7022) MassPeaks:194

RawMode: Averaged 38.100-38.110(7021-7023) BasePeak:57.05(29120)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:13640 Library:NIST14s.1ib

SI:96 Formula:C10H2002 CAS:2445-78-5 MolWeight:172 RetIndex:1054

CompName:Butanoic acid, 2-methyl-, 2-methylbutyl ester $$ Butyric acid, 2-methyl-, 2-methylbutyl ester $$ 2-Methylb
100 :

S 0‘\,. N

5N
o O

IENEENEE

o]
74 103

142
III||IIIIIII"'”IIIIIIIllllllIIII]IIIIlllllillllllIIIlllllIllllllIIIIIIII|IIIIIIIlllllllIllII|IIIIlll|l|I|Il|IIII'IIIIIII|I|IIII[IIII|II||IIIII'IIIIIIIlllIIII[IIII|III|IIIII‘IIlIIIIII|IIIIIIIII|lIllIIIII|IIIIllIll|IIIIII|II|llll|llll|llll|

0 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290

==

Figura 39. Espectro de la estructura del 2-metil butanoato de (2-metil) butilo
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<< Target >>

Line#:28 R.Time:38.560(Scan#:7113) MassPeaks:156

RawMode: Averaged 38.555-38.565(7112-7114) BasePeak:85.05(10057)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:13680 Library:NIST14s.lib
SI:94 Formula:C10H2002 CAS:2445-77-4 MolWeight:172 RetIndex:1054

CompName:Butanoic acid, 3-methyl-, 2-methylbutyl ester $$ Isovaleric acid, 2-methylbutyl ester $$ 2-Methylbutyl isov
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Figura 40. Espectro de la estructura del 3-metil butanoato de (2-metil) butilo

<< Target >>

Line#:29 R.Time:40.045(Scan#:7410) MassPeaks:180
RawMode:Averaged 40.040-40.050(7409-7411) BasePeak:42.95(29742)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:13633 Library:NIST14s.lib
SI:96 Formula:C10H2002 CAS:4864-61-3 MolWeight:172 RetIndex:1118

CompName:3-Octanol, acetate $$ 3-Octyl acetate $$ Acetic acid, 1-ethylhexyl ester $§$ 1-Ethylhexyl acetate # $$ 3-Octa
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Figura 41. Espectro de la estructura del acetato de 3-octilo
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<< Target >>

Line#:30 R.Time:40.355(Scan#:7472) MassPeaks:173

RawMode: Averaged 40.350-40.360(7471-7473) BasePeak:55.00(4083)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan

100 — 5

70 »

ol &T
:..“J”JﬂLudmsmdl”J

T T

0 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Hit#:1 Entry:9878 Library:NIST14s.1ib
SI:92 Formula:C10H160 CAS:547-61-5 MolWeight:152 RetIndex:1131

CompName:Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-dimethyl-2-methylene-, [1S-(1.alpha.,3.alpha.,5.alpha.)]- $$ (15,3R,55)-6,6-
100+
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Figura 42. Espectro de la estructura del 6,6-dimetil- 2-metileno-[1S-
(1.alfa.,3.alfa.,5.alfa)] biciclo [3.1.1] 3-heptanol

<< Target >>
Line#:31 R.Time:41.980(Scan#:7797) MassPeaks:180
RawMode:Averaged 41.975-41.985(7796-7798) BasePeak:40.95(7356)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
100 3
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Hit#:1 Entry:10285 Library:NIST14s.1ib
SI:88 Formula:C10H180 CAS:106-23-0 MolWeight:154 RetIndex:1125
CompName:Citronellal $8$ 6-Octenal, 3,7-dimethyl- $$ .beta.-Citronellal $$ Rhodinal $$ 3,7-Dimethyl-6-octenal $$ Citr

100 . -
70 . Ty Y.
B 55 95 N \.], i
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— 15 5 28 » 136 115
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Figura 43. Espectro de la estructura del citronelal
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<< Target >>

Line#:32 R.Time:42.490(Scan#:7899) MassPeaks:176

RawMode: Averaged 42.485-42.495(7898-7900) BasePeak:95.10(22631)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:10402 Library:NIST14s.1ib
SI:96 Formula:C10H180 CAS:507-70-0 MolWeight:154 RetIndex:1138
CompName:endo-Borneol $$ endo-2-Hydroxy-1,7,7-trimethylnorbornane $3$ Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl.
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Figura 44. Espectro de la estructura del endo-borneol

<< Target >>

Line#:33 R.Time:43.285(Scan#:8058) MassPeaks:158

RawMode: Averaged 43.280-43.290(8057-8059) BasePeak:71.00(24495)

BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#:1 Entry:10355 Library:NIST14s.lib

SI:95 Formula:C10H180 CAS:562-74-3 MolWeight:154 RetIndex:1137

CompName: Terpinen-4-ol $$ 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- $$ p-Menth-1-en-4-o0l $$ 1-Terpinen-4-o
100

— 43
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Figura 45. Espectro de la estructura del terpinen-4-ol
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<< Target >>

Line#:34 R.Time:43.495(Scan#:8100) MassPeaks:184
RawMode:Averaged 43.490-43.500(8099-8101) BasePeak:95.05(7740)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1l Scan
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Hit#1 Entry:7245 Library:NIST14s.lib
SI: 78 Formula:C10H18 CAS:500-00-5 MolWeight:138 RetIndex:987

CompName:Cyclohexene, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- $$ p-Menth-3-ene $3 .delta.3-p-Menthene $$ Menthomenthene !
100 S
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Figura 46. Espectro de la estructura del 4-metil-1-(1-metiletil) ciclohexeno

(p-menteno)

<< Target >>

Line#:35 R.Time:44.240(Scan#:8249) MassPeaks:176

RawMode:Averaged 44.235-44.245(8248-8250) BasePeak:59.05(14831)

BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:10327 Library:NIST14s.lib

SI:96 Formula:C10H180 CAS:98-55-5 MolWeight:154 RetIndex:1143

CompName:.alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha.4-trimethyl- $$ p-Menth-1-en-8-ol $3$ Terpir
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Figura 47. Espectro de la estructura del alfa-terpineol
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<< Target >>

Line#:36 R.Time:44.440(Scan#:8289) MassPeaks:176
RawMode:Averaged 44.435-44.445(8288-8290) BasePeak:79.00(7454)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:9280 Library:NIST14s.lib
SI:93 Formula:C10H140 CAS:564-94-3 MolWeight:150 RetIndex:1136
CompName:Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene-2-carboxaldehyde, 6,6-dimethyl- $$ 2-Norpinene-2-carboxaldehyde, 6,6-dimethyl
100 X
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Figura 48. Espectro de la estructura del 6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-
carboxaldehido

<< Target >>

Line#:37 R.Time:44.590(Scan#:8319) MassPeaks:175
RawMode:Averaged 44.585-44.595(8318-8320) BasePeak:79.05(7241)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:9835 Library:NIST14s.1ib

SI:91 Formula:C10H160 CAS:515-00-4 MolWeight:152 RetIndex:1191
CompName:Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene-2-methanol, 6 ,6-dimethyl- $$ 2-Pinen-10-o0l $$ Myrtenol $3 (6,6-Dimethylbicyclc
100 N
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Figura 49.Espectro de la estructura del 6,6-dimetil biciclo [3.1.1]2-hepten-2-ol
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<< Target >>
Line#:38 R.Time:44.870(Scan#:8375) MassPeaks:189
RawMode:Averaged 44.865-44.875(8374-8376) BasePeak:105.05(11120)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:8841 Library:NIST14s.lib
SI:88 Formula:C10H120 CAS:122-03-2 MolWeight:148 RetIndex:1230

CompName:Benzaldehyde, 4-(1-methylethyl)- $$ Benzaldehyde, p-isopropyl- $$ p-Cumic aldehyde $$ p-Isopropylbenz
100 :

& I N g
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40
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Figura 50. Espectro de la estructura del 4-(1-metiletil) benzaldehido
(cuminaldehido)

<< Target >>

Line#:39 R.Time:48.020(Scan#:9005) MassPeaks:190

RawMode: Averaged 48.015-48.025(9004-9006) BasePeak:93.05(11861)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290
Hit#1 Entry:17803 Library:NIST14s.lib
SI:90 Formula:C12H2002 CAS:115-95-7 MolWeight:196 RetIndex:1272
CompName:Linalyl acetate $$ 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, acetate $$ Acetic acid linalool ester $$ Bergamiol $$ B

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290

Figura 51. Espectro de la estructura del acetato de linalilo
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<< Target >>
Line#40 R.Time:48.290(Scan#:9059) MassPeaks:190
RawMode:Averaged 48.285-48.295(9058-9060) BasePeak:69.05(3157)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:15709 Library:NIST14s.lib
SI:85 Formula:C11H2002 CAS:2270-60-2 MolWeight:184 RetIndex:1203
CompName:6-Octenoic acid, 3,7-dimethyl-, methyl ester $$ Methyl citronellate $$ Methyl 3,7-dimethyl-6-octenoate $$
100
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Figura 52. Espectro de la estructura del 3,7-dimetil-6-en- octato de metilo

<< Target >>

Line#41 R.Time:49.375(Scan#:9276) MassPeaks:164
RawMode:Averaged 49.370-49.380(9275-9277) BasePeak:95.05(12392)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:17809 Library:NIST14s.lib

SI:95 Formula:C12H2002 CAS:76-49-3 MolWeight:196 RetIndex:1277

CompName:Bomyl acetate $$ Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-, acetate, endo- $$ Borneol, acetate $$ Bornyl
100

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290

Figura 53. Espectro de la estructura del acetato de bornilo



<< Target >>

Line#:42 R.Time:51.195(Scan#:9640) MassPeaks:197
RawMode:Averaged 51.190-51.200(9639-9641) BasePeak:69.05(35006)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:15400 Library:NIST14s.1ib

SI:85 Formula:C11H1802 CAS:2349-14-6 MolWeight:182 RetIndex:1252

CompName:2,6-Octadienoic acid, 3,7-dimethyl-, methyl ester $$ Methyl geranate $$ Methyl geraniate $$ Methyl 3,7-di:
100
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Figura 54. Espectro de la estructura del 3,7-dimetil-2,6-dien- octato de metilo
(geranato de metilo)
<< Target >>
Line#:43 R.Time:55.070(Scan#:10415) MassPeaks:175
RawMode: Averaged 55.065-55.075(10414-10416) BasePeak:93.05(11394)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:19087 Library:NIST14s.1ib

SI:95 Formula:C15H24 CAS:87-44-5 MolWeight:204 RetIndex:1494

CompName:Caryophyllene $$ Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-trimethyl-8-methylene-, [IR-(1R* 4E,95*)]- §$ Bicy
100 —
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Figura 55. Espectro de la estructura del cariofileno



66

<< Target >>

Line#:44 R.Time:57.445(Scan#:10890) MassPeaks:178
RawMode:Averaged 57.440-57.450(10889-10891) BasePeak:161.10(6744)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
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Hit#:1 Entry:19185 Library:NIST14s.1ib
SI:93 Formula:C15H24 CAS:23986-74-5 MolWeight:204 RetIndex:1515
CompName:Germacrene D $$ (S,1Z,6Z)-8-Isopropyl-1-methyl-5-methylenecyclodeca-1,6-diene $$ D-Germacrene $$ 1
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Figura 56. Espectro de la estructura del germacreno D
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4.1.5. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”

4.1.5.1. Método del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 5 de los ensayos de

la actividad antioxidante del aceite de panizara y Trolox

Tabla 5. Resultados de la actividad antioxidante del aceite esencial de

panizara y Trolox por el método del DPPH

Muestra Concentracion Promedio % Inhibicion
(ng/mL) Absorbancia a DPPH
517 nm

Blanco 0 0,701 0
Trolox 1,2 0,603 14,03
3,6 0,322 54,00
7,2 0,071 89,90
163 0,459 2,559
326 0,441 6,306

Aceite esencial
, 652 0,404 14,173
de panizara

1000 0,361 23,261
1666,667 0,288 38,805
2333,333 0,241 48,834

» El ICso obtenido para el aceite esencial de panizara fue de 2288,31
ug/mL y 3,8 pug/mL para el Trolox .(Ver figuras 57 y 58)
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Grafica de dispersion de % de actividad antioxidante vs
concentracion
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Figura 57.Grafica de dispersién entre el porcentaje de actividad antioxidante
versus concentraciones del aceite esencial de Clinopodium pulchellum

(Kunth) Govaerts “panizara”
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Figura 58. Grafica de dispersion entre el porcentaje de actividad
antioxidante versus las concentraciones del Trolox
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4.1.5.2. Método del radical ABTS™* (2,2-azinobis[3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato])

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6 de los ensayos de
la actividad antioxidante del aceite esencial de panizara y Trolox

Tabla 6. Resultados de la actividad antioxidante del aceite esencial de
panizara y Trolox por el método del radical ABTS™.

Muestra Concentracion Promedio % Inhibicién
(ng/mL) Absorbancia a ABTS™
734 nm
Blanco 0 0,689 0

Trolox 1,2 0,610 12,14
3,6 0,561 19,20

7,2 0,522 24,78

10,0 0,457 34,23

2,5 0,640 7,067

5,0 0,618 10,381

Aceite esencial 10,0 0,564 18,096
de panizara 20,0 0,466 32,434

> El 1Cso obtenido para el aceite esencial de panizara fue de 30,87
ug/mL y 17,04 pg/mL para el Trolox . (Ver figuras 59 y 60)
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Figura 59.Grafica de dispersién entre el porcentaje de actividad antioxidante

versus concentraciones del aceite esencial de Clinopodium pulchellum

(Kunth) Govaerts “panizara”

% Actividad antioxidante

Grafico de dispersion% de actividad antioxidante vs.
concetracion del Trolox

100
90
80
70
60
50
40
30
20 e
10

y=12.434x + 2.9074
R?=0.9789

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracién del Trolox (ug/mL)

—@®— % de inhibicion =~ «eeeeee. Lineal (% de inhibicion)

Figura 60. Grafica de dispersion entre el porcentaje de actividad antioxidante

versus concentraciones del Trolox
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4.1.6. Evaluacion de la actividad antifungica del aceite esencial frente a
Candida albicans

Los resultados obtenidos se clasificaron de acuerdo a las concentraciones
utilizadas del aceite esencial. (Ver tabla 7)

Tabla 7. Resultados de la actividad antifungica del aceite esencial de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” frente a Candida

albicans empleando el método de difusion en agar

MUESTRA CONCENTRACION Candida albicans

(halos de inhibicion en mm)

100% 25
Aceite esencial de 759, 3
Panizara

50% 21

25% 16
Control positivo Nistatina 38

Control negativo Etanol 96° Inactivo
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4.2. Discusion

A partir de 5 kg de hojas frescas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts
“panizara”, proveniente del distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca,
capital Cabana, region Ancash, se obtuvo un rendimiento del 0,58 por ciento
v/p; mientas que Carhuapoma et al. (2014), reporté un rendimiento del aceite
esencial de panizara del 1,00 por ciento v/p , esta diferencia puede deberse
a diversos factores, como ecoldgicos, climaticos y edafologicas que influyen
en el rendimiento y en la calidad del aceite esencial (Crop & Food Research,
2001)

Stashenko (2009), aclara que el rendimiento del aceite esencial es una
caracteristica trascendental desde el punto de vista econdomico y de
rentabilidad del proceso de su obtencién, puede variar desde 0,01% hasta el
4%:; al comparar con nuestro resultado podemos indicar que el rendimiento

obtenido es éptimo ya que se encuentra dentro del rango.

Los datos obtenidos en el andlisis preliminar y las constantes fisicoquimicas
del aceite esencial de panizara como la solubilidad, densidad, indice de
refraccion y el pH, indican que presentan caracteristicas fisicoquimicas
propias de los aceites esenciales (Dominguez, 1985).

La densidad obtenida del aceite esencial de las hojas de “panizara” a 21°C
fue de 0,978 g/mL, siendo el valor cercano a lo reportado en el estudio del
aceite esencial de Satureja pulchella “panizara” realizado por Carhuapoma et
al. (2014) de 0,980 g/mL.

El indice de refraccién obtenido a 21°C fue 1,475; resultado inferior a lo
encontrado por Carhuapoma et al. (2014) de 1,494; debemos considerar que
de acuerdo a lo reportado por Pérez (2006), los aceites esenciales poseen un
indice de refracciéon promedio de 1,50.
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En cuanto a la composicion quimica determinada por Cromatografia de Gases
y Espectrometria de Masas (CG/EM), se han elucidado 44 compuestos
quimicos segun lo reportado en la tablas 3 y 4, conformados por 15
hidrocarburos monoterpénicos como alfa-pineno , canfeno, beta-felandreno,
beta-pineno, beta-mirceno, 1-metil-4-(1-metiletilideno) ciclohexeno
(Terpinoleno), ocimeno, D-limoneno, trans-beta-ocimeno, 3,7-dimetil-1,3,6-
octatrieno-(Z) [(£)-Ocimeno], gamma-terpineno, 2-careno, 4-metil-1-(1-
metiletil) ciclohexeno (p-menteno), 1,7,7-trimetil Triciclo [2.2.1.0(2,6)] heptano,
2-metil-5-(1-metiletil) biciclo [3.1.0] 2-hexeno; 15 monoterpenos oxigenados como
eucaliptol , linalool, citronelal, endo-borneol, terpinen-4-ol, alfa-terpineol, 4-(1-
metiletil) benzaldehido (cuminaldehido), acetato de bornilo, acetato de linalilo,
2-metil-5-(1-metiletil)-(1.alfa.,2.alfa.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol, 2-metil-5-
(1-metiletil)-(1.alfa.,2.beta.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol, 2-metil butanoato
de (2-metil) butilo, 3-metil butanoato de (2-metil) butilo, acetato de 3-octilo,
6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-carboxaldehido; 2 hidrocarburos
sesquiterpénicos como cariofileno, germacreno D; 6 ésteres como 2-metil
butanoato de metilo, 2-metil butanoato de etilo, 3-metil butanoato de etilo,
acetato de (2-metil) butilo, 3,7-dimetil-6-en- octato de metilo, 3,7-dimetil-2,6-
dien- octato de metilo (Geranato de metilo); 2 alcoholes ciclicos como 6,6-
dimetil- 2-metileno-[1S-(1.alfa.,3.alfa.,5.alfa)] Biciclo [3.1.1] 3-heptanol, 6,6-
dimetil Biciclo [3.1.1]2-hepten-2-ol; 2 hidrocarburos ciclicos como 2,5-
Norbornadieno, 1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno; 1 alcano como 2,4-dimetil

hexano y 1 compuesto heterociclico aromatico como el 2-etil furano.

La accién antimicrobiana de los componentes de los extractos vegetales y de
los aceites esenciales se debe al caracter lipofilico de su esqueleto de
hidrocarbonos y principalmente al caracter hidrofilico de sus grupos
funcionales ( Kalemba y Kunicka, 2003).

El linalool, posee grupo funcional alcohol, es un antimicrobiano moderado,
estomacal y carminativo (Kuklinski, 2003); ademas, es muy empleada en las
industrias farmacéutica y perfumero cosmético (Hansel y Sticher, 2004)
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Existen diversos trabajos de investigacion de otras especies que pertenecen
al mismo género, como el reportado por Carhuapoma (2007) del aceite
esencial de Satureja brevicalyx Epling “urqu mufia” muchos de los compuestos
encontrados en el aceite esencial de urqu mufa son comunes a los
encontrados en el aceite esencial de panizara de la presente investigacion
como por ejemplo alfa-pineno, beta-pineno, beta-mirceno, D-limoneno,
eucaliptol, cariofileno, terpineol. Asi tambien se puede citar la investigacion
realizada del aceite esencial de Satureja brownei Briq. (Jaramillo et al., 2010),
donde se elucidaron compuestos quimicos que son comunes a los
identificados en el aceite esencial de la panizara representados por alfa-
pineno, beta-pineno, beta-mirceno, D-limoneno, eucaliptol, beta-felandreno,

terpineol, linalol, cariofileno.

Altun y Goren (2013), publicaron los resultados de la investigacion que
realizaron sobre la composicion quimica del aceite esencial de la Satureja
cuneifolia, reportando del total de los compuestos elucidados tres compuestos
quimicos que son comunes a los identificados en el aceite esencial de la

panizara, representados por cimeno, gamma-terpineno, beta-mirceno.

Segun lo reportado Carhuapoma et al.( 2014), realizd un estudio cualitativo de
la caracterizacion quimica del aceite esencial de Satureja pulchella “panizara”,
empleando una serie de reacciones quimicas con determinados reactivos
encontrando los siguientes compuestos quimicos: pulegona, cimeno,
carvacrol, acetato de bornilo y pineno. De los compuestos identificados tres
compuestos quimicos son comunes a los elucidados en el aceite esencial de
la presente investigacién representados por cimeno, acetato de bornilo y
pineno. Sin embargo, es importante resaltar que la presente investigacién es
cuantitativo, ademas la metodologia que se ha utilizado es la Cromatografia
de Gases y Espectrometria de Masas (CG/EM), un método instrumental que
nos garantiza resultados mas certeros.

Las especies de Satureja de varios paises han mostrado composicién variable

de su aceite esencial, particularmente, en sus hojas (Jaramillo et al., 2010).
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En relacion a la evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de
las hojas frescas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, fue
realizado mediante dos métodos: captacion del radical DPPH y captacién del
radical ABTS™. En el método de la capacidad captadora del radical DPPH, el
aceite esencial de panizara presenta un ICso = 2288,31 ug/mL (Figura 57) y
el patrén de referencia Trolox exhibe un ICso= 3,8 pug/mL (Figura 58); mientras
que en el método de la capacidad captadora del radical ABTS* , se obtiene
un ICso= 30,87 ug/mL (Figura 59) del aceite esencial de “panizara” y el patrén
de referencia Trolox presenta un 1Cso = 17,04 ug/mL (Figura 60). De acuerdo
a los resultados obtenidos podemos afirmar que el aceite esencial de panizara
presenta actividad antioxidante variable; asi tenemos cuando dicha actividad
es determinada por el ensayo de la capacidad captadora del radical DPPH,
resulta una actividad antioxidante no significativa frente al patrén estandar
Trolox. Asimismo, podemos senalar cuando evaluamos la actividad
antioxidante del aceite esencial de panizara por el el ensayo de la capacidad
captadora del radical ABTS™, se obtiene una actividad antioxidante
significativa frente al patron estandar Trolox. Schlesier et al.(2002), hacen
referencia que dada la complejidad quimica de los aceites esenciales, la
prueba de la actividad antioxidante puede arrojar resultados diferentes
dependiendo del método empleado. Por lo tanto es aconsejable un enfoque
con multiples ensayos. El autor agrega que entre la lista de métodos que
pueden usarse para la evaluacién de la actividad antioxidante muy pocos de
ellos son utiles para determinar la actividad de ambas especies (hidrofilicas y
lipofilicas) y asegurar asi una mejor comparacion de los resultados.

Segun Arnao (2000) y Antololovich et al. (2002), sefalan que el método del
ABTS puede medir la actividad antioxidante de compuestos de naturaleza
tanto hidrofilica como lipofilica. Kuskoski et al. (2005), hacen referencia que el
método del ABTS es uno de los mas rapidos, originando resultados
reproducibles y coherentes. Ademas los autores agregan que el radical
ABTS™ presenta una buena solubilidad, permitiendo el ensayo de

compuestos tanto de naturaleza lipofilica como hidrofilica.
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Carhuapoma (2007) al realizar la evaluacion de la actividad antioxidante por
el método del DPPH del aceite esencial de Satureja brevicalyx Epling “urqu
mufa”, obtiene un ICso= 28,84 ug/mL e indica que el aceite esencial de “urqu
mufa” muestra actividad antioxidante comparado con el Trolox, asi mismo
agrega que dicha actividad se debe a las estructuras moleculares de sus
constituyentes quimicos y que posiblemente el gamma-terpineno que esta
presente en el aceite esencial de “urqu muna”, esté dotandole de dicha
actividad antioxidante. Debo sefialar que la molécula que hace referencia el
autor también se ha identificado en el aceite esencial de panizara, lo que
reafirma que dicho aceite esencial si presenta acatividad antioxidante. Segun
Sacchetti et al., (2005) hace referencia que los metabolitos antioxidantes en
plantas son estudiados principalmente en base a sus estructuras polifendlicas,
existe en la literatura cientifica que también se halla actividad antioxidante en

los aceites esenciales cuyos componentes principalmente son terpenos.

La actividad antioxidante podria relacionarse a la presencia de monoterpenos
como gamma-terpineno y limoneno que posee buena actividad antioxidante
(Wei y Shibamoto, 2007; Conforti et al., 2007). Al comparar con nuestro
resultado debo sefalar que las moléculas que hace referencia los autores se
han logrado identificar en la presente investigacién, lo que corrobora que el

aceite esencial de panizara presenta actividad antioxidante.

Segun Choi et al., (2014), reportan que el linalool y el alfa-pineno posee
capacidad de captacion del radical DPPH entre 18,7-22,4%, estas moléculas
qgue hace referencia el autor se encuentran presentes en el aceite esencial de
panizara, el linalool representa (3.48%) y el alfa-pineno (8.32%). Pero ademas
el autor agrega que el alfa-terpineol, beta-mirceno, beta-pineno, D-limoneno y
0-cimeno, muestran una actividad anti-radicalaria frente al DPPH entre 8.8-
16.5% de captacion.Debo sefialar que estas moléculas también se han
identificado en la presente investigacién; lo que confirma una vez mas que el

aceite esencial de panizara posee actividad antioxidante.
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Ruberto y Baratta (2000) ensayaron 100 compuestos puros de aceites
esenciales en dos modelos de actividad antioxidante, usando como referente
al alfa-tocoferol. Los compuestos puros que muestran accién antioxidante, se
encuentran presentes en el aceite esencial de panizara como son: eucaliptol,
alfa-pineno, beta-pineno, alfa-terpineol y beta-mirceno; que muestran una
actividad antioxidante entre 3.2-34.9%, en orden ascendente.

Olivero (2010) investigd los componentes mayoritarios y su relacién con la
actividad antioxidante de la Minthostachys mollis “mufia@” , determin6é la
presencia de un monoterpeno como la pulegona y un sesquiterpeno
germacreno-D; compuestos asociados con la actividad antioxidante. De estas
dos moléculas que hace referencia el autor el germacreno-D, se logro
identificar en el aceite esencial de la panizara.

Considerando los resultados variados de la actividad antioxidante del aceite
esencial de las hojas panizara y comparando con las investigaciones
realizadas a otras especies vegetales, podemos confirmar que el aceite
esencial de panizara presenta actividad antioxidante, esta podria deberse a
los siguientes terpenos identificados en el aceite esencial como son: linalool,
D-limoneno, gamma-terpineno, alfa-pineno, alfa-terpineol, beta-mirceno, beta-
pineno, ocimeno, eucaliptol, germacreno-D; que actuarian en sinergismo,
potenciando su capacidad antirradicalaria, dando una proteccién a las
macromoléculas bioldgicas, como las proteinas, lipidos, acidos nucleicos y

carbohidratos.

En la investigacion de la actividad antifungica por los resultados obtenidos
(Tabla 7) se ha demostrado que el aceite esencial de Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts “panizara” posee actividad significativa frente a Candida
albicans en las concentraciones de 50%, 75% y 100% que equivalen a 48,9
mg; 73,35 mg; 97,8 mg respectivamente de aceite esencial de panizara frente
a Candida albicans. Esta actividad podria atribuirse a la presencia de ciertos

terpenos presentes en su composicién quimica.
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Shane (1979), refiere que existen varios estudios que han demostrado que los
terpenoides son los principales constituyentes de la actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales, siguiendo en orden de actividad los terpenoides que
contienen grupos fenoles y alcoholes, luego los que poseen aldehidos y por
ultimo los que tienen grupos cetdnicos. Por ejemplo, indica que el aceite
esencial de Lemon grass posee cantidades considerables de alfa-citral, beta-
citral, citronelol, citronelal, linalool y geraniol, los cuales han mostrado poseer
actividad antimicrobiana ante Escherichia coli, Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus.

Shane (1979) y llkka et al.( 1998) sefialan que el mecanismo especifico de los
terpenoides aun hoy no ha sido claramente -caracterizado. Aunque
actualmente se porpone como posible sitio de accién la membrana celular
donde los terpenoides surtirian efecto desencadenando una serie de procesos

que podrian arribar a la muerte microbiana.

La actividad antimicrobiana del limoneno y gamma-terpineno, pueden
atribuirse a que producen efectos en la integridad de membrana de las
bacterias y hongos en consecuencia inhiben la respiracién y afectan el
proceso de transporte de iones (Martins et al., 2000)

Existe diversas investigaciones donde se sefiala que la actividad
antimicrobiana de las mezclas quimicas complejas que constituyen los aceites
esenciales, ha llevado a intentos de identificar y aislar los componentes
antimicrobianos activos. En muchos casos, los componentes o fracciones
responsables de la actividad antibacteriana se han identificado como terpinen-
4-ol en Melaleuca alternifolia “arbol de t&” (Carson et al., 2002), carvacrol y
timol en aceite de orégano (Lambert et al., 2001), y carvacrol y eugenol en el
aceite de Eugenia caryophyllata “clavo de olor” (Chaieb et al., 2007).

En el estudio realizado por Cano (2007) con el aceite esencial de
Minthostachys mollis “munia” demostré actividad antimicotica in vitro frente a
las cepas de Candida albicans a las concentraciones de 50 y 100 por cien y

frente a los dermatofitos Microsporum canis, Trichophytom mentagrophytes 'y



79

Trichophytom tonsurans; son sensibles en los voliumenes de 5 y 50 mL;
encontrandose en el aceite esencial los siguientes componentes quimicos:

Pulegona, mentona y limoneno.

Al realizar el estudio del Eucalyptos globulus “eucalipto” se obtiene aceite
esencial, extractos e infusiones con actividad antifungica, a concentraciones
entre el 54% y el 95% del componente activo 1,8-cineol (World Health
Organization, 2002).

La actividad antifingica significatica que posee el aceite esencial de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” frente a Candida albicans, se deberia a la
presencia de los terpenenoides que se encuentran presentes en la composiciéon
quimica del aceite esencial de panizara y que actuarian en sinergismo. Entre los
terpenos responsables de esta actividad antifungica, podria atribuir a la presencia
linalool, terpinen-4-ol, endo-borneol, citronelal, eucaliptol, gamma-terpineno, D-

limoneno.
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CONCLUSIONES

1.-En el aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts “panizara”, se identificaron 44 compuestos quimicos, conformados
por 15 hidrocarburos monoterpénicos, 15 monoterpenos oxigenados, 2
hidrocarburos sesquiterpénicos, 6 ésteres, 2 alcoholes ciclicos, 2
hidrocarburos ciclicos, 1 alcano y 1 compuesto heterociclico aromatico.
Siendo los de mayor concentracién el 1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno
(46,84%), alfa-pineno (8,32%), beta-felandreno (8,27%)y el beta-mirceno
(6,96%).

2.- En la actividad antioxidante del aceite esencial realizada mediante los
ensayos de la capacidad captadora del radical DPPH y ABTS™*; los resultados
sefnalan que el aceite esencial presenta actividad antioxidante variable, por el
método DPPH resulta tener una actividad antioxidante no significativa frente
al patron estandar Trolox. Por el método del radical ABTS™*, se obtuvo una
actividad antioxidante significativa frente al patron estandar Trolox. La
actividad antioxidante se deberia a la presencia de los siguientes terpenos
identificados en el aceite esencial de panizara como son: linalool, D-limoneno,
gamma-terpineno, alfa-pineno, alfa-terpineol, beta-mirceno, beta-pineno,
ocimeno, eucaliptol, germacreno-D; que actuarian en sinergismo, potenciando
su capacidad antirradicalaria, dando una proteccion a las macromoléculas
biolégicas, como las proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos.

3.- El aceite esencial presenta actividad antifiUngica significativa frente a
Candida albicans en las concentraciones de 50%, 75% y 100%. La actividad
antifungica se deberia a la presencia de los siguientes terpenos identificados
en el aceite esencial de panizara como son: linalool, terpinen-4-ol, endo-
borneol, citronelal, eucaliptol, gamma-terpineno, D-limoneno; que actuarian

en sinergismo.
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RECOMENDACIONES

1.-De acuerdo a lo obtenido en el presente trabajo se recomienda evaluar la
actividad de cada uno de los componentes del aceite esencial de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, y asi determinar el componente con

mayor actividad antioxidante y antifungica.

2.-De acuerdo a los resultados obtenidos en la actividad anti-Candida se
recomienda que en futuros estudios se desarrolle la formulacién de una forma

dermocosmeética con sus respectivos estudios de estabilidad y eficacia.

3.-Realizar los estudios de toxicidad para cada uno de los componentes del
aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”.
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Anexo 1 (Clasificacion botanica)

[ —— UNIVERSIDAD NACICNAL MAYOHR LE SAN MARCOS 3}»\_
[4 Universicad doc! Perd, DECANA £ A VY000 73

M VITERRECTORADO DF INVESTIGACION Y POSGRADO L 4
TReSRacon ¥ FosasE MUSEO DE HISTORIA NATURAL e 2T

“Afo del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°234-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

I'a muestra vegetal (tallo, hojas v flor) recihida de Edgard Rohert TAPIA
MANRIQUE, ha sido estudiada y clasificada como: Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts, Sin.: Satureja pulchella (H.B.K.) Briq. y
tiene posicion taxondmica, segln el Sistema de Clasificacion de Cronquist
(1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE

o ——

ESPECIE: Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts.
Sin. : Satureja pulchella (H.B.K.) Brig.

NMoambro viilaar: “nanizara”
Nempre vwgar: "paniza

bR

Determinado por Mg. Asuncidn Cano Echevarria.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para
los fines que considere pertinente.

Lima, 23 de octubre de 2017$

ACE/ddb
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ANEXO 2 (Certificado de Analisis Cromatografia de
Gases/Espectrometria de Masas)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

FACULTAD DE CIENCIAS ¢ :
LABICER (Laboratorio N® 12) ~ABICEK
ANALISIS QUIMICO, CONSULTORIA E INVESTIGACION

INFORME TECNICO N° 1452 - 17 - LAB. 12

5

1 DATOS DEL SOLICITANTE
1.1 EMPRESA SOLICITANTE : UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
1.2  RUC ; 20148092282
2. CRONOGRAMA DE FECHAS
2.1 FECHA DE RECEPCION : 11/10/2017
2.2 FECHA DE ENSAYO ! 12/10/2017
2.3 FECHA DE EMISION 7 13/10/2017
3. ANALISIS SOLICITADO : ANALISIS DE ACEITE ESENCIAL
4, DATOS REFERENCIALES DE LA MUESTRA
41  IDENTIFICACION DE LA MUESTRA : 01 MUESTRA DE ACEITE ESENCIAL DE CLINOPODIUM
PULCHELLA “PANIZARA”
5 LUGAR DE RECEPCION : LABORATORIO LABICER - FACULTAD DE CIENCIAS
6. CONDICIONES AMBIENTALES : Temperatura: 23 °C; Humedad relativa: 58%
1. EQUIPOS UTILIZADOS ;
CROMATOGRAFO DE GASES. SHIMADZU, GC-2010 Plus.
AUTOMUESTREADOR: SHIMADZU, AOC-6000.
Detector de espectrometria de masas: SHIMADZU, GCMS-QP210 Ultra.
COLUMNA GC: RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0.25 mm ID x 0.25 um df. Serial: 1346249
GAS CARRIER UTILIZADO: HELIO
8. RESULTADOS
ANALISIS CUALITATIVO COMPONENTE PRINCIPAL
(COMPONENTES Anaélisis de Componentes Volatiles - METODO DE REFERENCIA
VOLATILES) Inyeccién por Headspace (HS)
| Cyclohexene, 2 ethenyl-1,3,3-trimethyl ’
f
Ksaitsscandiid \ K S Cromatografia de gases
) | acoplado a espectrometria de
3 ’ H | masas
1 S ;
(Altura relativa: 46.84%) |
*Ver en Anexos (Tabla N°1) la lista de compuestos de la muestra, obtenido por el software del equipo
GCMSsolution de SHIMADZU utilizando /a libreria NIST.
9. OBSERVACIONES
Se encontraron 44 componentes volatiles en la muestra de aceite esencial de, siendo los componentes mayoritarios:
Cyclohexene, 2 ethenyl-1,3 3-trimethyl (46.84%), alpha- Pinene (8.32%), beta-Phellandrene (8.27%), y beta.-Myrcene (6.96%)
10.  VALIDEZ DEL INFORME TECNICO -
Los resultados de este Informe técnico son vélido solo para la muestra proporcionada por/eg’spﬁcm del servicio
en las condiciones indicadas del presente informe técnico. N7 NN
115/ < \EW " e
= (3] \ “:' \ A ’ /
Bach. Jests Utano Reyes \- %2 M8c/Otfia Acha de fa Cruz
Analista * " Responsable de Analisis
LABICER -UNI - Jefa de laboratorio
CQP 202
(") El Laboratorio no se responsabiliza del muestreo ni de la procedencia de la muestra.

INFORME TECNICO N° 1452-17- LABICER Pégina 1 de 3

Av. Tupac Amaru 210 Lima 31, Perti. Teléfono directo LABICER: 382 0500. E-mail- otilia@uni.edu pe
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ANEXO 3

Figura 1. Colecta del Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” en

el distrito de Huacaschuque provincia Pallasca Ancash
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Figura 2. Obtencién del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Govaerts “panizara”, por el método de destilacién con arrastre de vapor de

agua
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Figura 3. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, por los métodos del
DPPHy ABTS




100

Figura 4. Halos de inhibicion producido por el aceite esencial de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, frente a Candida albicans




