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Glosario

Amictico: Que no puede ser fertilizado, aplicado a huevos partenogenéticos que dan lugar a
hembras.

Crustaceo: Clase de artropodos de respiracion branquial, con dos pares de antenas, el cuerpo
cubierto por un caparazon duro, la cabeza y el térax soldados formando cefalotérax, y las
patas dispuestas unas para la prension y otras para la locomocion.

Diapausa:  Periodo de  desarrollo  interrumpido en el ciclo vital
de embriones, larvas, pupas, insectos en el que el nivel de actividad fisiologica es muy bajo
pudiendo resistir condiciones externas muy desfavorables.

Dimorfismo sexual: Es la diferencia de formas y/o tamafios entre machos y hembras de una
misma especie. Se presenta en la mayoria de las especies, en mayor o menor grado.

Dosis letal 50: Es la dosis Unica gque, obtenida por estadistica, de una sustancia de la que
puede esperarse que produzca la muerte del 50% de los animales a los que se haya
administrado.

Endopodito: Rama interna del protopodito del apéndice de un crustéceo.

Estadio: Etapa o fase de un proceso, desarrollo o transformacion.

Exopodito: La rama exterior del protopodito del apéndice de un crustaceo.

Foliaceo: Relativo o parecido a las hojas de las plantas.

Larva: Animal en estado de desarrollo, cuando ha abandonado las cubiertas del huevo y es
capaz de nutrirse por si mismo, pero aun no ha adquirido la forma y la organizacién propia
de los adultos de su especie.

Maxilas: Pieza bucal de los crustaceos.

Metanaupli: Estado larvario méas largo del ciclo de vida de la Artemia.

Nauplio: Como se le conoce a la Artemia recién eclosionada.

Oviparo: Es un animal cuya modalidad de reproduccion incluye el depésito de huevos en el
medio externo donde completan su desarrollo antes de la eclosion.

Ovoviviparidad: es un tipo de desarrollo embrionario en el que el animal pone huevos, pero
estos permanecen dentro del cuerpo de la hembra hasta que el embrion estd completamente
desarrollado. La eclosion puede producirse inmediatamente antes del parto o inmediatamente
después de la puesta.

Partenogénesis: Modo de reproduccion de algunos animales y plantas, que consiste en la
formacion de un nuevo ser por division reiterada de células sexuales femeninas que no se
han unido previamente con gametos masculinos.

Protopodito: Parte basal del apéndice de un crustaceo.

Somita: Cada uno de los segmentos en que se divide el mesodermo del tronco del embrion.
Telopodito: Apéndice locomotor de los crustaceos.

Telson: Segmento terminal de un artrépodo, especialmente el impar de los crustaceos.
Toracdpodos: Segmentos que forman parte de la estructura del térax de los crustaceos.
Vitelo: Conjunto de sustancias de reserva contenidas en el huevo o cigoto de las que se
alimenta el embrion en las primeras fases de su desarrollo.
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1 Introduccién

Durante toda su historia los humanos han tenido una estrecha relacion con las plantas
aromaticas, pues desde nifios nos hemos familiarizado con sabores y olores particulares, que
siempre han formado parte de nuestras vidas. Historia que comienza recordandonos las
maltiples aplicaciones de aquellas sustancias con su aroma caracteristico.

El uso de las plantas arométicas data desde tiempos inmemoriales, que van desde la cultura
Mesopotamica, donde se encontraron piezas de equipos de destilacion de esencias, el uso del
tomillo por parte de los Egipcios para la elaboracion de cerveza, o hasta la época de aquellos
expedicionarios como Marco Polo y Coldn, quienes cada vez que pisaban tierras nuevas
descubrian especias raras con olores y fragancias riquisimas.

En la actualidad, el mercado mundial de los aceites esenciales ha experimentado un aumento,
como consecuencia del cambio de patrones en el consumo debido a la tendencia de la
utilizacién de productos naturales. Por consecuencia es que el estudio de los aceites
esenciales ha llamado la atencion de la ciencia, convirtiéndose asi en un area amplia de
investigacion y desarrollo, debido a la gran acogida que tienen dentro de la industria
farmacéutica, cosmética y de alimentos, entre otras.

En México el uso de aceites esenciales al igual que en el Mundo ha ido creciendo; debido a
la utilizacion de alternativas naturales contra padecimientos que en la actualidad nos aquejan;
como lo son cancer (el aceite esencial de Melisa officinalis L. mostro su actividad en cultivos
celulares Hep-2 de cancer de laringe), estrés entre otras, es por esto, que su uso es cada dia
mas frecuente, lo que lleva a estudiar su toxicidad, para asi evitar efectos no deseados (Can
& Buchbauer, 2010).

De acuerdo a lo anteriormente referido, es imprescindible establecer los efectos toxicos de
las drogas y sus principios activos, para ello se realizan estudios de toxicidad aguda,
subaguda y crénica sobre animales de experimentacion (Kuklinski, 2003).

Por lo anteriormente referido es que surge el interés de determinar la toxicidad aguda de los
aceites esenciales de cinco especias; las cuales son ampliamente utilizadas en la cocina
mexicana y ademas presentan una gran variedad de actividades farmacoldgicas, como:
antibacterial, antiviral, larvicida, moluscida, fungicida, antiséptico, espasmolitico y un
anestésico local entre otros (Arcila & Loarca, 2004), para poder inferir su probable actividad
citotoxica.

Dicha investigacion se llevo a cabo en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el
laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica (L-324) en Campo 1.




2 Marco tedrico
2.1 Aceites esenciales

2.1.1 Resefia histérica

La aparicion de las primeras civilizaciones y su preocupacién por la imagen y apariencia ante
los demas puede considerarse como detonante indirecto para la basqueda, el estudio y el
conocimiento de los aceites esenciales (AE). Los primeros testimonios escritos sobre AE
proceden de Egipto, China, India, Arabia, Persia y Grecia, en los que se demostraban los
sofisticados conocimientos y tradiciones que imperaban en el cultivo y los usos de hierbas y
especias (Loewenfeld & Back, 1980).

Una visidon mas “esotérica” de los aceites esenciales los define como la fuerza vital de la
planta, equivalente al espiritu o alma de los humanos.

La utilizacién de los aceites esenciales y el conocimiento de sus propiedades curativas se
remontan a las civilizaciones China y Egipcia y estan considerados como, una de las tantas
formas més antiguas de medicina y cosmética. A partir de la extraccién de los aceites
esenciales de plantas aromaticas, los egipcios hacian pomadas verdaderamente milagrosas,
también los utilizaban para embalsamar los muertos, para fines espirituales, medicinales y
cosmeéticos.

Los griegos también comprendian los efectos milagrosos del aroma de ciertas flores y
plantas. Adquirieron la mayor parte de sus conocimientos a través de los egipcios, que eran
excelentes conocedores de sus propiedades. EI medico Hipocrates, considerado padre de la
medicina, recomendaba muchas veces masajes con aceites esenciales y en sus escritos hace
referencia a un vasto nimero de plantas medicinales.

Los romanos y mas tarde los arabes, perfeccionarian los conocimientos adquiridos a traves
de las civilizaciones que los precedieron. En la civilizacion &rabe destaca la contribucion del
famoso medico alquimista Avicena, pionero en el método de la destilacion de plantas
medicinales con alambiques. A pesar de haber surgido otros métodos mas sofisticados, éste
sigue siendo mas utilizado y aconsejable para la obtencion de esencias.

Muchos siglos después, el conocimiento de los poderes curativos de las plantas empez6 a
perderse, pero su creencia se mantuvo dentro de los monasterios, entre los monjes que
preparaban, entre otras, soluciones antibacterianas que pretendian combatir las pestes que en
la época diezmaban las poblaciones (Diaz, 2007).

2.1.2 Definicion

Los términos aceite esencial (AE) o esencia son utilizados para referirse a las sustancias
liquidas, aromaéticas y volatiles, de caracteristicas lipofilicas. Estas sustancias son
sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios y pueden ser extraidas mediante
métodos fisicos como la destilacidn a vapor y la hidrodestilacion, y que llevan en si misma




la huella, olor y sabor, del material vegetal del que proceden; tienen un papel muy importante
en la proteccion de las plantas actuando como agentes antibacterianos, antivirales,
antifangicos e insecticidas (Bauer, Garbe, & Surburg, 2001).

Los AE poseen una composiciéon quimica compleja, aunque generalmente consisten en una
mezcla de un grupo heterogéneo de sustancias organicas: hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, etc., de peso molecular menor de 400 Da y presion de vapor
suficientemente alta para volatilizarse a temperatura ambiente; son derivadas del
metabolismo secundario (figura 1) de las plantas y asociadas 0 no a otros componentes
(Vargas & Bottia, 2008).

Los metabolitos secundarios volatiles tienen una distribucion restringida en la naturaleza, la
cual se limita a ciertas plantas llamadas “aromaticas”, en algunos casos, a solo algunas
especies 0 subespecies, por lo que son consideradas como una manifestacion individual del
organismo que las contiene y se les atribuye una gran variedad de funciones especificas, por
lo que éstos deben tener algin significado biolégico, ya que son biosintetizados y
biodegradados.

En la actualidad se conocen alrededor de 3000 AE, 300 de los cuales son comercialmente
importantes para la industria farmacéutica, sanitaria, cosmética y alimentaria. Los AE y/o
muchos de sus componentes son ampliamente usados en perfumeria, cosmética, en industria
farmacéutica, odontologia, agricultura, como aditivos en la industria alimentaria y como
remedios naturales. Por ejemplo, d- limoneno, acetato de geranilo o d-carvona, se utilizan en
perfumes, cremas, jabones, como aroma en productos quimicos de limpieza y como aditivos
en alimentacion. Ademas, el uso de mezclas de AE esta siendo ampliado en la actualidad con
fines terapéuticos y en aromaterapia (Hernandez, 2011).

2.1.3 Composicién quimica de los AE

Los AE son mezclas complejas que pueden contener mas 200 compuestos de diferentes
estructuras quimicas en concentraciones muy diferentes. Normalmente, sus propiedades son
atribuidas a dos o tres componentes mayoritarios (20-70%), que son los que determinan la
actividad bioldgica de los mismos.

La Figura 1 muestra de manera general las principales rutas biosintéticas que conforman el
metabolismo secundario. Entre los componentes principales de los aceites esenciales se
encuentran los terpenos formados por la ruta del mevalonato y del metileritritol fosfato y los
fenilpropanoides, a partir del &cido shikimico, a continuacion se presentan una resefia de
éstos.

2.1.3.1 Terpenos

Los terpenos estan formados por dos o mas unidades isoprenoides. Pueden ser moléculas
lineales o ciclicas, y algunos de ellos contienen estructuras de ambos tipos. Son sustancias
sintetizadas por las plantas a partir de metabolitos primarios a traves de dos rutas: la ruta del
acido mevalonico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan
para formar acido mevaldnico (MVA), que reacciona hasta formar isopentenil pirofosfato




(IPP); o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y también
genera IPP.
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Figura 1.Cuadro general del metabolismo secundario.
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El IPP y su isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) son los precursores biosintéticos de los
terpenos, dando lugar mediante reacciones de condensacion a: (E)-geranil pirofosfato,
precursor de monoterpenos, farnesil pirofosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos, Yy
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), que es precursor de diterpenos. La hidrdlisis de todos
éstos ésteres, junto con sucesivas isomerizaciones y reacciones intramoleculares, originan
toda la gama de estructuras terpénicas.

Dentro del grupo de los compuestos que contienen terpenos destacan: fitohormonas
(giberelinas y &cido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles
(ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicésidos) y AE,
proporcionando el aroma y el sabor caracteristico de las plantas. Otros compuestos como las
citoquininas y las clorofilas no son terpenos, pero contienen en su estructura una cadena
lateral que es un terpeno.

A la vista de esta variedad de compuestos, es evidente que muchos terpenos tienen un
importante valor fisiolégico y comercial. Los AE estan formados en su mayoria por
monoterpernos (Cio), constituyendo hasta un 90% de los AE. Los monoterpenos (C1o) son
frecuentes en familias de angiospermas como Apiaceae, Asteraceae, Laminaceae,
Myristaceae, Myrtaceae, Poaceae y Rubiaceae. En la Tabla 1 se encuentran las moléculas
mas representativas de este grupo.

Tabla 1. Monoterpenos mas frecuentes de los AE.
Hidrocarburos  Aciclicos: mirceno, ocimeno. Monociclicos: terpinenos, p-cimeno,
felandreno. Biciclicos: pinenos, 3-careno, canfeno, sabineno.

Alcoholes Aciclicos: geraniol, linalool, citronelol, lavandulol, nerol.
Monociclicos: a-terpineol, carveol. Biciclicos: borneol, fenchol,
crisantenol.
Cetonas Aciclicos: tegetona. Monociclicos: Mentonas, carvona, pulegona,

piperitona. Biciclico: alcanfor, fenchona, tujona, ombelulona,
pinocamfona, pinocarvona

Esteres Aciclicos: acetato de linalilo, acetato de citronelilo. Monociclicos:
Acetato de mentilo y a-terpinilo.

Eteres Aciclicos: 1,8- cineol, mentofurano.

Fenoles Timol, carvacrol.

Fuente: (Bruneton, 2001)

Los sesquiterpenos (Cis) estan formados por la union de tres unidades de isopreno. La
extension de la cadena aumenta el nimero de ciclaciones permitiendo una gran variedad de
estructuras. Su estructura y funcion es muy similar a la de los monoterpenos. Por regla
general, la mayoria de ellos presenta una union regular “cabeza-cola”. Al contar con una
unidad de isopreno mas que los monoterpenos, presentan una mayor plasticidad en su
construccion que se traduce en una mayor variabilidad estructural y funcional. Los
compuestos mas importantes se detallan en la Tabla 2.

Entre las plantas que contienen estos compuestos se encuentran: bergamota, alcaravea, apio,
eucalipto, lavanda, menta, naranja, mandarina, pimienta, pino, romero, lavanda, limon y
tomillo.




Tabla 2. Sesquiterpenos mas frecuentes de los AE.
Hidrocarburos  a-azuleno, B-bisaboleno, B-cariofileno, longifoleno, curcumenos, -
farneseno, zingibireno.
Cetonas [-cuparenona, aristolona.

Fuente: (Bruneton, 2001)
Los diterpenos (Cz0) son compuestos con 4 unidades de isopreno. Presentan mayor peso

molecular y menor volatilidad que monoterpenos y sequiterpenos, generalmente, son los
compuestos residuales después de una destilacion por arrastre de vapor.

2.1.3.1.1 Otros componentes aromaticos
Los fenilpropanoides son compuestos derivados de la ruta del acido shikimico, via acido
cindmico y se encuentran en menor proporcion que los monoterpenos. Entre ellos destacan

los compuestos contenidos en la Tabla 3.

Tabla 3. Otros componentes aromaticos presentes en los AE.

Aldehidos Cinamaldehido.
Alcoholes Alcohol cinamilico.
Fenoles Chavicol, eugenol.
Metoxiderivados Anetol, elemicina, estragol, metileugenol.

Fuente: (Bruneton, 2001)

Entre las principales fuentes naturales de estos compuestos se encuentran las siguientes
plantas: anis, canela, clavo, apio, nuez moscada, perejil, anis estrella, estragon y algunas
familias botanicas como: Apiaceae, Laminaceae, Myrtaceae, Rutaceae. También pertenecen
a este grupo componentes nitrogenados o sulfurados como glucosinolatos o derivados de
isotiocianatos que son caracteristicos del metabolismo secundario de distintas especies de la
familia Brasicaceae o cruciferas a ésta pertenecen el brocoli, coles de Bruselas, coliflor, col
morada, col rizada, colinabo, hojas de mostaza, nabo, berro y aceites de mostaza (Hernandez,
2011).

2.1.4 Factores que influyen en la composicién quimica de los AE

Respecto a la formacidn y evolucidn de los aceites esenciales en las plantas es necesario tener
en cuenta algunos factores que pueden afectar la composicion quimica de las esencias de
manera cualitativa y cuantitativa, entre ellos, se pueden destacar los siguientes (Bruneton,
2001):

a) El origen botanico (la especie y la raza quimica de las que proceden).

b) Condiciones geobotanicas: clima, altitud, tipo de suelo, pluviosidad.

c) Elciclo del vegetal y estado de desarrollo fenoldgico de la planta (la composicién y
proporcién varia segun la fase del ciclo vegetativo).

d) Labores de cultivo: uso de fertilizantes, abonos y pesticidas.

e) Epoca de recoleccion.




f) Modo de almacenamiento y manejo del material vegetal: fresco, seco, fermentado,
tratamiento poscosecha.
g) Metodo de obtencion del aceite: destilacion, expresion o enfleurage.

2.1.5 Fuentesy ubicacion de los AE en la planta

Los aceites esenciales se acumulan en estructuras secretoras especializadas ubicadas en
diferentes partes de la anatomia de las plantas, ejemplo: hojas, flores, tallos, raices, corteza,
frutos y semillas (Bruneton, 2001).

2.1.6 Control de calidad de los aceites esenciales

Dentro de todos los niveles de la cadena productiva de aceites esenciales, el primer control
que se realiza, es el de los parametros organolépticos. Esta prueba se realiza para saber si el
aceite esencial presenta adulteracion, como la dilucién.

En la tabla 4, se observan los principales criterios utilizados en el control de calidad de los
aceites esenciales.

Tabla 4.Criterios utilizados para el control de calidad de los aceites esenciales.
Caracteristicas organolépticas e Olor
Color
Densidad
Miscibilidad en etanol
Indice de refraccion
Poder rotatorio
indice de acidez
indice de fenoles
indice de éster
Determinacion de aldehidos y cetonas
Cuantificacion de los componentes
principales
e Anadlisis por cromatografia de gases
(GC-MS,GC)
Caracteristicas espectroscopicas e Ultravioleta
e Infrarrojo

e RMN
Fuente: (Bruneton, 2001)

Determinaciones fisicas

Indices quimicos

Caracteristicas cromatograficas

2.1.7 Usos de los aceites esenciales

El tipo de aceites esenciales y su calidad, determinan en qué producto final sera incorporado.
Los aceites esenciales son ampliamente utilizados como materia prima en diferentes tipos de
industria, por ejemplo: cosmética, alimenticia, bebidas, textil, etc., mientras que otras
industrias pueden usar productos aislados de esencias, como es el caso de la industria
farmacéutica.




La tabla 5 proporciona una vision general del uso de aceites esenciales en las diferentes ramas
de consumo.

Tabla 5. Aplicaciones de los aceites esenciales a nivel industrial.
Industrias Aplicaciones
Alimenticia Salsas
Condimentos
Bebidas refrescantes
Alimentos procesados y enlatados
Licorera Aperitivos
Saborizantes
Cosmeética Perfumes
Dentifricos
Cremas, lociones
Farmacéutica Veterinaria
Antisépticos
Analgésicos
Aromaterapia
Homeopatia
Uso domestico Desodorantes
Desinfectantes de ambiente
Jabones
Agroquimica Insecticidas
Aleloguimicos
Textil Elaboracion de enmascaradores de olores
Tratamiento con mordientes después de
tefir
Petroquimica y mineria Utiliza esencias o terpenos derivados de
ellas como vehiculos flotantes y lubricantes
Pinturas Enmascaradores de olores
Disolvente biodegradable
Quimica fina Precursores quimicos, ejemplos: citral,
safrol, trementina
Fuente: (Diaz, 2007)

2.1.8 Métodos de extraccion de los aceites esenciales

Los AE constituyen la fraccion volatil de los principios activos contenidos en una planta, y
se obtienen mediante diferentes técnicas de extraccion: prensado, destilacidn por arrastre de
vapor, extraccion con disolventes volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos
(Rodriguez, Alcaraz, & Real, 2012).

Dentro de las préacticas existen tres métodos que son los mas utilizados tanto a nivel
industrial, como en el laboratorio y dependen del grado de contacto entre el material vegetal
y el agua, estos son: la hidrodestilacion, destilacién con agua/vapor y destilacién por arrastre
con vapor (Diaz, 2007).




2.1.8.1 Hidrodestilacién (HD)

El material vegetal se sumerge en el agua. La HD consiste en llevar a estado de ebullicion el
agua, que penetra los tejidos de la planta y libera una parte del aceite esencial presente en las
estructuras contenedoras; esta disolucion acuosa, se difunde a través de las membranas de las
células y el aceite se vaporiza inmediatamente desde la superficie. Este proceso continta
hasta que se remueve todo el aceite contenido en las glandulas de la planta, de tal manera,
que los vapores generados puedan ser condensados y colectados (Rodriguez, Alcaraz, &
Real, 2012).

2.1.8.2 Destilacion con agua/vapor

Es un método mejorado, donde la carga (el material vegetal) se coloca sobre una malla que
sirve como un fondo falso y no permite el contacto directo con el agua. Una vez iniciado el
proceso, el agua dentro del alambique se lleva hasta ebullicion y el vapor generado in situ
pasa a través del material vegetal. Consecuentemente, se evita que el material vegetal se
gueme ya que la cAmara de agua lo protege del calentamiento directo. Es importante que el
vapor de agua generado pase a través de la carga uniformemente para garantizar la extraccion
total de la esencia.

2.1.8.3 Destilacion por arrastre con vapor

Es el método més usado a nivel industrial, permite obtener aceites esenciales con buenos
rendimientos y ademas, se pueden procesar grandes cantidades de material vegetal. Este
método es una destilacion que se define como la separacion de componentes de una mezcla
de 2 0 més liquidos por medio de la diferencia de su presion de vapor (Vargas & Bottia,
2008).

2.1.9 Otros métodos de extraccion de AE
2.1.9.1 Prensado

El material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el aceite y éste es recolectado
y filtrado. Este método es utilizado para la extraccion de esencias citricas.

2.1.9.2 Extraccién con disolventes volatiles

La muestra seca y molida se pone en contacto con disolventes como alcohol o cloroformo.
Estos compuestos solubilizan el aceite esencial, pero también extraen otras sustancias como
grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio,
pues a nivel industrial resulta costoso por el alto valor comercial de los disolventes y porque
se obtienen esencias mezcladas con otras sustancias.




2.1.9.3 Enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) se pone en contacto con una grasa. La esencia es
solubilizada en la grasa que actia como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una
mezcla (el concreto) de aceite esencial y grasa la cual es separada posteriormente por otros
medios fisico-quimicos. En general, se recurre al agregado de alcohol caliente a la mezcla 'y
su posterior enfriamiento para separar la grasa (insoluble) y el extracto aromaético (absoluto).
Esta técnica es empleada para la obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.),
pero su bajo rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la hacen costosa.

2.1.9.4 Con fluidos supercriticos

Esta técnica es de desarrollo reciente. EI material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado
o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular a traves de la
muestra un fluido en estado supercritico (por ejemplo CO). Las esencias son asi
solubilizadas y arrastradas mientras que el fluido supercritico, que actia como disolvente
extractor, se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura
ambiente. Finalmente, se obtiene una esencia cuyo grado de pureza depende de las
condiciones de extraccion. Este procedimiento presenta varias ventajas: alto rendimiento,
facil eliminacidn del disolvente (que ademas se puede reciclar), no se alteran las propiedades
quimicas de la esencia por las bajas temperaturas utilizadas para su extraccion. Sin embargo
el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y
sistemas de extraccion también resistentes a las altas presiones (Rodriguez, Alcaraz, & Real,
2012).

2.1.10 Toxicidad de los aceites esenciales

Si bien su aplicacion alimentaria y terapéutica es cada vez mas amplia, no hay que omitir que
existen aceites esenciales cuyo uso inadecuado puede resultar toxico para el organismo. Al
igual que sucede con la actividad antimicrobiana, la toxicidad de los aceites esenciales puede
variar en funcion de su quimiotipo. Ingeridos por via oral en dosis muy altas los aceites
esenciales de eucalipto, clavo, canela y nuez moscada pueden ocasionar cuadros de depresién
generalizada en el SNC. Se han descrito asi mismo, efectos narcoticos y estupefacientes para
el comino, cilantro, eucalipto, nuez moscada y tomillo.

2.2 Ensayos de actividad bioldgica

Los bioensayos son por definicion, pruebas en las que se usan organismos vivos para detectar
0 medir la presencia y efectos de una 0 mas substancias toxicas, asi como, determinar el
limite de tolerancia de dichas substancias con respecto a los organismos.

Los ensayos biologicos son herramientas de diagnéstico adecuadas para determinar el efecto
de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales
especificas y controladas (Ortufio, Sosa, & Giles, 2009).
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2.2.1 Clasificacion de los diferentes bioensayos que existen:

Tipos de bioensayos por el tiempo de duracion
v Bioensayos de corta duracion
v" Bioensayos de duracion intermedia
v Bioensayos de larga duracion

Tipos de bioensayos por sus efectos
v' Bioensayos de toxicidad aguda
v Bioensayos de toxicidad cronica

Tipos de bioensayos por la aplicacion de sus tratamientos

v Bioensayos estaticos
v' Bioensayos con renovacion periodica

2.2.2 Requisitos para seleccionar la especie util para desarrollar un bioensayo

Para la realizacion de los bioensayos es importante determinar la especie o grupo de especies
utiles para desarrollar estas pruebas; para cumplir con este requisito se indaga sobre algunos
aspectos de la biologia béasica de los organismos (nutricion, ciclo de vida, condiciones
Optimas de cultivo y manejo). Puesto que, es esencial reunir informacion acerca de los
diferentes aspectos de la fisiologia de las especies potencialmente aptas para tal fin, los
bioensayos deben ser simples, rapidos, reproducibles y economicos (Castro Piedrahita &
Alzate Zuluaga, 2008).

Los tipos de especies para realizar un bioensayo, pueden ser clasificados en 5 grandes grupos:

1. Organismos bajos en la escala evolutiva.

2. Sistemas subcelulares aislados: enzimas, receptores, organelos.
3. Cultivo de células de origen animal o humano.

4. Organos aislados de vertebrados.

5. Animales enteros.

2.2.3 Bioensayos de toxicidad aguda en Artemia franciscana

La realizacion del bioensayo de toxicidad aguda, tiene por objeto clasificar las sustancias de
acuerdo con su grado de toxicidad. En este sentido, pese al avance en los conocimientos
toxicoldgicos y la mayor frecuencia de intoxicaciones cronicas, es considerada la CLsg, como
un indicativo clave en ciertas legislaciones, para determinar la capacidad toxica de muchas
sustancias razon por la cual, es necesario garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de
dichos estudios, por lo tanto, la eleccidn del organismo indicador es de mucha importancia,
razon por la cual, para este ensayo fue empleada la especie Artemia franciscana, que gracias
a sus condiciones fisioldgicas y de desarrollo, favorece su uso en estudios de toxicidad aguda.

Aungue inicialmente la Artemia franciscana era utilizada en ensayos de toxicidad que
involucraban compuestos bioactivos de extractos de plantas, hoy en dia podemos ver
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extendido su uso a otros ensayos que buscan detectar la toxicidad de: nuevos productos
naturales, metabolitos tdxicos producidos por hongos, complejos metalicos, pesticidas,
hidrocarburos e incluso, sobre algunos materiales de restauracion dental (Pacheco, 2011).

2.3 Artemia franciscana

La Artemia pertenece a un grupo de crustaceos que ha habitado la Tierra por 300 millones de
afnos y ha sido un importante eslabon en la cadena alimenticia desde entonces. El “camaréon
de salmuera” tal cual como lo indica su nombre, no es un habitante directo del mar sino de
salinas. Este pequefio camaron es utilizado comercialmente como alimento en la cria de peces
y crustaceos, también ha sido usado durante afios como modelo para realizar investigaciones
en disciplinas béasicas y/o aplicadas, en el analisis de residuos de pesticidas y micotoxinas,
entre otras, (Castro & Alzate, 2008).

2.3.1 Taxonomia
Las principales categorias taxonémicas del crustaceo Artemia se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Principales categorias taxonomicas de Artemia.
Categoria Taxonomica Nombre

Phylum Arthropoda
Clase Crustacea
Subclase Branchiopoda
Super Orden Anostraca
Familia Artemiidae
Género Artemia

Fuente: (Vinatea, 1997)
Las especies que existen en la actualidad son:

Artemia franciscana Kellogg, 1906 (América)

A. Tunisiana Bowen-Sterling, 1978 (Europa, Africa)

A. urmania Gunther, 1900 (Iran)

A. monica Verril, 1869 (Mono Lake, USA)

A. persimillis Piccinelli-Prosdocimi, 1968 (Argentina)

A. parthenogenetica Bowen-Sterling, 1978 (Eurasia, Africa y Oceania)
A. sinensis (China)

Es preciso destacar, que existen dudas en cuanto a la clasificacion sistematica de esta ultima
especie. Muchos autores prefieren no considerarla como tal, ya que otras especies de Artemia
(sobre todo las poliploides) presentan reproduccion partenogenética. Por otro lado, se
recomienda que el binomio Artemia salina, (Linnaeus, 1758) no sea méas usado, pues esta
especie parece que se extinguio, en Inglaterra en el siglo pasado, (Vinatea, 1997).
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2.3.2 Distribucion geografica

Hasta el momento se han identificado méas de 350 biotipos naturales de Artemia, los cuales
se encuentran dispersos en los cinco continentes. El viento y las aves acuaticas son
considerados los vectores mas importantes de dispersion. Sin embargo, hasta hace poco
tiempo, el hombre ha sido responsable de inoculaciones en diversos lugares, con la finalidad
de mejorar la calidad y la cantidad de la produccion de sal, asi como para fines de acuicultura.

La distribucién de Artemia se limita a biotipos donde la salinidad es lo suficientemente alta
(generalmente superior a 100% = 100 g.L™") para mantener el medio exento de predadores,
principalmente peces eurihalinos. La biogeografia de Artemia esta intimamente relacionada
con los diferentes tipos de clima.

2.3.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Artemia es relativamente corto. Sus individuos pueden vivir durante 2-4
meses, segun la especie y pueden alcanzar la madurez sexual en apenas dos semanas cuando
la temperatura ambiental supera los 25 °C; o de 1-2 meses, cuando las temperaturas son bajas.
Inician su ciclo vital a partir del estadio de nauplio o primera fase larvaria, que puede
obtenerse de un quiste, cuando el modo reproductivo de la hembra es oviparo, o directamente
de la hembra, cuando el modo reproductivo es ovoviviparo (Figura 3).

A lo largo del ciclo de vida de la Artemia se pueden distinguir claramente cuatro etapas
morfologicas de desarrollo:

Nauplio
Metanauplio
Pre-adulto
Adulto

La fase de nauplio corresponde a la larva recién nacida; esta larva se caracteriza por presentar
gran cantidad de reservas (lipidos, carbohidratos y pigmentos) en el cuerpo. Existen dos sub-
etapas en esta fase: nauplio 1 y nauplio 2. El nauplio 1 es la larva recién nacida que ya
presenta actividad natatoria. Tiene una coloracidn naranja caracteristica del vitelo. La boca
y el ano no son funcionales todavia, por lo que no existe ingesta de alimentacion exdgena.
En la base interna de la mandibula (que en este estadio tiene funcién natatoria) se encuentra
una estructura llamada seda gnatobasal (gnathobasensetae), que se presenta pequefia y sin
ramificaciones. Este sub-etapa dura aproximadamente 8 horas. El nauplio 2 se caracteriza
por el inicio de la actividad alimenticia exdgena debido a que el tracto digestivo ya es
funcional. La seda gnatobasal se torna un poco mas larga y se rodea de pequefias sedas
periféricas. Esta fase dura de 15 a 20 horas (Castro & Gallardo, 1993).

Las etapas metanaupliares forman el periodo mas largo de desarrollo larvario de este
crustaceo. En este periodo se realiza la segmentacion corporal, el desarrollo de los 11 pares
de toracépodos, y la diferenciacion de las estructuras organicas en general.
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En la fase pre-adulto, se comienza a manifestar un dimorfismo sexual, especificamente por
la forma y funcidn que adoptan las antenas. Poco después de que se completa el desarrollo
de los once pares de toracdpodos, la Artemia modifica la forma de sus antenas. En los machos
éstas se hipertrofian en forma de tenazas, que serviran para asirse a la hembra durante la
realizacion del acto pre-copulativo. En las hembras las antenas conservan forma y tamafio
reducido con funcion sensorial. En esta fase, el desarrollo de antenas es el Unico caracter
macroscopico que evidencia la aparicion del dimorfismo sexual.

En la etapa adulta se manifiesta un evidente dimorfismo sexual, debido a que alcanzan la
madurez sexual, hecho que puede ser advertido por la adopcion del comportamiento pre-
copulativo, cuando el macho agarra fuertemente al ovisaco de la hembra y ambos individuos
nadan siempre juntos. Una hembra adulta es capaz de producir mas de 200 dvulos cada cinco
dias durante un mes. La desova de nauplios o quistes dependera del modo reproductivo
adoptado por la hembra, de acuerdo con las condiciones favorables o desfavorables del medio
(Vinatea, 1997).

2.3.4 Morfologia

Los adultos de Artemia poseen un cuerpo alargado, claramente segmentado, plano y de
formato oval. Los individuos desarrollados llegan a medir un promedio de 10 mm y pesar 1
mg (peso vivo) aproximadamente. Presentan dimorfismo sexual marcado (cepas bisexuales):
las hembras siempre son de mayor tamafio que los machos (fotografia 1). Su cuerpo esta
dividido en tres partes bien caracterizadas: cabeza, térax y abdomen.

Fotografia 1. Artemia hembra.
Fotografia tomada en el laboratorio Farmacognosia y Fitoquimica de la FES-
Cuautitlan L-324 Campo 1; por Alejandra Sanchez (2013).
Fotografia ganadora del primer concurso de fotografia cientifica en la FESC.
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La cabeza esta formada por cinco segmentos fusionados. En los dos anteriores se encuentran
los ojos compuestos pedunculados laterales, el ocelo medio, las anténulas y las antenas. Las
anténulas son filiformes y se localizan en la region dorsal. Las antenas de los machos son
grandes y presentan una compleja estructura muscular y nerviosa (fotografia 2). Los tres
segmentos fusionados restantes, contienen: la boca, las mandibulas, dos pares de maxilas y
un labrum o labio superior de la boca.

Fotografia 2. Artemia macho.
Fotografia tomada en el laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica de la FES
Cuautitlan L-324 Campo 1; por Alejandra Sanchez (2013).

La region toracica (tronco) esta formada por 11 segmentos, cada uno con un par de apéndices
foliaceos (filopodos o toracopodos) idénticos pero de diferente tamafio en funcién de su
insercion al térax. Cada una de las extremidades posee varios procesos: a lo largo del margen
extremo superior de cada apéndice hay tres exopoditos provistos de un integumento muy
delgado, sacciformes y estan provistos de una abundante irrigacién vascular, dado que
cumplen el papel de branquias. EI margen interno de los torac6podos, esta compuesto de
cinco endopoditos, con gran superficie, para cumplir con la funcién natatoria. EI I6bulo mas
interno del toracopodo corresponde al telopodito, que se encuentra revestido por largas sedas,
a fin de poder filtrar las particulas alimenticias. En la region del torax se encuentra el surco
torécico, que tiene como finalidad canalizar hacia la boca la corriente de agua cargada de
particulas alimenticias. Creada por el movimiento sincronizado de los toracopodos.
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El abdomen no presenta extremidades y consiste en ocho segmentos. Los dos primeros se
fusionan para formar el segmento genital o somita sexual donde ir&n a implantarse el ovisaco
de las hembras y los hemipenes de los machos. EI abdomen presenta un telson que termina
en una furca caudal con sedas esparcidas. En la mitad de las dos ramas o cercopoditos de la
furca, se abre el ano.

2.3.5 Alimentacion

Artemia es un crustaceo filtrador pasivo que basa su alimentacion en la captura de bacterias,
algas unicelulares, pequefios protozoos y detritos del medio en que vive, lo que lleva a cabo
mediante el batido ritmico de sus apéndices, ya que los telopoditos de los toracépodos actuan
como aparato filtrador. Estos movimientos crean dos corrientes en direcciones opuestas: anal
y oral; la segunda de las cuales conduce al alimento hasta la boca del animal. Este mecanismo
es evidente en las formas adultas de Artemia. Las formas naupliares se nutren de las reservas
vitelinas acumuladas en el llamado “6rgano nucal”, hasta el estadio Il, a partir de entonces el
alimento es capturado por filtracion mediante las segundas antenas. A medida que los
telopoditos de los filopodos se van desarrollando paulatinamente, se incorporan a estas
funciones (Ruiz Pérez, 2008).

2.3.6  Reproduccion

El género Artemia presenta dos tipos de reproduccién: sexual y partenogenica, que son
totalmente excluyentes. La madurez gonadal coincide generalmente con la aparicion del
comportamiento precopulativo. La fecundacion de los huevos se realiza cuando el macho
Artemia, en pocos segundos, curva su abdomen en direccién ventral a fin de introducir uno
de sus hemipenes en la abertura uterina de la hembra. Los espermatozoides ingresantes
fecundan los 6vulos maduros que se encuentran alojados en el interior del ovisaco. En las
especies con reproduccion partenogenética, la fertilizacion no se lleva acabo debido a la
ausencia de especimenes machos. Se trata de una reproduccion amictica. Tanto en la
reproduccion partenogenica, como en la sexual, pueden existir dos modos reproductivos
diferentes: el oviparo y el ovoviviparo (figura 2).

El modo reproductivo oviparo se caracteriza por la formacion de quistes, mal llamados
“huevos”, ya que en realidad se trata de embriones en desarrollo suspendido, en estado latente
(diapausa). La oviparidad se manifiesta cuando las condiciones ambientales no son
favorables para los animales, lo cual suele darse, cuando las concentraciones de oxigeno
disuelto son muy bajas, situacién caracteristica de los ambientes de elevada salinidad o con
gran cantidad de materia organica en suspension. Al darse esta situacion, el embrion se
desarrolla solamente hasta la fase de gastrula, momento en el que se rodea de una delgada
cascara de naturaleza lipoproteica (hematina) denominada corion, producida por las
secreciones de la glandula de la cascara que se encuentra en la base del ovisaco de las
hembras.

La oviparidad esta relacionada con la sintesis de hemoglobina, cuya concentracion aumenta
frente a situaciones de baja concentracion de oxigeno disuelto. Por otro lado, si el animal
consume un alimento rico en hierro (microalgas por ejemplo) la hematina, un compuesto
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derivado de la hemoglobina, sera rapidamente producida por la referida glandula. La
hematina es responsable del caracteristico color marrén oscuro de los quistes y, entre otros
objetivos, este compuesto tiene la finalidad de proteger al embrion enquistado de las

radiaciones ultravioleta.

Baja concentracién de Oxigeno, escasez de
alimento, disponﬂilidarl de hierro para
sintetizar hemoglobina y hematina

Oviparidad= puesta de quistes

Alta concentracién de oxigeno,
abundancia de alimento, salinidades
relativamente bajas

OVISACOS DE HEMBRAS MADURAS

Figura 2. Modos reproductivos de Artemia.

Fuente: (Vinatea, 1997)

Fotografias tomadas en el laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica de la FES
Cuautitldn L-324 Campo 1; por Alejandra Sanchez (2013).

El modo reproductivo ovoviviparo consiste en la produccion directa de nauplios sin la
necesidad de pasar antes por el proceso de enquistamiento. Este modo reproductivo se da
generalmente cuando la hembra no esta expuesta a condiciones estresantes, es decir, cuando
el ambiente goza de un alto tenor de oxigeno disuelto y abundante alimento, lo que se da en
salinidades inferiores a 100% (figura 2). En estas circunstancias, Artemia no necesita grandes
cantidades de hemoglobina para captar oxigeno del medio, por lo tanto, la glandula de la
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cascara se encontrara inactiva (fase blanca), con lo que no se facilita la produccién de
substancias necesarias para la informacion del corion (Vinatea, 1997).

2.3.7 Parametros para la eclosion y el mantenimiento de Artemia franciscana en el
laboratorio

Debido a la gran demanda de Artemia franciscana que existe en el mercado de la acuicultura,
es relativamente facil la consecucion de los quistes por medios comerciales. De igual forma
existen algunos laboratorios con cultivos de los mismos e incluso pueden obtenerse
directamente del medio natural, siempre y cuando provengan de aguas con buena calidad y
retiradas de la orilla.

La FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion) en su
“Manual para el cultivo y uso de Artemia en acuicultura”, propone ciertos parametros criticos
para una eclosion 6ptima y mantenimiento de la especie, los cuales han sido basados en la
experiencia recogida a través de una extensa revision bibliogréfica (Pacheco, 2011).

A simple vista parece facil eclosionar quistes de Artemia, pero resulta importante considerar
los factores que intervienen:

pH

El pH es un factor fisicoquimico importante tanto para la eficiencia de eclosion como para la
sobrevivencia de los nauplios; ya que cuando éstos salen de la céscara, entran en contacto
con el medio a traves de su membrana de eclosion y empieza la osmorregulacion iénica.

Asi, para tener un éptimo desarrollo de los nauplios libre nadadores, se requiere que el pH
sea similar al medio marino, o sea que debe tener valores entre 8 y 9.

Oxigeno

El metabolismo de los carbohidratos es un fenémeno aeroébico, por lo tanto la presencia de
oxigeno es importante. La Artemia tiene un rango amplio de concentraciones de oxigeno, que
va desde la saturacion, hasta 2 ppm, que es la minima concentracién en que puede vivir.

Para obtener una méxima eclosion, se considera necesario mantener un nivel de oxigeno, por
arriba de 2mg/L. Bajo condiciones de hidratacion y buena oxigenacion, se desencadena el
metabolismo de los quistes, pero cuando se deja de oxigenar, éste se suspende y el proceso
es reversible, de manera que si se vuelve a oxigenar continia el metabolismo y asi
sucesivamente. Experimentalmente se ha demostrado que se requieren 18 horas acumuladas
de oxigenacion para que ocurra la eclosion.

Iluminacidn

La luz es un factor indispensable para que se realice la eclosion, se ha observado que los
quistes, una vez hidratados, requieren cuando menos 1 hora de luz, que sirve como fuente de
energia para llegar a la eclosion. Los requerimientos de luz varian de una cepa a otra, y esto
se explica por la diferencia en el grosor del corion, dado por la cantidad de hematina que

( 1
| 18 )



contiene; lo cual, a su vez, determina la mayor o menor transparencia de dicha cubierta. Una
iluminacién continua de alrededor de 2000 lux, sobre la superficie del agua del estangue,
promete resultados 6ptimos en la eclosion.

Densidad

Se recomienda una densidad de 5 gramos de quistes por litro, cuanto mayor sea la densidad
de quistes, colocados en un recipiente para la eclosion, se requerira una mayor cantidad de
oxigeno, de manera que si se agregan de 10-20g/L, para suministrar la cantidad necesaria de
oxigeno, se requerird aplicar una aireacion tan fuerte, que los quistes se dafiarian fisicamente.

Humedad

De acuerdo con Castro Barrera y Gallardo Romero (1993), el porcentaje de humedad que
deben de tener los quistes para que sean viables debe ser menor al 10% (Castro & Gallardo,
1993), (Vinatea, 1997).

2.3.8 Laimportancia del bioensayo de Artemia en las investigaciones.

Actualmente, el bioensayo de Artemia se utiliza para una variedad de objetivos tales como:
Investigacion de la fuente de toxicidad en mezclas de sustancias quimicas y muestras
ambientales, tamizaje de toxicidad aguda de sustancias quimicas, deteccion de toxinas

naturales en comestibles y farmacéuticos, estudios de modelos de accion toxica de sustancias,
y estudios de la transferencia tréfica de contaminantes.

2.4 Clavo

Figura 3. Flores de clavo.
Fuente: (CONABIO, 2014)
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2.4.1 Sinonimia popular

Clavo de olor o clavo de especias

2.4.2 Sindnima boténica

Caryophyllus aromaticus L., Jambosa caryophyllus, Eugenia caryophyllus.

2.4.3 Taxonomia
Tabla 7. Clasificacion taxondmica del clavo.

Categoria taxonémica Nombre
Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales

Familia Myrtaceae

Genero Syzygium

Especie Syzygium aromaticum

Fuente: (Hernandez, 2011)
2.4.4 Descripcion botanica

Flores y frutos: poseen pediculos pequefios, el tabulo del caliz consiste en una estructura
cilindricade 1 a 1.5 cm de largo, hay 4 pétalos. El fruto mide de 2 a 2.5 cm de largo y posee
una semilla; son globosos, de color rosa 0 amarillentos y tienen un aroma agradable (UNAM,
2013).

Hojas, tallo y raiz: es un éarbol perenne que alcanza los 20 m de altura con forma piramidal,
el diametro del tronco es de 40 cm, se encuentran las ramas alrededor. Las hojas miden de 9
a 12 cm de largo y 3.5 cm de ancho, son verde-oscuro en el anverso y verde-amarillento en
el reverso, lustrosas y muy puntiagudas, poseen formas desde elipticas hasta lanceoladas.

2.4.5 Distribucion
Syzygium aromaticum, Zanzibar (parte de Tanzania) es desde hace tiempo el principal

productor de clavo, aunque el arbol también se cultiva en Jamaica, Sri Lanka, Malasia e
Indonesia (Islas Molucas). (Reader's, 1987)

2.4.6 Habitat
El clavo de olor es nativo de las islas Molucas y de la regién sur de las Filipinas, se cultiva

en estos sitios y muchas zonas y tropicales como: islas del este de Africa (Zanzibar y Pempa),
Madagascar, Malasia, Tanzania, Sri Lanka y algunos paises del sur de América (Brasil).
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2.4.7 Usos

Alimentario: las flores cerradas y desecadas o clavos aromaticos se utilizan
como condimento, enteros o molidos, para elaborar adobos y salsas. Como especia, se utiliza
abundantemente para curris, en Indonesia se consume en forma de cigarrillos 'kretek’.

Medicinal: como fitomedicamento de uso tdpico se indica para el tratamiento de pequefias
heridas, como analgesico (cefaleas, dolores dentales), para colutorios y enjuagues de higiene
bucal; por via oral en el tratamiento sintomatico de trastornos digestivos diversos.

El eugenol es un potente inhibidor de la agregacién plaquetaria, durante mucho tiempo lo
han empleado los cirujanos dentales en medicacion intracanalar, pero puede originar lesiones
histolégicas sobre tejidos vivos; tiene propiedades anestésicas locales al inhibir la
conduccion nerviosa, también es antiinflamatorio (inhibe la sintesis de prostaglandinas), a
concentraciones bajas es bactericida. Forma parte de formulaciones de disoluciones para
enjuagues bucales y pomadas.

2.4.8 Composicién quimica del aceite esencial de clavo (AEC)

El AEC estd formado por una gran variedad de compuestos. Su composicion varia
dependiendo de su procedencia. Entre sus componentes destaca eugenol (figura 4) (49-98%)
como compuesto mayoritario, B-cariofileno (figura 5) (4-21%) y acetato de eugenilo (figura
6) (0,5-21%). Ademas también se pueden encontrar pequefias cantidades de a-humuleno y
trazas (< 1%) de otros 25 a 35 constituyentes (Hernandez, 2011).

OH
OCH;

OCH;

Figura 5. B-cariofileno.

Figura 4. Eugenol. Figura 6. Acetato de

Eugenilo.

2.49 Usos de AEC

El AEC es usado como antiseptico, antibacterial, fungicida, antiviral, espasmolitico y
anestésico local. El aceite presenta una accién estimulante del apetito y la digestion; dichas
propiedades se deben probablemente a la presencia del eugenol en su composicion quimica.
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2.5 Epazote

Fotografia 3. Planta de epazote.
Fotografia tomada por la profesora Brigida del Carmen Camacho Enriquez (2014).

2.5.1 Sinonimia popular

Epazotl (nahuatl): hierba olorosa; cuitlazotl (ndhuatl); vara de estiércol. Ep'azot, epazote
blanco, epazote de zorrillo, epazote morado, epazote verde, n'ai, podeey, shtakala-kajui,
yepazotli; Chiapas: kak'an, kajk'an, kaka'an(tzeltal), koko “on, kokono' (tzotzil); Estado de
México: chimi (mazahua); Michoacén: kuatsitasi (purhépecha); Nayarit:cu cu (cora), pasich
(tepehuano); Puebla: alskini (tepehua), xkejet (totonaco); San Luis Potosi: tijson(tenek)
(UNAM, 2013).

2.5.2 Sinonimia boténica.

Chenopodium ambrosioides L; Chenopodium antihelmintium L.; Atriplex ambrosioides
Crantz; Chenopodium obovatum Mog. ; Botrys anthelmintica Nieuwl (UNAM, 2013).

2.5.3 Taxonomia
Tabla 8. Clasificacion Taxonémica del epazote.

Categoria taxonémica Nombre

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida

Familia Chenopodiaceae

Genero Chenopodium

Especie Chenipodium ambrosioides L.

Fuente: (Le6n V., 2005)
2.5.4 Descripcion botanica

Hierba que dura todo el afio de hasta 1 m de altura. Los tallos son erguidos y pueden ser
simples o ramificados. Sus hojas son aromaticas con bordes de curvas anchas e irregulares
de color verde o purpura y en forma de lanza. Tiene flores pequefias, verdes, creciendo en
racimos delgados, con semillas negras y pequefias.
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2.5.5 Distribucién

Planta nativa de las zonas tropicales de América, se encuentra en abundancia en casi todo
nuestro pais, Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado
de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan (Villasefior R.
& Espinosa, 1998).

2.5.6 Habitat

Es originario de Ameérica, y estd adaptado a distintos habitats de clima célido, semicalido,
semiseco y templado. Hierba silvestre o cultivada, crece en terrenos de cultivo abandonados
a las orillas de los caminos; asociada a bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio y
perennifolio; asi como a bosques espinoso, mesofilo de montafia, de encino, de pino, mixto
de encino-pino, bosque de junipero y pastizal de zona templada.

2.5.7 Usos

Las infusiones de hojas y flores son utilizadas, entre otros, como ténico estomacal
carminativo, en humanos y animales no rumiantes se utiliza como antihelmintico, por su
accion paralizante y narcética sobre ascarides, oxiuros y anquilostomas. Estas infusiones son
diuréticas, hepatoprotectoras, antiespasmadicas, antirreumaticas y las hojas se emplean como
ingrediente en sopas tipicas y de aderezo en la preparacion de quesadillas (Ledn C. Z., 2009).

2.5.8 Caracteristicas y composicién quimica del aceite esencial de Epazote (AEE).

El AEE es un liquido incoloro o ligeramente amarillo, de consistencia no muy viscosa, con
olor penetrante y pungente parecido al alcanfor, con un sabor ligeramente amargo que se
extrae de la planta completa, especialmente de las semillas y frutos, por destilacion a vapor
(Gbmez, 2008) (Lianet Monzote , Werner Stamberg , & Katrin Stanie, 2009).

Las partes aéreas de la planta contienen un aceite esencial rico en ascaridol (figura 7),
peréxido monoterpénico que puede encontrarse en proporcion del 45% y hasta del 75% en el
aceite esencial. Otros terpenoides como el p-cimeno, limoneno, mirceno, B-pineno, alcanfor,
a-terpineno, terpineol y safrol, asi como alcanos y acido butirico en pequefias cantidades,
también estan presentes en el aceite. En las hojas se han detectado los flavonoides ambrosido
y el ramnoésido del kamferol, mientras que en el fruto, dos glicésidos de kamferol. La flor
contiene, ademas del aceite esencial, componentes fendlicos como: los acidos feralico y
vanilico y en la semilla, saponinas y esteroles. En la raiz, las saponinas, quenopodiosidos A
y B, y heterosidos triterpénicos (Kumar & Mishra, 2007), (Gémez, 2008).
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Figura 7. Ascaridol.

2.6 Laurel

Fotografia 4. Parte de un arbol de laurel.
Fuente: (Le6n V., 2005)

2.6.1 Sinonimia popular

Tzil tzil ujch’, tzijtzil ujch, uich té (Tzeltal), tzij uch (Tzotzil, Chiapas); li gua disii, ma qu
loh (Chinanteco, Oaxaca), Laurel, laurelillo, laurel de castilla, laurel de olor, laurel de campo,
laurel delgado (Espafiol); ecapatli, cuauhxihuitl (Nahuatl); wixi tika’a, tu Kaéa, yuct
fiesachoetiaa (Mixteco); Sanshifio (Mazahua), zit-zuch (Luna, 2003).

2.6.2 Sinonimia botanica
Tetranthera glaucescens var. subsolitaria Meisn, Litsea glaucescens var. subsolitaria

(Meisn.) Hemsl., L. guatemalensis Mez., L. flavescens Bartlett, L. schaffneri Bartlett, L.
pallens Lundell, L. neesiana (Schauer) Hemsl., L. orizabae (Mart. et Gal.) Mez (Luna, 2003).
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2.6.3 Taxonomia
Tabla 9. Clasificacién Taxonémica de Laurel.

Categoria Taxondmica Nombre
Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Laurales

Familia Lauraceae

Género Litsea

Especie Litsea glaucescens

Fuente: (Tapia, 2011)
2.6.4 Descripcion botanica

Arbustos o arboles bajos, 1.5-5.4 m alto, ramas jovenes teretes, verde amarillentas, corteza
pardo oscura o amarillo verdosa. Hojas alternas, peciolos 0.6-1.1 cm de largo, glabros,
caniculados; laminas 5.0-9.0 cm largo, 2-3 cm de ancho, elipticas, base atenuada o aguda,
apice gradualmente acuminado, coriaceas, pinnatinervadas. Inflorescencia (masculinas y
femeninas) axilares, umbeladas, solitarias o agrupadas, 3-5 flores por inflorescencia. Fruto
en drupa de color negro y de 1 cm de didametro, rodeado por una cupula (Luna, 2003).

2.6.5 Distribucion
Distribucion en México: Aguascalientes, Chiapas, Durango, Estado de México, Guerrero,

Hidalgo, Jalisco, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Tamaulipas y
Veracruz.

2.6.6 Habitat
Planta originaria de México. Presente en la Republica Mexicana en zonas tropicales (climas
calidos, semiseco y seco) y templadas. Planta silvestre encontrada a orillas de rios y

riachuelos, asociada a bosque tropical perennifolio, bosques de encino, pino y mixto de pino-
encino. Planta cultivada en huertos familiares (UNAM, 2013).

2.6.7 Usos
El principal uso medicinal que se le da al laurel es para aliviar afecciones respiratorias
(amigdalitis, dolor de garganta, tos, etc.) y gastrointestinales (diarrea, colicos, ulceras),

también se utiliza para dolores por frio, escalofrio, hipo y para bafiarse.

Se le atribuye propiedades aromatica, astringente, balsamica, carminativa, emenagoga,
emoliente, espasmolitica y pectoral (Cano, 2010), (UNAM, 2013).

Otros usos populares

Las hojas aromaticas son empleadas como condimento en la preparacion de platillos como
sopas, guisos y reposteria (Cano, 2010).
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2.6.8 Composicién quimica del aceite esencial de Laurel (AEL)

El AEL contiene 1,8-cineol (figura 9) (22%), sabineno (figura 10) (13%), terpinen-4-ol
(10%), y-terpineno (9%), acetato de nerilo (7%), a-pineno (5%) y B-pineno (4%) (Cano,
2010).

Figura 8. 1,8-Cineol Figura 9. Sabineno.

2.7 Orégano

Fotografia 5. Orégano mexicano. Lippia graveolens.
Fotografia tomada por Pablo Arturo Martinez Soriano (2013).

2.7.1 Sinonimia popular

Cacachica, canelilla, flor de orégano, hierba dulce, orégano del monte, orégano del pais,
oreganon, salvia, salvia de castilla. Quintana Roo: ak'ilche, xak' ilche, xaak' che (maya);
Puebla: kaoreegano, kamaxha, nga ga'a ntaa (popoloca) (UNAM, 2013).

2.7.2 Sinonimia boténica.

Lippia palmeri Watson, Lippia berlandieri Schauer (UNAM, 2013).

——
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2.7.3 Taxonomia
Tabla 10. Clasificacion taxondmica del orégano.

Categoria taxonémica Nombre

Reino Plantae

Division Angioespermae

Clase Dicotiledonae

Orden Labiales

Familia Verbenaceae

Genero Lippia

Especie Lippia graveolens Kunth.

Fuente: (Villavicencio, Cano, & Garcia, 2010)
2.7.4 Descripcion botanica

La planta forma un pequefio arbusto achaparrado que mide de 45 cm hasta 1.80 metros de
alto. Los tallos a menudo adquieren una tonalidad rojiza, se ramifican en su parte superior,
tienden a deshojarse en las partes inferiores y contienen sustancias tanicas glandulares
(Willman D, Schmidt, & Rimpler, 2000). Sus hojas son opuestas ovales y anchas de entre 2
a 5 cm de largo, con bordes enteros o ligeramente dentados con el haz denso y suavemente
piloso, el envés glandular y densamente tomentoso a piloso, el margen finamente crenado, el
apice generalmente obtuso o redondeado, raramente agudo, la base redondeada a subcordada;
peciolos de 5-10 mm de largo; el envés con pequefias vellosidades (Quintero D & Gutiérrez
G, 1991). Las flores son diminutas de color blanco, que nacen en apretadas inflorescencias
terminales muy ramificadas, estdn protegidas por diminutas hojillas de color rojizo.
Inflorescencias con 2-6 pedinculos en las axilas de las hojas, de 4-12 mm de largo, las espigas
primero subglobosas pero a menudo cambiando a oblongas de 4-12 mm de largo; bracteas
comunmente en 4 hileras, ovaladas a lanceoladas, glandulares y densamente pilésulas,
agudas; caliz 1-2 mm de largo, glandular y velloso; corola blanca, con el tubo estriguloso, de
alrededor de 3 mm de largo. Frutos pequefios encerrados en el céliz (Villavicencio, Cano, &
Garcia, 2010).

2.7.5 Distribucién

Lippia graveolens, se encuentra distribuido en: San Francisco de Conchos, Chihuahua; San
Dimas, Durango; Atoyac de Alvarez, Guerrero; Meztitlan e Ixmiquilpan, Hidalgo; Santiago
Chazumba, Oaxaca; Toliman y Pefiamiller, Querétaro; Tehuacan, y Tepexco Puebla; Rio
Verde y San Antonio, San Luis Potosi, La Paz, Baja California Sur; La Trinitaria y Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas; General Cepeda, Coahuila; Tepoztlan, Morelos; Jalpa, Zacatecas. Lippia
palmeri: Comondu, La Paz y Mulegé, Baja California Sur; Hermosillo, Sonora; Tepetlan,
Veracruz. L. graveolens esta registrada para Jalisco (SEMARNAT, 2008).

2.7.6 Habitat
En la Republica Mexicana, sus principales habitats se localizan en lugares poco accesibles

como cerros, lomerios, laderas, arroyos y cafiadas de suelos alcalinos, generalmente
pedregosos, de textura franco-arenosa (Villavicencio G, 2007).
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2.7.7 Usos

Popularmente, Lippia graveolens Kunth se usa como conservador natural y potenciador del
sabor en muchos alimentos preparados en fresco como: pozole, guisados, sopas, estofados de
carnes, platillos tipicos, pizzas y otras comidas. En alimentos procesados se emplea como
antioxidante para la elaboracién de embutidos y en conservas como: salmon, atin y sardinas.
En la industria refresquera y licorera el orégano se utiliza como fijador y saborizante (Huerta,
1997).

2.7.8 Actividad Farmacoldgica

Tanto las hojas como el aceite esencial tienen propiedades antiasmaticas, antiespasmadicas
expectorantes, antiinflamatorias, antisépticas, analgésicas y cicatrizantes. Se utiliza en la
industria farmacéutica como componente de medicamentos para el control de enfermedades
de las vias respiratorias y del aparato digestivo en humanos y animales. El aceite de orégano
tiene actividad biolégica como: antibacterial, antiviral, larvicida, moluscida y fungicida
(Arcila & Loarca, 2004).

2.7.9 Composicion quimica del Aceite esencial de orégano (AEO)
El aceite AEO contiene timol (40-60%) (Figura 10), p-cimeno (7.7-9.2%), 1,8-cineol (4.5-
4.8%), carvacrol (3.1-21%) (Figura 11), y-terpineol (3.1-3.9), metil-timol (2.4-3.8%),

mirceno (0.9-2.5%), 3-careno (0.9-1.5%), cariofileno (0.8-1.2%), linalool (0.7-1.3%) vy al
menos 34 elementos mas en menores cantidades.

OH

OH

Figura 10. Timol. Figura 11. Carvacrol.

2.7.10 Usos del AEO

Cosmético, el extracto de aceite de orégano se usa como esencia y fijador de olor en perfumes
de marcas comerciales reconocidas; asi como, en la manufactura de jabones y productos de
aromaterapia.

Industrial, fabricacion de aceite para aeronautica y limpieza de piezas automotrices y en la
elaboracion de veladoras (Huerta, 1997).
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2.8 Romero

Fotografia 6. Arbusto de romero.
Fuente: (Ledén V., 2005).

2.8.1 Sinonimia popular

Romero, arbusto marino

2.8.2 Taxonomia

El nombre romero proviene del griego rophs, que significa arbusto y myrinus “aromatico’;
arbusto aromatico, catalogada por Carlos Linneo como Rosmarinus officinalis. En la tabla

11 se muestra la clasificacion taxonémica de la planta.

Tabla 11. Clasificacién Taxonémica del romero.

Categoria Taxonémica Nombre

Reino Plantae

Division Angiospermae

Clase Dicotyledonea

Orden Tubiflorae

Familia Labitae

Subfamilia Nepetoideae

Género Rosmarinus

Especie Rosmarinus officinalis

Fuente: (Gonzélez & Cruz, 2013)
2.8.3 Descripcién botanica
Es un subarbusto perfumado que puede medir de 50 a 150 cm de altura, perenne, frondoso y

muy ramificado. Los principios activos se concentran en las hojas y a veces, en la sumidad
florida. Las primeras son opuestas, coriaceas y estrechamente lineares. Pueden llegar a medir

——
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hasta 3 cm de largo y 4 mm de ancho, y sus margenes enteros enrollados hacia abajo hacen
que parezcan casi cilindricas. La cara superior de las hojas jovenes es pelosa y de color verde
intenso, las hojas adultas son glabras. Esta cara es rugosa y esta surcada por el nervio medio,
que esta hendido. Este mismo nervio sobresale claramente en el envés, que esta cubierto por
un denso tomento blanco.

La floracién dura casi todo el afio y produce flores labiadas que se agrupan en inflorescencias
densas, que se encuentran en las axilas de las hojas. La coloracion es azulada, rosa o blanca,
con manchas violaceas en el interior y tienen dos estambres encorvados que estan soldados
a la corola y tienen un pequefio diente. Estas flores presentan dos labios bien marcados, el
superior con dos I6bulos y el inferior con tres, de los cuales el intermedio es concavo y
alargado. EI fruto es una tetraquenio de color pardo.

Toda la planta desprende un fuerte y aromatico olor, algo alcanforado. Su sabor caracteristico
también es aromatico, pero aspero y algo picante.

2.8.4 Distribucién

Se da en la region mediterranea, sur de Europa, norte de Africa y también Asia menor, en
Espafia se halla en la mayor parte de Catalufia, hasta los Pirineos en Aragon y Navarra,
Castilla-La Mancha, Castilla-Ledn, la Rioja, Madrid, Murcia, en las zonas montafiosas de la
Comunidad Valenciana.

Planta nativa de la region mediterranea, introducido en América como hierba culinaria. Se
cultiva en diversos lugares de nuestro pais en escala comercial y doméstica (Reader's, 1987).

2.8.5 Habitat

Este arbusto es propio de zonas secas y aridas. La recoleccion se realiza entre los meses de
abril a julio y se conserva en cajas de carton o bolsas de papel.

2.8.6 Usos

Popularmente, el R. officinalis se usa como antiséptico, antidepresivo, antiespasmadico,
digestivo, diurético, carminativo, abortivo, insecticida y como estimulante, mientas que, su
AE mezclado con otras drogas se emplea para la elaboracion de tonicos capilares para el
cuidado del cabello, la alopecia y la caspa.

En medicina, el AE de R. officinalis se emplea por sus propiedades estimulantes,
presumiblemente debido a que en su composicidn quimica se encuentra contenido alcanfor,
mientras que, en las industrias cosmética, farmacéutica y de alimentos, se utiliza como
fragancia en cremas, lociones y perfumes, asimismo como conservador por sus propiedades
antioxidantes.

2.8.7 Actividad farmacologica

El romero es carminativo, digestivo y antiespasmddico, y tiene propiedades coleréticas,
colagogas y hepatoprotectoras. El efecto favorable que ejerce en la digestion se produce al
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actuar sobre varios niveles. En primer lugar, estimula la produccion de los jugos
gastrointestinales. Ademas relaja el muasculo liso gastrointestinal, elimina posibles espasmos
y favorece las secreciones.

En cuanto a la actividad antiinflamatoria de los principios del romero, se ha comprobado en
animales de experimentacion que, el &cido rosmarinico incrementa la produccion de
prostaglandinas E2 y reduce la produccion de prostaglandina B4 en leucocitos polimorfos
nucleares humanos.

2.8.8 Caracteristicas y composicion quimica del aceite esencial de romero (AER)

El aceite esencial es un liquido incoloro o de color amarillo palido con un fuerte aroma fresco,
alcanforado o mentolado herbéceo y una nota baja a madera balsdmica (AENOR, 1997).

El AER esta compuesto principalmente por:

La presencia de a-pineno (figura 13), B-pineno, canfeno, ésteres terpénicos como el 1,8-
cineol (figura 14), alcanfor (figura 12), linalol, verbinol, terpineol, carnosol, rosmanol,
isorosmanol, 3-octanona, acetato de isobanilo y B-cariofileno; los acidos vanilico, caféico,
clorogénico, rosmarinico, carnosico, ursolico, oleanolico, butilinico, betulinico, betulina, a-
amirina, f-amirina, borneol, y acetato de bornilo (Avila, Navarro, & Vera, 2011). Sin
embargo, la composicion del aceite esencial de romero puede variar significativamente, en
funcion de distintos factores como la parte de la planta recolectada, el grado de desarrollo de
la planta en el momento de la recoleccion o la procedencia geografica, entre otros (Lépez,
2008).

(0]
X
. (©)
Figura 12. Alcanfor. Figura 13. a-pineno.
Figura 14. 1,8-cineol.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo general:
e Determinar la concentracion letal media (CLso) de los aceites esenciales aislados de
cinco especias por medio del bioensayo de letalidad de Artemia para evaluar su
toxicidad aguda.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar la busqueda bibliografica para determinar el estado actual de la
investigacion.

o Identificar el material vegetal en el Herbario Etnobotanico IZTA de la FES- Iztacala,
UNAM.

e Seleccionar el método adecuado de extraccion de aceites esenciales, para obtener el
mejor rendimiento.

e Obtener y caracterizar los diferentes aceites esenciales a evaluar.
e Investigar el ciclo de vida de la Artemia franciscana.

e Establecer las condiciones 6ptimas de cultivo de Artemia franciscana, para su uso en
un bioensayo.

e Desarrollar un bioensayo con Artemia franciscana, para probar los diferentes aceites
esenciales a evaluar.

e Observar el dafio ocasionado al sujeto de estudio (naupli de Artemia) por microscopia
electronica de barrido y Optica.

e Efectuar el andlisis estadistico.
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4 Metodologia

Esta investigacion corresponde a un estudio de caracter experimental, la cual fue realizada
mediante bioensayos de letalidad de la especie Artemia franciscana al ser sometida a
diferentes concentraciones de los aceites esenciales aislados de 5 diferentes especias.

La metodologia se dividio en 4 partes:
1) Eclosion de Artemia franciscana
2) Aceites esenciales
3) Bioensayo
4) Estudio grafico de evaluacion de toxicidad

4.1 Eclosion de Artemia

Los quistes de Artemia franciscana se adquirieron en el Mercado del Pez, en la esquina que
forman las calles Imprenta y Jardineros. Colonia Morelos, Delegacion Venustiano Carranza,
Ciudad de México D.F.

4.1.1 Control de calidad a quistes de Artemia

Para el control de calidad de quistes de Artemia se realizan las siguientes pruebas:

4.1.1.1 Color

Parametro determinado por comparacion entre la muestra y cartas Munsell (Anexo C) (Lynn,
2014)

4.1.1.2 Determinacion de % de humedad
a) Determinar el peso de un pesafiltro después de haberlo mantenido una hora en una
estufa a 60°C.
b) Colocar aproximadamente medio gramo de quistes en el pesafiltros y pesar
c) Poner el pesafiltros con la muestra a secar durante 24 h a una temperatura de 60°C.
d) Después de 24 h, determinar el peso del pesafiltros con la muestra.
e) Calcular el contenido de humedad (%) presente en los quistes.
4.1.1.3 Tamafo promedio

Medir 100 quistes con la ayuda de un microscopio Optico (Iroscope®) y un micrometro
ocular.

4.1.2 Eclosién

Para eclosionar los quistes es necesario seguir la siguiente metodologia (diagrama 1):
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Preparar agua de mar artificial de la siguiente manera: Pesar 35 gramos de sal marina (sal
marina marca Oceanic®) y adicionar un litro de agua desionizada, filtrar y burbujear aire por
30 minutos.

Pesar aproximadamente 20 mg de quistes, hidratarlos con agua desionizada por un periodo
de 30 minutos.

Preparar la solucion descapsuladora (3 mL de hipoclorito de sodio (NaOCI) més 3 mL de
hidroxido de sodio (NaOH) al 5% mas 20 mL de agua de mar).

Pasar los quistes hidratados a la solucion descapsuladora por un periodo de 5-8 minutos en
agitacion constante. Transcurrido el tiempo filtrar y enjuagar con abundante agua
desionizada. En seguida pasar a una solucion de HCI al 1%, por un periodo de 30 segundos
a 1 minuto, filtrar y enjuagar con abundante agua de mar y finalmente dejar en agua de mar
suficiente, para trasvasar.

Montar un equipo de eclosion: para ello se utiliza un soporte universal donde se fija un anillo
y en éste se coloca un recipiente cénico que contiene el agua de mar con los quistes a
eclosionar, un termémetro, para verificar la temperatura del proceso, una lampara que
proporciona la temperatura ideal de eclosion (para este fin se necesita una lampara que
contenga un foco incandescente de 60 W) y una bomba de aire que suministre aireacion
constante; como el que se observa en la Fotografia 7 (NMX-AA-110-SCFI, 1995).

Trasvasar los quistes previamente descapsulados al embudo de separacion y anotar la hora.

Controlar las siguientes condiciones que son éptimas para la eclosion: Temperatura de 25-
30°C, aireacion e iluminacion constante, pH de 7.5-8 y densidad de 5 g/L.

Los quistes eclosionan y se tienen las Artemias en el estadio de Naupli. Los nauplis de A.
franciscana estaran listos para utilizarse 24h despues de la eclosion.

4.1.3 Control de Calidad de Nauplis
4.1.3.1 Tamaio promedio

Tomar aleatoriamente 100 nauplis y medirlos con la ayuda de un microscopio 6ptico y un
micrometro ocular

4.1.3.2 Determinacion de la eficiencia de eclosion (EE)

a) Colocar 80 mL de agua de mar artificial en una probeta de 100 mL

b) Colocar aproximadamente 0.25 g de quistes en la probeta

c) Mantener la probeta con aireacién y luz constante

d) Después de una hora ajuste el volumen hasta 100 mL

e) Transcurridas 24 h, tomar 5 muestras de 0.250 mL cada una y colocarlas en cajas
Petri

f) Colocar 5 mL de agua de mar artificial en cada caja

g) Afadir una gota de lugol en cada caja
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h) Contar los nauplis presentes
i) Calcular la eficiencia de eclosién

4.1.3.3 Porcentaje de eclosion

Para el calculo del % de eclosion tomar la muestra previamente fijada con lugol y seguir el
siguiente procedimiento:
a) Agregar 3 gotas de hipoclorito de sodio (NaOCI) a cada caja para que las cascaras
vacias y los quistes que no eclosionaron se disuelvan y queden solo los embriones.
b) Observar al microscopio y contar los embriones.
c) Calcular % de eclosion

Nota: las ecuaciones para determinar % de humedad, EE y % de eclosién se encuentran en el

anexo B.
'
Termometro
Soporte | : T
Universal g b [
; %
Embudo de separacidn
’l
Bomba de aire
Lampara

Fotografia 7. Equipo de eclosion.
4.1.4 Estudio grafico del ciclo de vida de Artemia franciscana.

Tomar una serie de fotografias y micrografias, para situar las etapas de desarrollo de la
Artemia, asi como también la etapa del estadio en el cual se llevaréa el bioensayo.

v’ Para las fotografias utilizar un microscopio 6ptico.




v" Para las micrografias utilizar un microscopio electrénico de barrido.

La preparacion de las muestras es la siguiente:

1. Seleccionar un ejemplar de cada transformacion visual observada de la Artemia.

2. Lavar con abundante agua desionizada para retirar los restos de sal que pudiera tener
la muestra.

3. Colocar cada muestra en un cubreobjetos y dejar secar.

4. Una vez seca la muestra, colocar la laminilla en el microscopio y tomar la fotografia
correspondiente.

5. Ya que se tomo la fotografia, llevar las muestras al laboratorio de microscopia
electrénica de la FES Cuautitlan y tomar las micrografias convenientes.

6. Finalmente ordenar y organizar las fotografias y micrografias del ciclo de vida de la
Artemia; en microscopia Optica y en MEB. Para su posterior uso en el bioensayo
(Diagrama 1).

4.2 Aceites esenciales.

4.2.1 Materia prima

4.2.1.1 Colecta de la materia prima

El material vegetal se adquirié en el Mercado Sonora ubicado en Fray Servando Teresa de
Mier # 419, colonia Merced Balbuena, Delegacién Venustiano Carranza, C.P. 15800 (entre
las calles San Nicolas, Canal y La Viga, a espaldas de la Estacion Central de Bomberos),
México D.F.

4.2.1.2 Herborizacion e identificacion del material biolégico.

Una vez obtenida la materia prima, herborizar; colocar un ejemplar de las partes aéreas de
romero, epazote y laurel; (hojas, tallos y flores si es que las posee) entre dos hojas de papel
secante; del clavo y del orégano se toma una muestra representativa, posteriormente llevar al
Herbario Etnobotéanico IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM, para la
identificacion de la planta medicinal.

4.2.1.3 Material Extrafio

Considerando las caracteristicas macroscépicas del material vegetal, efectuar una separacion
de todo aquello que no cumpla con la descripcion botanica (tierra, hojas, material con cambio
de coloracion o signos de deterioro, etc.) (WHO, 1998).

4.2.1.4 Parte utilizada de la planta

Romero, epazote y laurel se utiliza la parte aerea, orégano, las hojas y clavo los botones
florales.
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Diagrama 1. Eclosion de Artemia.
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4.2.1.5 Desecacion a la sombra

Colocar a los ejemplares en disposicion de capas delgadas entre papel desencante. Desecar a
temperatura ambiente, protegiendo del polvo y luz solar a la materia prima (Villar del Fresno,
1999). La desecacion aplica para romero, epazote y laurel; en el caso de clavo y orégano se
adquirieron secos.

4.2.2 Obtencion de los aceites esenciales

4.2.2.1 Molienda.

Colocar el material vegetal en un mortero para triturar la materia prima.

4.2.2.2 Extraccion

Los aceites esenciales de romero, laurel, epazote y orégano se obtuvieron por
hidrodestilacion (HD), para esta metodologia pesar aproximadamente 100 g del material
vegetal y colocarlo en un matraz bola de 3 L al cual se le adiciona 1.5 L de agua destilada.
Montar un equipo de hidrodestilacion adaptado con una trampa tipo Clevenger, (figura 15).

Se inicia el calentamiento, una vez que comienza la destilacion se toma el tiempo (2 h).
Durante este proceso se cuida la temperatura.

Figura 15. Dispositivo de hidrodestilacién adaptado con una trampa tipo Clevenger.

Para el aceite de clavo, se sustituye la trampa tipo Clevenger, por una trampa de Dean Stark
(figura 16) y se efectua el siguiente procedimiento:

Pesar aproximadamente 100 g del material vegetal, colocarlo en un matraz bola de 2 L al

cual se le adiciona 1 L de agua destilada; seguido de esto, montar el equipo de HD utilizando
una trampa Dean Stark, se inicia el calentamiento, una vez que comienza la destilacién se
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colecta la mezcla aceite-agua que se obtiene, este procedimiento se detiene hasta que se deje
de obtener la mezcla, durante el proceso es necesario adicionar agua destilada en medida que
lo requiera el sistema. Cuidar la temperatura.

Figura 16. Equipo de Hidrodestilacion adaptado con una trampa de Dean-Stark.
4.2.2.3 Separacion de la mezcla aceite-agua
En el caso de la HD con trampa Clevenger, el aceite se separa de la mezcla aceite-agua por
diferencia de densidades, directamente de la trampa (aceites mas ligeros que el agua). En el
caso del aceite de clavo (aceite esencial mas pesado que el agua), se colecta la mezcla aceite-
agua, directamente de la trampa de Dean-Stark y se coloca en un embudo de separacion y se
separa el aceite, que posteriormente se seca con un poco de sulfato de sodio anhidro.
4.2.2.4 Almacenamiento

Almacenar los aceites esenciales en frascos color ambar, perfectamente cerrados a una
temperatura de 4°C.

4.2.3 Control de calidad

En el control de calidad de los aceites esenciales se consideraron los siguientes parametros:

4.2.3.1 Pruebas Sensoriales
Estado Fisico: De acuerdo al estado de agregacion de la muestra.

Color: Pardametro determinado por comparacion entre la muestra y cartas Munsell (Lynn,
2014)

39

——
| —



Olor: Se propone utilizar la clasificacion de aromas en vinos (Etaio, 2007).

e Afrutado: con aroma de frutas. Frutos rojos (grosella negra, cereza o frambuesa) para
los vinos tintos y otros (durazno, damasco o citricos) para los vinos blancos.

e Animal: vino tinto que presenta un bouquet de cuero, musgo, caza.

e Balsamico: incienso, alcanfor, resina, pino, vainilla.

e Empireumatico: pan tostado, café ahumado, tabaco, cacao.

e Especiado: con olores a especias (regaliz, canela, pimienta, clavo de olor, nuez
moscada).

e Floral: con perfume de flores (rosa, violeta).

e Maderizado: posee un olor particular producto de su crianza en barricas de roble.

e Vegetal: hierba, hoja, maleza, humus, heno cortado, pimiento morron.

4.2.3.2 Pruebas Fisicas

4.2.3.2.1 Densidad relatival

Para el desarrollo de este control, se utiliza el principio del método de picnémetro (NMX-F-
075-SCFI, 2012). Debido a que el rendimiento de los aceites esenciales es muy bajo y no se
contaba con un picnémetro muy pequefio, se opto6 por utilizar matraces volumétricos de 1mL.
Los matraces secos y limpios se mantuvieron en una estufa (hasta tener peso constante), se
pesaron vacios. En seguida se llenaron con agua destilada a la misma temperatura y se
pesaron de inmediato. Posteriormente se lavaron con etanol, se secaron interiormente y
exteriormente con un material absorbente, cuidando no dejar pelusas; se llenaron con el aceite
esencial hasta el nivel de aforo e inmediatamente se pesaron.

4.2.3.2.2 indice de refraccién?

Para la determinacién del indice de refraccion, se emplea un refractometro Abbe con una
precision de + 0.0002. El refractometro se ajustd con agua destilada y se tomé la lectura de
ésta (1.3333). Se registraron las temperaturas del agua, del aceite esencial y del medio
ambiente. Posteriormente se colocd una gota de la muestra en el prisma y se tomo la lectura.
Se aplicd un factor de correccion y se ajusto la temperatura ambiente con la estandar a 20° C
(NMX-F-074-SCFI, 2011).

! La densidad se calculd de acuerdo a la ecuacion que se encuentra en el anexo B.
2 El indice de refraccion se corrigio de acuerdo a la ecuacion que se encuentra en el anexo B.
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Diagrama 2. Obtencidn de aceites esencial.




4.2.3.3 Infrarrojo

La espectroscopia se determind en un espectrofotometro de infrarrojo, modelo Nicolet
iIS10FT con punta de diamante, en la que se coloco la muestra directa sin dilucién alguna; se
obtiene el espectro para su posterior interpretacion (Diagrama 2).

4.3 Bioensayo
4.3.1 Preparacion de las concentraciones de los aceites esenciales a evaluar.

Para poder realizar la prueba de actividad bioldgica, se debe considerar la baja solubilidad
que tienen los aceites esenciales en medio acuoso, (recordar que las Artemias son organismos
acuaticos), es por esto que primero, se debe realizar una busqueda de agentes surfactantes o
disolventes auxiliares que coadyuven a la solubilidad de los aceites en medio acuoso, para
esto se debe seguir la siguiente metodologia.

La bibliografia sugiere cbmo agentes surfactantes al Tween 20, y al 80 y como disolventes
auxiliares al dimetilsulfoxido (Colegate, 1993).

Para seleccionar experimentalmente el agente adecuado y favorecer la solubilidad total de
los aceites esenciales a evaluar se hace tomando en cuenta los siguientes criterios:

a) Qué en la minima cantidad se solubilice el aceite y sea estable por més de 48 h.
b) Qué en esa minima cantidad en un periodo de 48 h no se muera ningan nauplio.

Realizar los calculos necesarios para preparar las concentraciones adecuadas de los diferentes
aceites a evaluar. La manera general en la que se preparan las concentraciones es la siguiente:

v" Realizar los calculos tomando en cuenta las densidades de cada aceite.
v" Preparar 11 diferentes concentraciones de 1 ppm-100 ppm (de 10 en 10), a partir de
una solucion stock (aceite esencial, agente coadyuvante y agua de mar) (diagrama 3).

En el anexo D, se indica como se prepara cada concentracion de los diferentes aceites
esenciales a evaluar, asi como, los calculos que se realizan para la preparacion de las
concentraciones Diagrama 3).
Ya que se tienen listas las concentraciones se puede realizar el bioensayo.
4.3.2 Evaluacion de toxicidad
Para la realizacion del bioensayo se llevo a cabo el siguiente procedimiento:
Realizar la prueba en nauplis de A. franciscana de 24 h de eclosion los cuales van a ser

contenidos en pequefias cajas Petri de plastico de 5 cm de didmetro, previamente perforadas
de la tapa, con orificios suficientes para tener buena entrada de aire.
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Diagrama 3. Preparacion de concentraciones.

Transferir 10 nauplis de A. franciscana con una pipeta Pasteur a cada caja Petri. Cuidar que
el volumen de agua de mar que se toma con los nauplis no exceda 0.05 mL.

Posteriormente, transferir a las cajas Petri 10 mL de las concentraciones respectivas del aceite
a evaluar (previamente preparadas) realizar un total de 4 réplicas por cada muestra. Anotar
la hora en la que se agrega cada concentracion. Posteriormente colocar una lampara la cual
genera el calor suficiente para la incubacion 25+1°C. Considere en cada corrida el control
positivo y control negativo (Pino & Jorge, 2010).

4.3.3 Controles

Control positivo: Preparar una solucion de dicromato de potasio (K2CrO7) a una
concentracion de 500 ppm utilizando agua de mar para su preparacion.
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Control negativo: Agua de mar mas la cantidad de coadyuvante (tween) que se necesita para
solubilizar la muestra a evaluar.

4.3.4 Tiempo de prueba

Tomando en cuenta que se va a realizar la determinacion de la concentracion que causa la
muerte al 50% (CLso) de nauplis de A. franciscana, el tiempo de prueba debe ser de 24 h
(Pino & Jorge, 2010), pasado este tiempo determinar el nimero de organismos muertos en
cada caja Petri.

Durante el periodo de prueba, observar el comportamiento de los nauplis al ser expuestos a
los AE.

4.3.5 Criterio para dictaminar vivas o muertas

Para la evaluacion de los nauplis fueron tenidos en cuenta los siguientes factores: nado
erratico, nado superficial, debilidad y perdida del reflejo de huida; esta evaluacion se hace
con la ayuda de un estereoscopio. La larva es considerada muerta si no se observan
movimientos de los apéndices durante 10 segundos.

4.3.6 Calculode CLso

Se cuenta el niUmero de organismos muertos utilizando el criterio del punto anterior y se
calculan los valores de CLso y los intervalos de confianza 95% por el método de analisis
estadistico Probit, en este trabajo se utiliz6 el programa estadistico IBM SPSS Statistics 20
(Diagrama 4).

4.4 Estudio gréafico de evaluacion de toxicidad

Para documentar el bioensayo, se procederd a dar una evidencia grafica utilizando
microscopia electrénica de barrido y éptica.

Procedimiento para preparacion de laminillas:

Una vez que se ha hecho el dictamen y conteo de muertas, se toman dos nauplis de A.
franciscana muertos de las concentraciones mas altas y realizar lo siguiente:

1. Colocar en una caja Petri y realizar varios lavados con agua desionizada, para no
tener restos de sal que pudieran interferir en la observacion al microscopio.
2. Una vez que ya no tienen residuos de sal, colocar a cada naupli en un cubreobjetos,
dejar secar. Etiquetar de la siguiente manera:
v Nauplil (N1)
v Naupli2 (N2)
3. Teiir a N1 con safranina O, de la siguiente manera:
a. Cubrir a la Artemia con safranina O
b. Dejar 1 minuto y enjuagar al chorro de agua
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c. Secar

d. Observar al microscopio optico a 40x tomar una fotografia
4. Preparar N2 para observar al microscopio electronico de barrido (MEB).
5. Efectuar el mismo procedimiento, para el control positivo y el negativo.
6. Finalmente observar el dafio ocasionado por cada aceite (Diagrama 5).

Diagrama 4. Evaluacion de toxicidad.




Y

Diagrama 5. Estudio gréafico de evaluacion de toxicidad.




5 Resultados

5.1 Eclosion de Artemia

5.1.1 Control de calidad

La viabilidad de los quistes se determind realizando las siguientes pruebas: (tabla 12)

Tabla 12. Resultados del control de calidad de los quistes de Artemia.

Color Tamario promedio® % de humedad
Visual y utilizando cartas
Munsell
Marron (8/8, 5YR) 230.7 um 577 %

La calidad de los nauplis se establece calculando los parametros: Tamafio promedio,
eficiencia y porcentaje de eclosion (tabla 13).

Tabla 13. Resultados del control de calidad de los nauplis de Artemia de 24 h de eclosion.
Tamafio promedio? Eficiencia de eclosion % de eclosion
743.7 um 189589.5049 nauplios/g 82.96 %
5.1.2 Estudio gréfico del ciclo de vida de la Artemia
Para el estudio de cada etapa del ciclo de vida de Artemia se tomaron una serie de

micrografias y fotografias (series fotogréficas 1 y 2). Documentando y permitiendo de una
forma sencilla reconocer cada estadio.

5.2 Aceites esenciales

5.2.1 Materia prima

5.2.1.1 Recoleccion

Se adquirieron las plantas medicinales en el Mercado Sonora, en el mes de marzo del 2013.
5.2.1.2 ldentificacién de las plantas utilizadas

La identificacion botanica de las materias primas utilizadas se llevé a cabo en la coleccion

etnobotanica del Herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala-UNAM en
la tabla 14 se muestran los datos reportados.

3 Los resultados totales se encuentran en el anexo E
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Quiste
deshidratado

Macho
Quiste hidratad

CICLO DE VIDADE LA
ARTEMIA

Eclosion

Hembra J

Naupli recién
eclosionado

Juvenil

Por Alejandra Sanchez Barrera

Naupli a 24 hrs de

Metanaupli eclosion

Serie fotografica 1. Ciclo de vida de la Artemia franciscana®.

4 Fotografias tomadas en el laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica de la FES Cuautitlan Campo 1 (L324)
por Alejandra Sanchez (2013)
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— Quiste de Artemia \
Parte de un
Toracopodos

Eclosion de

Artemia x
CICLO DE VIDA DE LA ARTEMIA
EN MICROSCOPIA ELECTRONICA
Parte las tenazas del macho DE BARRIDO

Naupli recién

eclosr)’ nado

Juvenil

/.\'auph’ de 24hrs de
eclosion

Por Alejandra Sanchez Barrera

Metanaupli Metanaupli
Serie fotogréfica 2. Ciclo de vida de la Artemia en Microscopia Electronica de Barrido
(MEB)®.

Fotografias tomadas en el laboratorio de Microscopia Electrénica de la FES Cuautitlan
Campol, por el Técnico Académico Rodolfo Robles Gomez (2013)

5 En el anexo A se encuentran las fotografias completas. En el anexo F se encuentran las series fotograficas a
un tamafio normal.
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Tabla 14. Resultados del certificado de identidad de las plantas utilizadas®.

Nombre cientifico Familia Nombre comun #de

registro

Lippia graveolens Kuntth Verbenaceae “Orégano” 20721ZTA

Litsea glaucences H.B.K. Lauraceae “Laurel” 21891ZTA

Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae/ “Romero” 21921ZTA

Labiatae

Syzygium aromaticum (L) Merril & Myrtaceae “Clavo” 20691ZTA

L.M. Perry

Teloxys ambrosioides (L) W.A. Chenopodiaceae “Epazote” 21901ZTA

Weber
Sin: Chenopodium ambrosioides L.

5.2.1.3 Materia Extrana

Los criterios para la determinacion de materia extrafia se tomaron de la FHEUM (2013) y
en la tabla 15 se muestran los datos obtenidos.

Tabla 15. Tipo de materia extrafia encontrada en el material vegetal utilizado.

Nombre comun Tipo de material extrafio
Clavo Polvo
Epazote Pasto, tierra
Laurel Polvo
Orégano Polvo
Romero Tierra

5.2.1.4 Analisis macroscépico’

el
Fotografia 8. Hoja de epazote.

Fotografia 9. Botones florales del clavo.

® La cédula de identificacion y las fotografias de cada ejemplar se encuentran en el anexo F.
" El analisis macroscdpico se realizé utilizando un estereoscopio.
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Fotografia 10. Flor y hojas de orégano. Fotografia 11. Hoja de laurel.

Fotografia 12. Flores y hojas de romero.

Fotografias tomadas en el laboratorio de farmacognosia y Fitoquimica de la FES Cuautitlan
Campo 1 (L-324) por Alejandra Sanchez (2014)

5.2.2 Obtencion de los aceites esenciales

5.2.2.1 Extraccion

Tabla 16. Parametros de extraccion.

Parametros Hidrodestilacion (trampa  Hidrodestilacion (trampa
Dean-Stark) Clevenger)
Cantidad de material 100 g 100 g
vegetal
Volumen de agua 1L 15L
Tiempo de extraccion 5h 2h
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5.2.2.2 Rendimiento

La materia vegetal (romero y epazote) utilizada se dejé secar a la sombra al aire libre.
Orégano, clavo y laurel se utilizaron sin tratamiento previo (se adquirieron secos).

Tabla 17. Porcentaje de rendimiento de los Aceites Esenciales obtenidos.
Nombrede Partedela Material Cantida  Rendimiento de extraccion %

la planta planta vegetal g ddel AE Experimental Teorico®
empleada empleada g
Clavo Boton floral 100 g 9.61¢g 9.61 % 15-20 %
Epazote Hojas y tallos 100 g 0.14¢g 0.14 % 0.6-1 %
Laurel Hojas y tallos 100 g 151¢g 1.51 % No hay reportado
Orégano Hojas 100 g 3.73 ¢ 3.73% 1-3%
Romero Hojas y tallos 200 g 1.59¢ 0.795 % 1-25%

5.2.2.3 Control de calidad a los aceites esenciales

Tabla 18. Resultados del control de calidad de cada aceite esencial.

Nombre de Propiedades sensoriales de olor, aspecto y color
la planta
empleada Color Aspecto Olor
Visual y utilizando cartas Muncell
Clavo Incoloro (8/1, 5YR) Liquido  Especiado

Epazote Amarillo tenue (8/8, 10YR) I ’i !

Laurel Incoloro (8/1, 5YR)

Liquido  Especiado
Liquido  Especiado
Orégano Amarillo (7/8, 7.5 YR)

Liquido  Especiado

Romero Incoloro (8/1, 5YR) Liquido  Especiado

8 Los datos tedricos fueron consultados en el (Bruneton, 2001)
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Tabla 19. Determinaciones fisicoquimicas de los AE.
Determinaciones fisicoquimicas

Nombre de i
la planta Indice de refraccion a 20°C Densidad (g/mL) a 20°C
empleada ) . . L
Experimental Tedrico Experimental Tedrico
Clavo 1.5320 1.5270-1.5350 1.0758 1.0380-1.060°
Epazote 1.4760 1.4760 0.9134 0.8754-0.8965%°
Laurel 1.4660 No hay reportado 0.9144 No hay reportado
Orégano 1.4995 1.4790-1.4980 0.9570 0.890-0.9221!
Romero 1.4670 1.4640-1.4760 0.7959 0.894-920°

® Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
1%L eén Romani , 2009
11Cano Morales, 2010
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5.2.2.3.1 Espectroscopia infrarroja
5.2.2.3.2 Espectro infrarrojo del aceite esencial de clavo (AEC)
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5.2.2.3.3 Espectro de infrarrojo del aceite esencial de epazote (AEE)
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Figura 18. Espectro de IR del AEE.
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5.2.2.3.4 Espectro de infrarrojo del aceite esencial de laurel (AEL)
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Figura 19. Espectro de IR del AEL.

3000

3500

W= oW o= 9 © R oo# = 8

BEDUE PRSI R | G,

4000

56

—
| S—



5.2.2.3.4.1 Espectro infrarrojo del aceite esencial de orégano (AEQO)
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Figura 20. Espectro de IR del AEO.
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5.2.2.3.5 Espectro de infrarrojo del aceite esencial de romero (AER)

BIOUR JILLESLI 2 | o,

[}
et
=
=
- f
—— Sl | =
e L -
.ﬁwﬁmﬂ.ﬂm_ el _____
- f
25
4
&
A
=)
[ L)
:.ll...”
oW ESeT o
\.ﬂ..ﬁﬁ
i =
___ =
1
__
i
\ol wosT
Sl GATE
=
=
IS ok
__-____-_-____-_-—_____--____-_-____-_-____-—_-____-m
= = =] = - = =] B i = .

58

Figura 21. Espectro de IR del AER.
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5.3 Bioensayo

5.3.1 Seleccion del coadyuvante de solubilidad

La solubilidad de los aceites en agua, es un factor muy importante a considerar en el
bioensayo; para lograr una fase homogénea se utilizé tween 80 como coadyuvante de
solubilidad a diferentes cantidades, dependiendo del aceite esencial a evaluar.

Las cantidades utilizadas se localizan en la tabla 20.

Tabla 20. Cantidad de tween 80 utilizada.

Aceite esencial pL de tween 80 utilizada % de tween 80
Clavo 200 0.036
Epazote 200 0.040
Laurel 350 0.063
Orégano 200 0.036
Romero 350 0.070

5.3.2 Evaluacién de toxicidad

Para la evaluacion se conto el nimero de Artemias muertas de cada aceite, en las tablas 21,
22, 23, 24 y 25 se muestran los resultados obtenidos del bioensayo de letalidad.

Tabla 21. Resultados del bioensayo de letalidad de Artemia, utilizando AEC.

Dosis NUmero NuUmero de sujetos muertos Total de
(ppm) de Ensayol Ensayo2 Ensayo 3 Ensayo 4  sujetos
sujetos'? muertos
por
ensayo

1 10 0 0 0 0 0

10 10 0 0 0 0 0

20 10 0 0 2 3 5

30 10 5 3 3 3 14

40 10 6 5 5 5 21

50 10 6 6 5 7 24

60 10 6 6 6 7 25

70 10 7 6 6 7 26

80 10 7 7 6 7 27

90 10 7 7 7 8 29

100 10 7 7 7 10 31

Control (+) 10 10 10 10 10 40

Control (-) 10 0 0 0 0 0

12 Sujetos= nlmero de Artemias muertas
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Tabla 22. Resultados del bioensayo de letalidad de Artemia, utilizando AEE.

Dosis NUmero NuUmero de sujetos muertos por ensayo Total de
(ppm) de Ensayol Ensayo2 Ensayo 3 Ensayo 4  sujetos
sujetos muertos
por
ensayo

1 10 0 0 0 0 0

10 10 0 0 0 0 0

20 10 0 0 0 0 0

30 10 0 0 0 0 0

40 10 2 3 0 2 7

50 10 4 0 2 3 9

60 10 3 1 3 3 10

70 10 3 3 7 4 17

80 10 6 5 6 5 22

90 10 5 6 4 8 23

100 10 8 7 8 5 28

Control (+) 10 10 10 10 10 40

Control (-) 10 0 0 0 0 0

Tabla 23. Resultados del bioensayo de letalidad de Artemia, utilizando AEL.
Dosis NUmero NuUmero de sujetos muertas Total de
(Ppm) de Ensayol Ensayo2 Ensayo 3 Ensayo 4  Sujetos
sujetos muertos
por
ensayo

32 10 0 0 0 0 0

64 10 0 0 0 0 0

128 10 2 0 0 3 5

192 10 2 2 1 1 6

256 10 1 1 4 5 11

320 10 2 5 3 2 12

384 10 6 7 7 5 25

448 10 9 9 4 10 32

512 10 9 9 8 8 34

576 10 10 10 10 10 40

640 10 10 10 10 10 40

Control (+) 10 10 10 10 10 40

Control (-) 10 0 0 0 0 0
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Tabla 24. Resultados del bioensayo de letalidad de Artemia, utilizando AEO.

Dosis NUmero NuUmero de sujetos muertas Total de
(ppm) de Ensayol Ensayo2 Ensayo 3 Ensayo 4  sujetos
sujetos muertos
por
ensayo

1 10 0 0 0 0 0

10 10 0 0 0 0 0

20 10 2 0 0 1 3

30 10 7 8 4 0 19

40 10 8 10 6 0 24

50 10 10 10 7 7 34

60 10 10 10 7 8 35

70 10 10 10 10 10 40

80 10 10 10 10 10 40

90 10 10 10 10 10 40

100 10 10 10 10 10 40

Control (+) 10 10 10 10 10 40

Control (-) 10 0 0 0 0 0

Tabla 25. Resultados del bioensayo de letalidad de Artemia, utilizando AER.

Dosis NuUmero NuUmero de sujetos muertas Total de
(Ppm) de Ensayol Ensayo2 Ensayo 3 Ensayo 4  SUJ€tOs
sujetos muertos
por
ensayo
60 10 0 0 0 0 0
70 10 1 0 0 1 2
80 10 0 1 1 1 3
90 10 1 2 2 1 6
100 10 2 2 2 3 9
124 10 4 3 3 0 10
144 10 3 5 5 0 13
165 10 2 9 5 5 21
186 10 4 8 5 6 23
206 10 6 7 7 8 28
260 10 10 10 10 10 40
Control (+) 10 10 10 10 10 40
Control (-) 10 0 0 0 0 0
(o]



5.3.2.1 Anadlisis estadistico

5.3.2.1.1 Determinacion de CLso

Los resultados del andlisis estadistico realizado con el programa IBM SPSS Statistics 20 se
encuentran en el anexo G. En la tabla 26 se aprecian los resultados de la determinacion de

CLso y los criterios de letalidad segln (Sanabria & Sandra, 1997).

Tabla 26. Determinacion de CLso.

Aceites esenciales CLso (ppm) Criterios de
evaluados letalidad
Clavo 47.387 Letalidad elevada
Epazote 77.508 Letalidad elevada
Laurel 345.942 Letalidad baja
Orégano 33.704 Letalidad elevada
Romero 157.120 Letalidad moderada

Tabla 27. Criterios de letalidad.
Criterios de letalidad (Sanabria & Sandra, 1997)

Letalidad elevada 0.1-100 ppm
Letalidad moderada 100-300 ppm
Letalidad baja 300-600 ppm
Letalidad minima > 640 ppm

5.3.2.1.2 Respuestas transformadas por probit
En las graficas siguientes se observan las repuestas obtenidas por un andlisis probit.

5.3.2.1.3 Clavo

0.9
0.8
0.7
0.6

0.5 esscecsssossssccssssossssossssscssssess
.
:

Probit

0.4

0.3
y =0.9455x - 1.0806

0.2 R?=0.9981

0.1

1 1.2 14 1.6 1.8 2 2.2

Log de la concentracion (ppm)

Gréfica 1. Resultados del analisis probit para AEC.
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5.3.2.2 Epazote

0.7
0.6
0.5

0.4

Probit

0.3
0.2

0.1

5.3.2.3 Laurel
0.9

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

Probit

0.3
0.2
0.1

0

1.5

2.3

1.889

y =1.5147x - 2.3573
R*=0.991

1.6 1.7 1.8 19 2 2.1

Log de la concentracion (ppm)

Gréfica 2. Resultados del analisis probit para AEE

2.539

y =2.1314x - 4.8922
R*=0.987

2.4 2.5 2.6 2.7 2.8
Log de la concentracion (ppm)

Gréfica 3. Resultados del analisis probit para AEL
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5.3.2.4 Oreégano

5.3.2.5 Romero

Probit

1.2

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

1.2

1.3 1.4

1.5

1.6

y =1.8528x - 2.3269

1.7

Log de la concentracion (ppm)

R?=0.9924

1.8

Gréfica 4. Resultados del andlisis probit para AEO

2 2.1

2.2

2.3
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R?=0.9949

24

Gréfica 5. Resultados del analisis probit para AER
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5.4 Estudio grafico de evaluacion de toxicidad

Para deducir las posibles causas de muerte de los nauplis de Artemia franciscana, se tomaron
fotografias utilizando un microscopio oOptico (tefiidas con Safranina O y sin tefiir); y se
tomaron una serie de micrografias®® por microscopia electronica de barrido a las Artemias
tratadas y a los controles positivo (K2CrO7500ppm) y negativo (agua de mar y tween 80).
Fotografias (tefiidas y sin tefiir) y micrografias de los grupos control negativo y positivo

5.4.1.1 Micrografia del control negativo

Micrografia 1. Por MEB (150x) del nauplio de A. franciscana control negativo, después de
24 h de exposicion.

13 Las micrografias que se presentan en este capitulo fueron tomadas en el laboratorio de
Microscopia Electrénica de la FES Cuautitlan Campol, por el Técnico Académico Rodolfo Robles
Gomez (2013). ( 1
L %)




5.4.1.2 Fotografia del control negativo sin tincion

Fotografia 13. Naupli de A. franciscana control negativo, después de 24 h de exposicion.

5.4.1.3 Fotografia del control negativo con tincion

Fotografia 14. Naupli de A. franciscana control negativo, después de 24 h de exposicion,
tefiido con Safranina O.




5.4.1.4 Micrografia del control positivo

Micrografia 2. Por MEB (150x) del nauplio de A. franciscana control positivo, (K2Cr.0O7
500 pm) después de 24 h de exposicion.

5.4.1.5 Fotografia del control positivo sin tincion

Fotografia 15. Naupli de A. franciscana control positivo, (K.CrO7 500 ppm), después de 24
h de exposicion.
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5.4.1.6 Fotografia del control positivo con tincion

Fotografia 16. Naupli de A. franciscana control positivo (K2CrO7 500 ppm), después de 24
h de exposicion, tefiido con Safranina O.




5.4.2 Fotografias (tefiidas y sin tefiir) y micrografias de los nauplis tratados con los
AE
5.4.2.1 Fotografias y micrografias de los nauplis tratados con AEC

5.4.2.1.1 Fotografia de un naupli tratado con AEC sin tincién

Fotografia 17. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.1.2 Fotografia de un naupli tratado con AEC con tincién

Fotografia 18. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion, tefiido con Safranina O.




5.4.2.1.3 Fotografia de un naupli tratado con AEC sin tincidn previo a su observacion
en MEB

Fotografia 19. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.1.4 Micrografia de un naupli tratado con AEC sin tincion por MEB

Micrografia 3. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion a 100x.
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5.4.2.2 Fotografias y micrografias de los nauplis tratados con AEE

5.4.2.2.1 Fotografia de un naupli tratado con AEE sin tincion

Fotografia 20. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.2.2 Fotografia de un naupli tratado con AEE con tincién

Fotografia 21. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion, tefiido con Safranina O.




5.4.2.2.3 Fotografia de un naupli tratado con AEE sin tincidn previo a su observacion
en MEB

Fotografia 22. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, despues de 24 h de
exposicion.

5.4.2.2.4 Micrografia de un naupli tratado con AEE sin tincién por MEB

Micrografia 4. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion a 100x.
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5.4.2.3 Fotografias y micrografias de los nauplis tratados con AEL

5.4.2.3.1 Fotografia de un naupli tratado con AEL sin tincion

Fotografia 23. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 640 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.3.2 Fotografia de un naupli tratado con AEL con tincién

Fotografia 24. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 640 ppm, después de 24 h de
exposicion, tefiido con Safranina O.




5.4.2.3.3 Fotografia de un naupli tratado con AEL sin tincion previo a su observacion
en MEB

Fotografia 25. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 640 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.3.4 Micrografia de un naupli tratado con AEL sin tincién por MEB

Micrografia 5. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 640 ppm, después de 24 h de
exposicion a 100x.
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5.4.2.4 Fotografias y micrografias de los nauplis tratados con AEO

5.4.2.4.1 Fotografia de un naupli tratado con AEO sin tincion

Fotografia 26. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.4.2 Fotografia de un naupli tratado con AEO con tincion

Fotografia 27. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion, tefiido con Safranina O.




5.4.2.4.3 Fotografia de un naupli tratado con AEO sin tincion previo a su observacion
en MEB

Fotografia 28. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.4.4 Micrografia de un naupli tratado con AEO sin tincion por MEB

Micrografia 6. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 100 ppm, después de 24 h de
exposicion a 100x.
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5.4.2.5 Fotografias y micrografias de los nauplis tratados con AER

5.4.2.5.1 Fotografia de un naupli tratado con AER sin tincion

Fotografia 29. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 260 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.5.2 Fotografia de un naupli tratado con AER con tincion

Fotografia 30. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 260 ppm, después de 24 h de
exposicidn, tefiido con Safranina O.




5.4.2.5.3 Fotografia de un naupli tratado con AER sin tincion previo a su observacion
en MEB

Fotografia 31. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 260 ppm, después de 24 h de
exposicion.

5.4.2.5.4 Micrografia de un naupli tratado con AER sin tincion por MEB

Micrografia 7. Naupli de A. franciscana a la concentracion de 260 ppm, después de 24 h de
exposicion a 100x.
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6 Discusion
6.1 Eclosion de Artemia

Humedad: Vinatea (1997) reporta que para que la viabilidad de los quistes no se vea afectada
debe mantenerse en un porcentaje menor a 10%; al exceder este valor, los quistes inician su
actividad metabdlica y por tanto disminuyen su posibilidad de eclosionar y de vivir. Como
se puede observar en la tabla 12 el porcentaje de humedad que tuvieron los quistes utilizados
fue de 5.77%, por lo tanto son viables.

Color: Los quistes poseen una capa externa dura (corion) formada de lipoproteinas
impregnadas de quitina y hematina, la concentracién de ésta ultima varia el color de marron
palido a marron obscuro. La principal funcion del corion es de proporcionar una proteccion
adecuada al embridn contra rupturas mecanicas y radiaciones. Cuando los quistes se hidratan
cambian de color anaranjado que al verlo al microscopio se ve transparente.

Con el objeto de tener un parametro de comparacion se determina el color utilizando las
tablas Munsell dando por resultado un color marrén (818,5) (fotografia 32).

-

Fotografia 32. Quistes hidratados de Artemia.
Fotografia tomada en el laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica (L-324) de la
FES- Cuautitlan Campo 1; por Alejandra Sanchez (2013).

Tamarfio de quistes: Uno de los criterios para evaluar la calidad de los quistes es el tamafio.
La talla es indicativa de quistes saludables (para alimentacion de peces son los que tienen
mayor valor nutricional), éste varia de 200-300 micras de diametro (Devnull, 2007-2008). El
intervalo de los quistes utilizados en el ensayo es de 230.7 £ 10 um, valor que se encuentra
en especificaciones.

Porcentaje de eclosién: Este parametro es indicativo nuevamente de la calidad y viabilidad
de los quistes; a mayor porcentaje mayor calidad y viceversa. Sato, Mallo y Fenucci (2004)
consideran que un valor arriba del 80% es adecuado. El valor experimental obtenido fue de
82.96 por lo que los quistes son de buena calidad.

Eficiencia de eclosion: Es el numero de nauplios que nacen de un gramo de quistes
comercializado, bajo condiciones estandares. Castro et al (1997) reporta un porcentaje de
eclosion de 25.75 como bajo y 89.3 como bueno, mientras que la eficiencia la reporta entre
67,879 org/g y 235,500 org/g. Tomando estos rangos, el valor obtenido es de 189,589 org/g,
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valor que se encuentra cercano al cercano al limite superior, por lo que se concluye que los
quistes utilizados en el ensayo son de buena calidad.

Tamario de los nauplios: La talla de los nauplios de A. franciscana es pequefia, el rango es
de 550 um a 0.6 mm (Valenzuela, 2013). El valor obtenido fue de 743.7 um, lo que
corresponde a un nauplio en fase Il. Durante el ensayo se seleccionaron las artemias que
corresponden a esa fase.

Ciclo de vida de Artemia: Para observar, documentar el desarrollo e identificar cada una de
las etapas de desarrollo se tomaron una serie de fotografias; esto facilitd la seleccion de los
sujetos de prueba (serie fotografica 1y 2).

6.2 Obtencion de los aceites esenciales
6.2.1 Materia prima
6.2.1.1 Identificacion de las plantas utilizadas

Esta etapa de identificacion de la planta es muy importante, ya que el contar con un ejemplar
de herbario, provee el material comparativo que es fundamental para descubrir o confirmar
la identidad de una especie, son una fuente de informacion acerca de las plantas y del medio
en el que habitan y suponen en si mismos un registro permanente de la biodiversidad.

El herbario Etnobotanico de Iztacala facilitd los nombres cientificos de cada una de las
especies utilizadas: Syzygium aromaticum, Lippia graveolens, Litsea glaucencen,
Rosmarinus officinalis y Teloxys ambrosioides, estos nombres se convierten en una
referencia importante en la realizacién del presente trabajo y ademas sirven para dar la
correcta identidad del material vegetal utilizado.

6.2.1.2 Materia extrafia

Respecto a la materia extrafia encontrada en las plantas utilizadas, solo se encontré polvo,
tierra y en el caso del epazote pasto; pero en minimas cantidades. Para el ensayo se retir6
todo el material que no correspondiera a las caracteristicas del material vegetal.

6.2.1.3 Descripcion macroscopical4

6.2.1.3.1 Clavo

Como se puede apreciar en la fotografia 9, la parte utilizada de la planta es el clavo que es
un botdn floral. Se puede observar sus cuatro pétalos rosas y varios pistilos amarillos.
También se puede observar el parecido que tienen las yemas florales de esta planta con un
clavo oxidado.

14 |_a descripcién macroscdpica se realizé en base a lo observado y a las caracteristicas mencionadas en el
marco tedrico para cada planta.
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6.2.1.3.2 Epazote

La parte utilizada del epazote fueron las hojas y como se puede apreciar en la fotografia 8 es
larga irregularmente dentada, con forma de espada de color verde. Todo el material vegetal
cumple con estas caracteristicas.

6.2.1.3.3 Laurel

En el caso del laurel la parte utilizada fue la hoja. Como se puede distinguir en la fotografia
11 la hoja de laurel tiene una forma eliptica, una base atenuada con un apice gradualmente
acuminado. Caracteristicas que cumple todo el material vegetal utilizado.

6.2.1.3.4 Orégano

Parte utilizada: las hojas y flores. Como puede advertir, las hojas de orégano como se ven en
la fotografia 10 son opuestas ovales y anchas, con bordes ligeramente dentados con el haz
denso, el envés es glandular y densamente tomentoso con ligeras vellosidades. Las flores
son diminutas de color blanco, estan protegidas por diminutas hojillas de color rojizo.
Caracteristicas que cumple el material vegetal utilizado.

6.2.1.3.5 Romero

Parte utilizada: las hojas y flores. En la fotografia 12 se observa las hojas caracteristicas del
romero, opuestas, gruesas y algo coriaceas, sesiles, lineares y obtusas, de borde doblado; de
color verde por arriba y blanquizco por debajo. Las flores son labiadas de color lila.
Caracteristicas que cumple el material vegetal utilizado.

6.2.1.4 Extraccién

El método que se utilizd en este proyecto es la hidrodestilacion, con las modificaciones
pertinentes por la diferencia de densidad de los aceites obtenidos. Trampa de Clevenger para
aceites menos densos que el agua y trampa de Dean Stark para aceites mas densos que el
agua.

6.2.1.5 Rendimiento

Como se puede observar en la tabla 17 para los aceites de clavo, romero y epazote; el
porcentaje de rendimiento de los aceites esenciales obtenidos es méas bajo que el reportado
en la literatura, las causa pueden ser: Variacion estacional, en el caso del clavo la técnica de
hidrodestilacion utilizando la trampa de Dean-Stark no es la adecuada (mejor destilacion por
arrastre de vapor), la materia vegetal adquirida en el mercado haya tenido un tiempo de
anaquel muy grande y que la materia vegetal se debio trabajar en fresco y no en seco como
se trabajd. En el caso del laurel el rendimiento se encuentra en el rango reportado.

Orégano, en caso contrario, el rendimiento que se obtuvo es mas alto que el reportado, debido
a que la materia vegetal se encuentra en la temporada de mayor produccion de aceite.
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En todos los casos, los rendimientos reportados en la literatura corresponden al método por
arrastre de vapor, entonces en todos los casos esa es la principal variacion en los
rendimientos.

6.2.2 Control de calidad a los aceites esenciales
6.2.2.1 Propiedades sensoriales de olor, aspecto y color
Las propiedades sensoriales de los aceites esenciales se determinaron de la siguiente forma:

Color: Comparacion visual con las cartas Munsell (anexo C); se utilizaron estas cartas con el
fin de tener un punto de comparacién y disminuir la subjetividad. Esta es una propuesta para
estandarizar el color.

Olor: Se utilizé como base a clasificacion de los descriptores de vinos con el fin de tener una
referencia y reducir la subjetividad. Esta es una propuesta para definir el olor de cada aceite.

6.2.2.2 Determinaciones fisicoquimicas
6.2.2.2.1 Densidad
La densidad se calcul6 de acuerdo con la ecuacion que se encuentra en el anexo B.

En la tabla 19 se encuentran los valores obtenidos para cada uno de los aceites esenciales.
Donde se puede apreciar que las densidades del orégano, epazote romero y laurel son
inferiores a la del agua; todo lo contrario a la densidad del aceite esencial del clavo que es
superior a 1 caracteristica de este aceite esencial. De acuerdo con los datos te6ricos como se
pude ver en la tabla 19 los valores de densidad experimentales no coinciden; pero cabe
sefialar que la mayoria se acerca al valor encontrado en la literatura; el que no coincidan se
puede de ver a la época del afio en que se recolecto la planta, el lugar de origen, al analista
y a que como se menciond en la metodologia para determinar la densidad no se ocup6 un
picnémetro si no un matraz aforado de 1mL.

6.2.2.2.2 Indice de refraccion

La determinacion del indice de refraccion de los aceites esenciales, se realizd con base en la
metodologia descrita. Tomando en cuenta que el indice de refraccion, es utilizado como una
prueba para el control de impurezas y calidad de aceites puros, tanto a nivel laboratorio como
a nivel industrial; por ello la importancia de realizar esta prueba. En la tabla 19 se presentan
los valores registrados del indice de refraccion de los aceites esenciales evaluados donde se
puede apreciar que los valores registrados son altos, caracteristicos de los aceites esenciales.
Ademas se puede mencionar que con respecto a los datos tedricos los valores obtenidos estan
dentro de especificacion, exceptuando al AEL; generalmente los datos de indice de refraccién
y de densidad estan reportados por rangos para el AEL no hay reportado en la literatura un
rango.
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6.2.2.3 Interpretacion de los espectros de infrarrojo

En las siguientes tablas (27-31) se presentan las principales frecuencias identificadas
correspondientes a los grupos funcionales de los compuestos quimicos que conforman cada
aceite esencial.

Cabe mencionar que los grupos funcionales identificados en cada espectro coincidieron con
los grupos funcionales presentes de los componentes mayoritarios de cada aceite.

6.2.2.3.1 Aceite esencial de clavo (AEC)
OH

OCH;

OCH;

Figura 23. B-cariofileno.

Figura 22. Eugenol. Figura 24. Acetato

de Eugenilo.

Tabla 28. Frecuencias identificadas en espectrofotometria IR del AEC

Grupo Intervalos de frecuencia tedrica cm™ Frecuencias cm™ del AEC
funcional

Alcanos

C-Hst 3000-2840 2951.98

CHs-O 2850-2815 2831.66

CH2s 1475-1450 1457.52

CHsy 1250-800 1220.05
Alguenos

=CHs ip 1420-1290 1422.69

=CH oop 1005-675 909.75

Aromaticos

ar C-C 1625-1575 1508.18

ar C-H slip 1250-950 1220.05

ar C-H stoop 900-650 909.75

Acetato
C=0 1790-1650 1755.15
Eteres
C-0-C 1310-1000 1267 y 1040

Alcoholes

O-Hst 3650-3200 3518.75

C-Ost 1260-970 1267.55

O-Hoop 1540-1200 1457.52
(=)




6.2.2.3.2 Aceite esencial de epazote (AEE)

OH

Figura 25. Carvacrol.

Figura 26. Ascaridol.

Figura 27. Piperitona.

Tabla 29. Frecuencias identificadas en espectrofotometria IR del AEE

Grupo Intervalos de frecuencia tedrica cm
funcional
Alcanos
C-Hst 3000-2840
CH3yas 1470-1430
Algquenos
=C-Hst 3040-3010
C=Cst 1690-1635
Cetonas
C=0 1775-1650
Peréxidos
C-O-Ost 1200-1000
O-Ost 1000-800

6.2.2.3.3 Aceite esencial de laurel (AEL)

Frecuencias cm™ del AEE

2955.15
1448

3020
1660.66

1713-1660.66

1443.02-1429.02%
817.94

Figura 28. 1,8-Cineol Figura 29. Sabineno.

15 Al analizar el espectro IR 'y comparar con Koutsoupakis et. al., (2002) el ascaridol muestra estas bandas en

1472y 1450 cm %, Por lo que se observa una coincidencia, este desplazamiento de bandas pudo ser

ocasionado por los otros componentes del aceite esencial.
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Tabla 30.Frecuencias identificadas en espectrofotometria IR del AEL

Grupo Intervalos de frecuencia teérica cm™® Frecuencias cm™ del AEL
funcional
Alcanos
C-Hst 3000-2840 2917.15
CH2s 1475-1450 1463.85
CHsd 1395-1365 1359.52
Alguenos
=CHast 3095-3075 3050
=CHy oop 1005-675 982.59
Cc=C 1690-1635 1672.82
Aldehidos
C=0 1780-1610 1732.98
Eteres
C-O-Cstas 1310-1000 1210.55
C-Ost 1260-970 982.59

Cruz, SM (2012) reporta que en el género Litsea se identificd p-metoxicinamaldehido, por
lo que la banda del grupo carbonilo se puede asignar a este compuesto.

6.2.2.3.4 Aceite esencial de romero (AER)

X

Figura 30. Alcanfor. Figura 31. a-pineno.
Figura 32. 1,8-cineol.

Tabla 31. Frecuencias identificadas en espectrofotometria IR del AER

Grupo Intervalos de frecuencia teérica Frecuencias cm™ del AER
funcional cm?
Alcanos
C-Hst 3000-2840 2955.15
CH25 1475-1450 1444.85
Alquenos
C-H st 3040-3010 3040
C=Cst 1690-1635 1682.32
C=C-H & oop 1005-675 (Varias bandas) 982.59, 916.09, 745.12
Cetonas
C=0 1780-1610 1739.31
Eteres
C-O-Cstas 1310-1000 1045.91
C-Ostsy 1055-870 982.59
()



6.2.2.3.5 Aceite esencial de orégano (AEO)

> TP RO

Figura 34.

Figura 33. Timol. Carvacrol. Flgur_a 3. Figura 36. p- Figura 37.
(13.73%) 1,8-cineol. . .
(13.48%) M I cimeno terpineol.
ayoritario 2 46% 7 62
(16.82%) (7.46%) (7.62)

Tabla 32. Frecuencias identificadas en espectrofotometria IR del AEO

Grupo Intervalos de frecuencia tedrica cm™ Frecuencias cm™ del AEO
funcional
Alcanos
C-H st 3000-2840 2951.98
CH2s 1475-1450 1454.35
CHsy 1250-800 1251.72
Alguenos
=CHst 3040-3010 3015-3010
C=C st 1690-1635
C=C-H & st 1005-675 varias bandas
Aromaticos
arC-H 3080-3030
ar C-C 1625-1575 1587.34
ar C-H stip 1250-950 1065.41, 1000
ar C-H stoop 900-650 808.44
Alcohol
O-Hst 3650-3200 3401.58
O-H3ip 1450-1200 1422.09
C-Ost 1260-970 1251.72
Fenoles
O-H st 3650-3200 3401.58
Ar C-OH st 1275-1150 1226.39
Eteres
C-O-Cstas 1310-1000 1045.91
C-Ost 1055-870 935.09
(o)



6.3 Actividad bioldgica

Para la realizacion de la prueba de la actividad bioldgica de los aceites esenciales a evaluar
se utiliz6 como agente surfactante tween 80, fue el que cumplié con las caracteristicas
mencionadas en la metodologia, en la tabla 20 se presentan los volimenes y por ciento de
tween 80 utilizado para cada uno de los AE.

6.4 Analisis estadistico

En las gréficas 1-5 se observan las respuestas obtenidas por el analisis probit realizado para
cada uno de los bioensayos; estas respuestas son lineales en las cuales se puede realizar una
interpolacion y conocer graficamente la CLso; cabe mencionar que se efectué un analisis
probit debido a que el objetivo principal de este analisis determinar la concentracion letal
media.

6.5 Concentracion letal mediay estudio grafico

Los datos correspondientes a la concentracion letal media (CLso) de los aceites esenciales
(AE) sobre nauplios de Artemia franciscana expuestos durante 24 h, son presentados en la
Tabla 26. Cabe destacar que el pH de las diferentes soluciones preparadas, incluyendo los
controles, no tuvo una variacion que pudiera incidir sobre los resultados del estudio (pH con
valores entre 7.53 y 7.82), teniendo en cuenta que la Artemia franciscana puede desarrollarse
perfectamente a un pH entre 7.5y 8.

A continuacion se hara un analisis conjunto de los resultados de letalidad y del estudio
grafico.

Como anteriormente se menciond en los objetivos planteados por el presente trabajo, se dara
una aproximacién del dafio probable ocasionado al nauplio de Artemia por los aceites
evaluados. Para cumplir con esta tarea, primeramente presentaré una semblanza de cdmo es
que los AE actlan a nivel bioldgico y después cdmo es que estan constituidas las artemias.

Se sefiald anteriormente, que los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos
quimicos, por ello es dificil puntualizar el componente responsable de la actividad bioldgica
observada, sin embargo, la naturaleza hidrofobica de los AE permite afirmar que, existe un
aumento de la permeabilidad celular y la consiguiente fuga de constituyentes celulares; es
importante comprender que una estructura de la célula alterada puede afectar a otras
estructuras celulares en un tipo de accion en cascada; los componentes pasan a través de la
pared celular y de la membrana citoplasmatica, alterando la estructura de las diferentes capas
de acidos grasos, fosfolipidos y polisacaridos. El dafio a la pared celular y a la membrana,
puede conducir a la salida de macromoléculas y posteriormente a la muerte celular. En
general la actividad toxica de cada aceite esencial se debe principalmente a los componentes
mayoritarios (Bakkali & Averbeck, Biological affects of essential oils- A review, 2008).

En las células eucariotas, los aceites esenciales pueden provocar la despolarizacion de las
membranas mitocondriales por la disminucion del potencial de membrana, afectando a los
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canales de calcio y a otros canales ionicos reduciendo el gradiente de pH, que afecta la bomba
de protones para la formacion de ATP. Ademéas los AE cambian la 6smosis de las
membranas, que se vuelven anormalmente permeables dando lugar a salidas de iones de
calcio y proteinas, como en el caso del estrés oxidativo y la insuficiencia bioenergética. La
permeabilizacion de las membranas mitocondriales externa e interna conduce a la muerte
celular por apoptosis y necrosis (Bakkali & Averbeck, Biological affects of essential oils- A
review, 2008).

El género Artemia forma parte del subfilo Crustacea, y éste a su vez esta incluido en el filo
Arthropoda. Hadley (1986), menciona que la cuticula de los artropodos, en general cuenta
con dos principales divisiones estructurales. En la figura 38, se observa una capa externa,
delgada llamada epicuticula y otra méas gruesa la procuticula. La epicuticula dota a la mayoria
de los artrépodos con la capacidad de retener agua; la otra division cuticular importante, la
procuticula, estad compuesta de un grueso tegumento compuesto esencialmente de quitina,
polisacarido que le brinda caracter estructural.
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Figura 38. Caracteristicas basicas de la cuticula de los artropodos.
Fuente: (Hadley, 1986)

La cuticula del nauplio de Artemia; le sirve de exoesqueleto (caracteristico de los artrépodos),
cubre los apéndices, revistiendo los tubos traqueales, diversos conductos glandulares,
organos sensoriales y regiones anterior y posterior del tracto digestivo. De igual manera la
cuticula brinda sostén y establece una barrera entre el animal y el medio ambiente.
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Por supuesto, la estructura cuticular experimenta cambios durante la ecdisis 0 muda, proceso
caracteristico de los artropodos. En las artemias durante la ecdisis hay una liberacion de
proteasas.

Warner y Matheson (1998) sefialan que durante las dos primeras mudas larvarias en la
Artemia franciscana, se secretan grandes cantidades de dos serin proteasas junto con la N-
acetil-B-D-glucosaminidasa, una enzima que degrada la quitina y la catepsina, proteina
extracelular con actividad proteolitica. La muda en la Artemia se da de 16-19 veces a lo largo
de su ciclo de vida, este proceso depende de diversos factores, tales como: la temperatura, el
fotoperiodo, el suministro de comida entre otros. La muda de las Artemias estd asociada
principalmente a una actividad quitinolitica de la enzima N-acetil-p-D-glucosaminidasa
(Warner & Matheson, Release of Proteases from Larvae of the Brine Shrimp Artemia
franciscana and Their Potential Role During the Molting Process, 1998).

En otro estudio Liu y Warner (2006) indican también que la catepsina L, es la principal
proteasa en embriones y larvas de Artemia, ésta se encuentra presente en el desarrollo de los
embriones y larvas jovenes en al menos la primera muda larval.

En base a lo anterior y analizando, las fotografias y micrografias obtenidas a lo largo del
estudio gréafico de evaluacion de toxicidad, se puede deducir de manera general lo siguiente:
Los AE son capaces de pasar a través de la membrana celular y la membrana citoplasmética
de las dos principales divisiones estructurales del exoesqueleto, llegando asi a la quitina que
se encuentra en la procuticula. Los AE por su composicion quimica activan la accién
enzimatica de las serinproteasas, de la catepsina y de la enzima N-acetil-B-D-
glucosaminidasa. Es por esto que se observan dafios diferentes en cada uno de los aceites
evaluados (Liu & Warner, Further characterization of the cathepsin L-associated protein and
its gene in two species of the brine shrimp, Artemia, 2006).

Nunes et al (2006), establece que en las pruebas de toxicidad sobre el organismo Artemia,
solo se pueden obtener respuestas binarias, tales como: vida vs muerte, respuestas de caracter
enzimatico, de cardcter fisiolgico en velocidad de consumo de oxigeno y reproductivos.
Bajo este criterio, se puede inferir que de acuerdo a los resultados obtenidos se da una
combinacion de estos factores; esto se hizo tomando a las artemias como células eucariotas.

Para tener una evidencia que muestre como es que acttan los AE, primero se observo el
comportamiento de los animales expuestos y no expuestos, con posterior revision a traves
del microscopio estereoscopico, de los individuos muertos y agonizantes. Después de
observar el comportamiento de los nauplios durante la exposicién de los AE se llevo a cabo
el procedimiento del diagrama 5. Teniendo como resultado una serie de fotografias y
micrografias.

Analizando las CLso, fotografias y micrografias se observa lo siguiente:

La micrografia 1, fotografias 13 y 14, corresponden al control negativo, donde se aprecia a
un crustaceo de forma piriforme con tres apéndices cefalicos: anténulas, antenas, mandibulas.
La regidn toracica (torax y toracdépodos con los que nada). En la parte central, se aprecia el
o0jo naupliar y en la final del cuerpo, el telson (pequefios segmentos en forma de abanico);
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estructuras que corresponden a la fase metanaupliar de la Artemia. Estas caracteristicas
indican que tanto el agua de mar “artificial” que se preparé como el tween 80, no interfirieron
en su desarrollo normal.

La fotografia 14 muestra una Artemia en estadio metanaupliar (control negativo) tefiido con
safranina O. La safranina es un colorante cationico que tiene afinidad por las que tienen una
carga opuesta, sirve para tefiir los ndcleos celulares de rojos conformados por mas de 50
proteinas llamadas nucleoporinas. La epicuticula es una capa conformada por lipidos, que
forman una barrera que impide la entrada del colorante a la procuticula que esta formada por
quitina. La poca coloracidn que presenta en el interior la Artemia, es porque se introduce por
la boca naupliar, tifiendo las proteinas que constituyen el cuerpo del crustaceo.

En la fotografia 15 se muestra la Artemia expuesta a una concentracion de 500 ppm de
Dicromato de potasio (control positivo) después de 24 h de exposicion; se observa que el
nauplio continda con su desarrollo pero no llega a diferenciarse completamente el telson o
abanico (parte final del cuerpo), caracteristico de la fase metanaupliar.

Durante la ecdesis o muda (nauplio-metanauplio), la estructura cuticular experimenta
cambios decisivos, si el animal ha de crecer; antes de que la cuticula vieja se desprenda, las
células epidérmicas secretan una epicuticula nueva y blanda, esto favorece a que el cromo
hexavalente se transporte a las células a través de los mecanismos de transporte de sulfato,
tomando ventaja de la similitud entre el sulfato y cromato.

Se ha propuesto que la toxicidad del Cr (V1) se debe a que dentro de las células se generan
intermediarios reducidos de cromo [Cr (V), Cr (IV) y Cr (I11)] que en presencia de H20>
funcionan como catalizadores de una reaccion tipo Fenton, generando Especies Reactivas
Oxigenadas (ERO), con el consecuente dafio oxidativo, produciendo peroxidacion de lipidos,
oxidacion de proteinas y acidos nucleicos. La peroxidacion de lipidos (presentes en la
epicuticula) destruye la membrana celular (capa externa), dejando la procuticula expuesta y
permitiendo a la safranina interactuar con la quitina produciendo la coloracion roja
caracteristica.

En la fotografia 16 se observa el nauplio tenido al 100%; el colorante logra introducirse
debido a que el Cr (I11), también inhibe la fosforilacion oxidativa y por tanto la produccion
de ATP en consecuencia no hay metabolismo celular, se desprende la epicuticula
(micrografia 2 y fotografia 15), provocando asi la muerte de la Artemia (Zulita Prieto &
Ledn Inicio, 2008).

La CLso obtenida del aceite esencial de orégano (AEO) fue de 33.704 ppm (tabla 26),
utilizando los criterios de Sanabria Galindo, 1997 (tabla 27) se considera que tiene una
letalidad elevada, relacionando este resultado con el estudio grafico se observa en las
fotografias de la 26-28 y en la micrografia 6 que el dafio causado al nauplio de Artemia por
el AEO es similar al causado por el cromo: desintegracion de la pared celular de los 6rganos
del nauplio y dafio del exoesqueleto (pero no en la magnitud del provocado por el AEC). El
exoesqueleto es méas delgado y ligeramente destruido (micrografia 6) comparandolo con el
control negativo (micrografia 1), dicha accién se puede atribuir a los componentes
principales del AEO, el carvacrol y el timol que presentan un alto poder antimicrobiano.
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La estructura quimica del carvacrol y del timol esta representada por un grupo fendlico con
caracteristicas hidrofébicas. Garcia y Palou (2008) reportan que ambos son capaces de
desintegrar la membrana externa de las bacterias gram positivas, permitiendo la salida de
lipopolisacéaridos e incrementando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica
provocando con ello la salida de ATP e inhibiendo la actividad de las ATPasas. Se puede
inferir que debido a este mecanismo de accién el AEO logra permear el exoesqueleto del
nauplio destruyendo la primera division estructural de la cuticula, una vez destruida la
epicuticula pasa a través de las aberturas del conducto de la glandula tegumentaria llegando
a la pared de los érganos vitales y asi activar la catepsina (enzima que activa la ecdesis)
destruyendo la membrana citoplasmatica.

La CLso obtenida para el aceite esencial de clavo (AEC) es 47.387 ppm, segun los criterios
de Sanabria Galindo, 1997, posee una letalidad elevada. Este resultado se ve reflejado en las
fotografias 17, 18 y 19 donde se puede apreciar que la cuticula del nauplio esta desecha, al
observar en el microscopio estereoscopico los nauplios de las concentraciones mas altas,
después de 6 h de exposicion, éstos presentaban nado erratico, debilidad, pérdida del reflejo
de huida y desintegracion de la cuticula aun cuando el nauplio se encontraba con vida; esta
accion se puede atribuir al Eugenol que es el componente mayoritario del AEC, Gonzélez
Escobar (2002) reporta que el Eugenol provoca lesiones causticas o quemaduras superficiales
cuando es colocado en forma directa y en altas concentraciones en los tejidos blandos. La
severidad del dafio es proporcional al tiempo de exposicion, a la dosis y a la concentracion.
Se ha visto que el eugenol puede llegar a mostrar tanto in vivo como in vitro dafio directo al
tejido, dermatitis, reacciones alérgicas, disfunciones hepaticas, entre otras.

Baldovino (1994) menciona que el eugenol actia como inhibidor de la respiracién
mitocondrial y como desacoplador del transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa,
con efectos dependientes de la dosis empleada.

En base a lo anterior se dedujo que el AEC, actla principalmente en el exoesqueleto ya que
se cree que activa a la N-acetil-p-D-glucosaminidasa y a las proteasas encargadas de activar
la ecdisis. Las proteasas destruyen la primera division estructural del exoesqueleto (la
epicuticula) afectando la retencion de agua al estimular la accién quitinolitica y destruyendo
a los 6rganos vitales del nauplio, causando su muerte (micrografia 3).

La CLso obtenida del aceite esencial de epazote (AEE) es de 77.508 ppm; segun los criterios
de Sanabria Galindo, (1997) se considera con una letalidad elevada; hecho que concuerda
con lo observado en las fotografias de la 20-22 y en la micrografia 4. La parte externa de la
cuticula del nauplio estad completa, pero el interior del cuerpo no concuerda con la morfologia
caracteristica de los nauplios (fotografia 5), sus érganos estan destruidos.

El componente principal del AEE, el ascaridol, es un componente altamente toxico (Rimada,
2006). Monzote y Stamberg (2009) reportan que el ascaridol es un potente microbicida ya
que hace una inhibicién inespecifica del complejo 111 de la cadena de transporte de electrones
de la mitocondria; se deduce con este mecanismo de accion que los nauplios de Artemia
ingirieron el AEE y una vez ingerido, permeo la membrana celular y causé dafios en las
mitocondrias celulares, por lo que los 6rganos se desintegraron. EI AEE pudo también haber
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activado a la catepsina, (proteasa que se encuentra en la mayoria de los érganos de las
artemias), ocasionando permeabilidad de las células y salida de macromoléculas causando
asi la lisis celular.

La CLso obtenida del aceite esencial de romero (AER) es de 157.120 ppm, aplicando los
criterios de Sanabria Galindo (1997) tiene una letalidad moderada; esto se puede apreciar en
las fotografias de la 20-22 y en la micrografia 7. En el nauplio de Artemia se observa tanto
la capa externa como el interior del cuerpo estan completos ya que corresponden con la
morfologia del nauplio (fotografia 5), pero a diferencia del control negativo se ve una
desintegracion de la pared celular de los 6rganos de manera que no se pueden distinguir de
manera clara; se infiere que la causa probable de este efecto sea el 1,8-cineol, componente
mayoritario del AEL, éste componente tiene registrada actividad antimicrobiana e
insecticida; ya que puede penetrar a través de la cuticula o al ser ingerido por el nauplio,
permeando la pared y membrana celular, ocasionando un shock osmotico y por lo tanto
muerte celular y en consecuencia la muerte del nauplio (Jiang & Wu, 2011).

Para el aceite esencial de laurel (AEL) se determind una CLso de 345.942 ppm y segun
Sanabria Galindo (1997), tiene una letalidad baja, este resultado coincide con lo que muestra
en las fotografias 14-16 y la micrografia 5. Comparando las fotografias de AEL y AER (20-
22 vs 14-16), se observa que los dafios son similares ya que tienen el mismo componente
mayoritario (1,8 cineol), por lo que se infiere que el mecanismo de accion es el mismo.
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Conclusiones

Se determind la toxicidad aguda de los aceites esenciales aislados de cinco especias
por medio del bioensayo de letalidad de Artemia teniendo como resultado :

Aceites esenciales evaluados CLso (ppm)
Clavo 47.387
Epazote 77.508
Laurel 345.942
Orégano 33.704
Romero 157.120

e Se evalud la toxicidad aguda de los cinco aceites esenciales analizados en este
estudio, siguiendo los criterios de Sanabria (1997), teniendo como resultado que los
aceites esenciales de orégano, clavo y epazote poseen una letalidad elevada, el romero
una letalidad moderada y el laurel una letalidad baja.

e Se identificaron los especimenes utilizados en esta experimentacion en el Herbario
Etnobotanico IZTA de la FES- Iztacala, UNAM.

Nombre cientifico Familia Nombre comun
Lippia graveolens Kuntth Verbenaceae “Orégano”
Litsea glaucences H.B.K. Lauraceae “Laurel”
Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae/ Labiatae  “Romero”
Syzygium aromaticum (L) Merril & L.M. Perry  Myrtaceae “Clavo”
Teloxys ambrosioides (L) W.A. Weber Chenopodiaceae “Epazote”

Sin: Chenopodium ambrosioides L.

e El método adecuado de extraccion de aceites esenciales evaluados fue; para el caso
del orégano, epazote, laurel y romero: hidrodestilacién adaptado con una trampa tipo
Clevenger; para el caso del clavo: hidrodestilacion utilizando una trampa Dean Stark.

e Se investigo el ciclo de vida de la Artemia mediante microscopia éptica y MEB
conociendo asi las caracteristicas morfoldgicas de cada estadio.

e Se logré establecer las condiciones oOptimas de cultivo de Artemia franciscana, para
su uso en un bioensayo en el laboratorio 324.

e Sedesarrolld un bioensayo con Artemia franciscana, para determinar la CLso de los
diferentes aceites esenciales a evaluar.

e Por medio de MEB y microscopia optica se logro inferir las posibles causas de muerte
de la Artemia franciscana, y con ayuda de la literatura se consiguié deducir cual fue
el posible dafio provocado por cada aceite en los nauplios de Artemia.
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8 Prospectivas

v El bioensayo de Artemia puede utilizarse no solo en aceites esenciales, sino también
en extractos y en residuos que se generen en los laboratorios de la facultad; ya que el
camaron de salmuera es un crustaceo sensible a una gran variedad de sustancias, el
bioensayo de Artemia puede ser Util como una prueba rapida y simple para predecir
la toxicidad.

v' Se sugiere realizar la cuantificacion e identificacion de los componentes de los aceites
esenciales evaluados en este trabajo.

v' En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se propone que los aceites
esenciales que presentaron una CLso elevada, como fue el caso del clavo, orégano y
epazote se evallen en lineas celulares con el fin de evaluar propiedades
anticancerigenas.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO A
10.1.1 Micrografias completas del ciclo de la Artemia en MEB

Micrografia 8. Quiste de Artemia a 150x

Micrografia 9. Eclosién de Artemia a 100x
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Micrografia 10. Naupli de Artemia recién eclosionado a 100x

Micrografia 11. Naupli de Artemia de 24hrs. de eclosion a 150x
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Micrografia 12. Metanaupli de Artemia 400x.

Micrografia 13. Metanaupli de Artemia 400x.
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Micrografia 14. Ejemplar juvenil de Artemia 400x.

Micrografia 15. Parte de las tenazas de una Artemia macho 400x.
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Micrografia 16. Parte de un toracépodo 400x.
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10.2 ANEXO B
10.2.1 Ecuaciones utilizadas para obtener:

10.2.1.1 Porcentaje de humedad de los quistes:

% de H = (pesa filtro + muestra no seca) — (pesa filtro + muestra seca) « 100
oden = (pesa filtro + materia seca) — (peso del pesa filtro solo)

10.2.1.2 Eficiencia de eclosion de quistes:

=
X
<

EE =

<
X
)

Donde:
N= promedio de los nauplis presentes en las cajas Petri
V= volumen total de eclosion

M= volumen de la muestra
C= cantidad de los quistes incubados

10.2.1.3 Porcentaje de eclosion

x 100

o%E =
" N+E

Donde:
N= promedio de los nauplis presentes en las cajas Petri

E= promedio de embriones presentes en las cajas Petri

10.2.1.4 Porcentaje de rendimiento de los AE:

o g obtenidos
% de rendimiento = - - x 100
g de materia prima
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10.2.1.5 Densidad:
Glel_M; GZ =M2_M

520°c =

Donde:

d20 °.c= Densidad relativa temperatura T (°C) con respecto a la temperatura de referencia del
agua.

M1 = Masa del matraz con muestra

M = Masa del matraz con agua

M = Masa del matraz vacio

G1 = Masa neta del aceite esencial

G2 = Masa neta del agua

10.2.1.6 Indice de refraccion

n=n'+K(T'-T)

Donde:

n = Lectura de la temperatura de referencia.

n! = Lectura a la temperatura t ' en K (°C).

T= Temperatura de referencia.

T!= Temperatura a la cual se hizo la lectura n!
K =0.00045 para aceites esenciales.
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10.3 ANEXO C
10.3.1 Cartas Munsell

0900000
900000




(
L

)|
109 J



L4

.l i
; | ". . '




10.4 ANEXO D

10.4.1 Caélculos de concentraciones de los AE a evaluar

10.4.1.1 Aceite de Orégano
Datos
Densidad: 0.9570 g/mL

Rango de concentraciones de 100-1 ppm

1000 ug

<O.9570 g) o (1000 mg

mL lg

)

1mg

) = 957000 ppm

(957000 ,ug) y <0.058 mL
50 mL

mL

99.9108 ppm x (

99.9108 ppm x
99.9108 ppm x

99.9108 ppm X

99.9108 ppm X

99.9108 ppm X

99.9108 ppm X

99.9108 ppm X
99.9108 ppm X

99.9108 ppm X (

)x( o ml )—999108
100mL) ~ ppm
o mL ) — 89.9197
TomL) o727 7/ppm
8 mL ) = 79.9286
10mL) ~ '2reeopem
7 mL ) = 69.9375
10mL) 2272/ ppm
6 mL ) = 59.9464
10mL) ~ 27 7orppm
(SmL) — 49.9554
1omL) ppm
(4mL> = 39.9643
1omL) =~ °7 ppm
3 mL ) = 29.9732
omL) = 277/ 2eppm
<2mL>— 19.9821
10mL) ~ ppm
( 1 mL ) =9.9910
1omL) = ppm
0.1 mL) 09901
10mL) ~ ppm
( ]
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10.4.1.2 Aceite de clavo
Datos
Densidad: 1.0758 g/mL

Rango de concentraciones de 100-1 ppm

1.0758 1000 mgy /1000
( g) X ( g) x (—“g> — 1075800 ppm

mL 1g 1mg
(1075800 ,ug) o (0.047 mL) o ( 10 mL ) — 1011252
mlL 50mL ) " \100mL el

101.1252 ppm X (10 mL) =91.0126 ppm
101.1252 ppm x ( 8 mL ) — 80.9001

Sl AU U PV A e C
1011252 ppm x (<5 = 707876

Levsppm (10 mL) = ppm
101.1252 x ( 6 mL ) = 60.6751

e EPPM X \To ) T OV 0/ PP
101.1252 ppm x ( >ml ) = 50.5626

e PP I\ TomL) T ppm
101.1252 x ( A mL ) — 40.4500

e PPM X \TomL) T ppm
101.1252 x ( 3 mL ) = 30.3375

e PP R\ To L) T ppm
101.1252 x ( 2mL ) = 20.2250

e PP R\ To L) T ppm
101.1252 w (2™ Z 101125

Levsppm (10 mL) - AUateoppm
101.1252 X <0'1 mL) =1.0112

e PPM ATy ) T e PP

( |
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10.4.1.3 Aceite de Laurel
Datos
Densidad: 0.9144 g/mL

Rango de concentraciones de 100-1 ppm
<O.9144 g) o (1000 mg) y (1000 ug

) = 914400 ppm

mL 1g 1mg
(914400 ,ug) (0 061 mL) ( 9mL ) — 100.4011
ml S0mi ) 100 mL - uatippm
100.4011 ppm x (10 mL) = 90.3609 ppm
100.4011 x ( Bl ) — 80.3208
AULLPPM X \To ) T OTeeverem
100.4011 (7mL) 70.2807
. X = .
ppm X (15— ppm
100.4011 x ( 6 mL ) = 60.2406
AP X \TomL) T ppm
100.4011 ppm x ( >ml ) = 50.2005
100.4011 ( 4 ml ) 40.1604
. X = .
ppm X (15— ppm
100.4011 x ( 3 mL ) = 30.1203
AULLPPM X \To L) T O e pem
100.4011 x ( 2mL ) = 20.0802
SUREPPM R\ T ) T 2T oA PP
100.4011 x ( 1 mL ) = 10.0401
SUREPPM R\ To ) T U PP
100.4011 x (O 1 mL) = 1.0040
PP X \Tomt) = 0 ppm

Rango de concentraciones de 500-150 ppm

0.9144 1000 m 1000
<—g> X ( g) X ( ug) = 914400 ppm

mL lg 1mg
<9144OO ug) y (0.274 mL) y ( 10 mL ) — £01.0912
mL 50 mL 100mL) >0 o PP
9mL
501.0912 ppm X (10 L) = 450.9820 ppm

501.0912 ppm X ) = 400.872 ppm

55

= 350.763 ppm

33

501.0912 ppm X (

501.0912 ppm X ) = 300.654 ppm

10
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0
3

bq

m
501.0912 ppm X

501.0912 ppm X ( ) = 250.545 ppm
. 10 mL .

501.0912 m X ( ) = 200.436 ppm
. pp 1 4

) = 150.327 ppm

[N
3
h

0

Rango de concentraciones de 640-32 ppm

0.9144 1000 mgy /1000
(—g>x( g)x( ”g)=914400ppm

mL lg
(914400 ug) (0 .35 mL) ( 10 mL ) — 61008
mlL 50 mL 100mL) — oo pem
640.08 ppm X (10 mL) = 576.072 ppm
8mlL
640.08 ppm X ( ) — 512.064 ppm
10 m
7 mL
640.08 ppm X ( 10l ) = 448.056 ppm
640.08 x(6m )—384048
LePPM X\ TomL) T ppm
640.08 x(smL)—32004
640.08 pom x (—™ _ 556032
veppm (10 mL) = 420022 ppm
640.08 x(smL)—192024
COPPT X \TomL) ~ ppm
640.08 x(sz)—128016
COPPT X \TomL) ~ ppm
640.08 (1mL)—64008
DOPPM X\ 7,) = 0o ppm
640.08 ppm X (0 5 mL) = 32.004

——
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10.4.1.4 Aceite de Romero
Datos

Densidad: 0.7959 g/mL

1000 mg

1000 ug

Rango de concentraciones de 100-1 ppm
<o.7959 g

)%

795900 ug

1g

)

= 7959
Tmg ) 5900 ppm

10 mL

(

mL

101.8752 ppm X (
101.8752 ppm X
101.8752 ppm X
101.8752 ppm X
101.8752 ppm X
101.8752 ppm X
101.8752 ppm X
101.8752ppm X (

101.8752 ppm X (

) 9 <0.064 mL) 9 (

50 mL
OmL
101.8752 ppm X (

——

(i
(%
(1
(
(
(

100 mL) = 101.8752 ppm

> = 91.6876 ppm

10L

> = 81.5001 ppm

mL
mL ) = 713126
10 mi - ppm
6 mL ) = 61.1251
10 mi = OLLeolppm
>mL ) = 50.9376
10 ml - oY ppm
4 ml ) = 40.7500
10mL) ~ rerppm
3 mL ) = 30.5626
10mL) 2o oveoppm
2mL ) = 20.3750
10mL) < 2/>rppm
1 mL ) = 10.1875
o0mL) - ppm
0.1 mL) = 1.0187
10mL) ppm
]
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Rango de concentraciones de 668-66 ppm

0.7959 1000 m 1000
<—g) X ( g) X ( ,ug) = 795900 ppm

mL lg 1mg
(795900 ug) y (0.42 mL) y ( 10 mL ) — 668.556
mlL 50 mL 100mL) — CoooRerpm
668.556 ppm X ( o ml ) = 601.7004
>ob ppm 10 mL I
668.556 ppm X (10 mL) = 534.8448 ppm
668.556 ppm X ( 7ml ) — 467.9892
OO PPM X \To L) ~ 07074 PPm
668.556 ppm X ( 6 ml ) = 401.1336
OO PPM X \To ) ~ O eo0 PP
668.556 ppm X ( >mL ) = 334.278
P20 PPM X\ TaTr) T 2eHe/eppm
4 mL

668.556 ppm X (

668.556 ppm X (

668.556 ppm X (10 — )= 133.7172 ppm

668.556 ppm X ( 1 mL ) — 66.8556
OO PPM X \To ) 00200 PPm

Rango de concentraciones de 206-124 ppm

(0.7959 g) o (1000 mg) y (1000 ug

mL 1g 1mg
<795900 ug) y (0.13 mL) y ( 10 mL
mL 50 mL 100 mL

206.934 ppm X ( 9 mL ) = 186.2406
IIEPPM A\ Tg ) T OerTo PP

206.934 ppm X ( 8 ml
IR PPT A TomL

206.93 ppm ( ) =1 8528 ppm
934 X 44.
10mL

206.934 ppm x ( 6 ml
IOE PP 10 mL

) = 795900 ppm

) = 206.934 ppm

) = 165.547 ppm

) = 124.1604 ppm

——
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10.4.1.5 Aceite de epazote
Datos

Densidad: 0.9134 g/mL

0.9134 1000 mg\ /1000
(—g)x( g)x( “g)=913400ppm

mL 1g 1mg
(913400,ug> o (0.055mL> o ( 10mL ) — 100.474
mlL 50mL 100mL) — ool pem
100.474 ppm x ( o ml ) = 90.4266
HEPPM X \To L) T OO et pem
100.474 ppm X ( 8 mL ) — 80.3792
HAPPM XN\ T ) T 0007 PP
100.474 ppm X ( 7mL ) — 703318
HAPPM XN\ T ) T /oo pPm
100.474 ppm X (6 mL) = 60.2844
FHIEPPM X \TomL) T 2ot pPm
100.474 x(smL)—50237
HAPPM X\ o) T 202/ PP
100.474 pom x (ML ) — 40.1896
HAPPIM XN\ o) T U eTo PP
3mL

100.474 ppm X

10 mL
100.474 = 20.094
00.474 ppm X 10 ) 20.0948 ppm
100.474 ppm ! ) = 10.0474 ppm
) X = 10.
10 mL

100.474 ppm X ( ) = 1.0047 ppm
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10.5 ANEXO E

10.5.1 Control de calidad de los quistes y nauplis de 24hrs. de eclosion

Tabla 33. Tamafio
promedio de los quistes

#de Tamafio en
individuo pum.

1 230
2 200
3 210
4 220
5 220
6 240
7 240
8 230
9 230
10 240
11 230
12 230
13 210
14 240
15 230
16 230
17 250
18 240
19 220
20 230
21 250
22 230
23 220
24 260
25 240
26 240
27 240
28 230
29 230
30 230
31 240
32 240

33 250
34 200
35 210
36 250
37 230
38 230
39 230
40 230
41 230
42 230
43 230
44 230
45 230
46 240
47 220
48 220
49 220
50 230
51 240
52 240
53 230
54 250
55 240
56 260
57 230
58 230
59 230
60 230
61 240
62 230
63 230
64 240
65 230
66 220
67 230

——
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68 230
69 220
70 220
71 230
72 220
73 210
74 210
75 240
76 220
77 230
78 240
79 230
80 230
81 240
82 230
83 210
84 220
85 230
86 230
87 220
88 240
89 220
90 230
91 240
92 250
93 240
94 230
95 240
96 220
97 230
98 240
99 220
100 230
Suma 23070
Promedio 230.7mm

—'




Tabla 34. Tamafio

promedio de los nauplis

72 660
73 540
74 770
75 800
76 790
77 810
78 820
79 860
80 690
81 800
82 860
83 790
84 710
85 740
86 870
87 790
88 690
89 910
90 810
91 600
92 910
93 810
94 850
95 730
96 710
97 760
98 670
99 850
100 950
Suma 74370
Promedio 743.7mm

#de Tamafio
individuo en pm
1 780
2 820
3 700
4 550
5 720
6 770
7 900
8 820
9 550
10 760
11 810
12 610
13 500
14 930
15 450
16 910
17 760
18 880
19 820
20 860
21 550
22 770
23 810
24 820
25 830
26 800
27 690
28 860
29 810
30 700
31 710
32 570
33 500
34 600

35 460
36 800
37 900
38 540
39 510
40 740
41 610
42 680
43 710
44 660
45 520
46 600
47 810
48 880
49 860
50 840
51 840
52 840
53 850
54 570
55 850
56 700
57 840
58 840
59 840
60 810
61 840
62 420
63 510
64 860
65 700
66 750
67 810
68 700
69 610
70 750
71 850

——

119

—'




]
0cT J

(
{

Juvenil

CICLO DE VIDADE LA

Metanaupli

>

Quiste
deshidratado

Quiste hidratad

ARTEMIA

Eclosiéon

Naupli recién
eclosionado

Por Alejandra Sanchez Barrera)

Naupli a 24 hrs de

eclosion

sealjel6010 Sa148S T'9°0T

4 OX3ANV 90T



]
1T J

(
\

Parte de un
Toracopodos

Eclosion de

Artemia x
CICLO DE VIDA DE LA ARTEMIA
EN MICROSCOPIA ELECTRONICA
Parte las tenazas del macho DE BARRIDO

N\
@

Metanaupli Metanaupli

Naupli recién

eclosi’onado

Juvenil

Aaupli de 24hrs de

eclosion

Por Alejandra Sanchez Barrer3|




10.7 ANEXO G

10.7.1 Certificados y fotografias de identificacion de las plantas utilizadas

A. JANNINE PEREZ SANTIAGO,
ANA LUISA SILVA CASTANEDA Y
ALEJANDRA SANCHEZ BARRERA,
FES-CUAUTITLAN, UNAM
PRESENTES.

Pmmmwommtomamhmmmwm
botanico de respaldo del Proyecto de Tesis intitulado “Aceites esenciales como
inhibidores de radicales libres”, realizado en el Laboratorio de Productos Naturales de la
SewéndeTeambgiaFannac&madelDepmmmodelngenedayTemdogiadeb
FawmdeMosSwmsW.UNAM(Cammnybajotheb
QFB BdgndadaCamenCamadtoEMqueLAsimsmo.bsmﬁumoqueiaspbmasy
muestras de mercado han sido integradas en la Coleccién Etnobotinica del Herbario
Iztacala con los siguientes nimeros de registro (se anexa listado)

Sin otro particular, les envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE 2
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

fu T os Savee Ne T Lo Reyes mcan Tobesate S0 S W=
CF S50 A F 2 lafec S50
ST TR Ok Sacate T =3
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HERBARIO IZTACALA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

FESIIZTAD062012

Listado de identificacion de plantas y muestiras de mercado:
Proyecto de Tesis “Aceites esenciales como inhibidores de radicales libres™

NOMERE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE POPULAR NO.
REGISTRO
Artemisia absinthium L. ~ ASTERACEAE/ “Ajenjo” 2057 ZTA
COMPOSITAE (planta)
l Schinus molie L. ANACARDIACEAE “Pirul” 2058 IZTA
(planta)
Tagetes lucids Cav. T ASTERACEAE/ “Pericon” 2059 ZTA
COMPOSITAE (planta)
Citrus aurantifoiia (Christm.) | RUTACEAE “Limén™ 2060 IZTA
Swingle (ptanta)
Agastache mexicana (Kunth) | LAMIACEAE/LABIATAE “Toronjil blanco™ 2081 ZTA
Lint. & Epling ssp. xolocotz/ | | (pianta)
Eucalyptus camaldulensis MYRTACEAE “Eucalipto” 2062 IZTA
Dehnh. (planta)
Agastache mexicana (Kunth.) | LAMIACEAE/LABIATAE | “Toronjil morado™ 2063 ZTA
Lint. & Epling (ptanta)
l Citrus x paradisi Macfady RUTACEAE “Toronja”™ 2064 ZTA
(planta)
[ Citrus reticulata Blanco RUTACEAE “Mandarina” T2085ZTA |
(ptanta)
IT“ymm"  fragans Houtt MYRISTICACEAE “Nuez moscada™ 2088 ZTA
(muestra de mercado)
I Coriandrum sativum L. APIACEAE/ “Semilla de cilantro™ 72067 ZTA
| UMBELLIFERAE (muestra de mercado)
lmmmu«m T [ MYRTACEAE “Pimienta” 2068 IZTA
‘ (muestra de mercado)
Syzygium aromaticum (L.) 1 MYRTACEAE ) “Clavo™ 2068 ZTA
Merril & LM. Perry (muestra de Mercado)
'aemna" cardamomunm (L.) ZINGEBERACEAE “Semilla de Cardamomo™ 2070 ZTA
Maton (muestra de mercado)
Juniperus sp CUPRESSACEAE “Enebro” 2071 ZTA
(muestra de mercado)
l Lippia graveolens Kunth VERBENACEAE P 2072 ZTA
(muestra de mercado)
l Iflicium verum Hooker ILLIACIACEAE “Anis estrella” 2073 ZTA
(muestra de mercado)

A D o Swmos N 1 Los Reyes

e Terecens £ 0w

CP S50 A P I TeFa R0
TeTe_TRSTITOS TERI w e




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD BE [SY"IOS SIIP(IIOI[S IZTA(MA D

n::."...: 3 1 31

)

......

gnﬁ

FESIHI32/2013

ALEJANDRA SANCHEZ BARRERA,

AMERICA JANNINE PEREZ SANTIAGO Y

ANA LUISA SILVA CASTANEDA,

Facultad de Estudios Superiores Cuautitian, UNAM
Presente.

Por este conducio me parmito proporcionar a usted i3 identificacion taxondmica del material botanico
de respaido de trabajo de tesiss “Toxicidad aguda en Arfemia franciscana Kellogg de aceites
esenciales aislados de cinco especies™, que se reakzado en & Laboratono de Producios Naturaiss
de la Seccién de Tecnologia Farmacéutica del Departamento de Ingenieria y Tecnologia de 2
Facultad de Estudios Supenores Cuautitian (Campo 1) y bajo Ia direccion de @ QFB Brigida del
Carmen Camacho Enriquez

Asi mismo, les info mo que 2s pl antas ha n sido integradas en [2 Coleccion Etnobotanica del
Herbano Iztacala con los siguientes nimercs de registro

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE NO. DE
POPULAR REGISTRO

| Utsea glsucescens HB.K. LAURACEAE “Laurel” 2188 ZTA
| Teloxys ambrosicides (L.) CHENOPODIACEAE “Epazote”™ 2190 ZTA
- W.A. Weber

Sin:

Chenopodium ambrosicides

L

Cymbopogon citratrus (DC. ex POACEAE/GRAMINAE “Té imoén™ 2191 ZTA

Nees) Stapf

Rosmarinus officinalis L. LAMIACEAEALABIATAE “Romero™ 2152 ZTA

Sin otvo parficular, les envio un cordial saludo

ATENTAMENTE
ﬂwaunuuuunquLawhnw
0. de México., 26 de junio de 2013




Fotografia 33. Syzygium aromaticum.
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Figura 39. Ficha de identidad del clavo.
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Fotografia 34. Teloxys ambrosoides.
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Figura 40. Ficha de identidad del epazote.
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Fotografia 35. Litsea glaucescns.
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Figura 41. Ficha de identidad del laurel.
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Fotografia 36. Lippia graveolens.
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Figura 42. Ficha de identidad del orégano.




Fotografia 37. Rosmarinus officinalis.
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Figura 43. Ficha de identidad del romero.
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10.8 ANEXO H
10.8.1 Analisis probit

10.8.1.1 Aceite esencial de clavo

Tabla 35. Estimaciones de los parametros (AEC).

Parametro Estimacion | Error tipico 4 Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT® Dosis(pp.m) 2.627 .328 8.014 .000 1.984 3.269
Interseccion -4.401 .626 -7.036 .000 -5.027 -3.776

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en base

10.000.)

Tabla 36. Covarianzas y correlaciones de estimaciones de los parametros (AEC).

Dosis(ppm) Respuesta
natural
Dosis(ppm) 107 475
PROBIT
Respuesta natural .013 .007

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).

Tabla 37. Contrastes de chi-cuadrado (AEC).

Chi-cuadrado

gl°

Sig.

Contraste de la bondad de
PROBIT ajuste de Pearson 6.312

8

.6122

a. Como el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza un factor de
heterogeneidad en el célculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.

Tabla 38. Residuos y frecuencias de casillas (AEC).

Namero | Dosis(ppm) Namero de Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
1 .000 40 0 .000 .000 .000
2 1.000 40 0 1.519 -1.519 .038
3 1.301 40 5 6.503 -1.503 163
4 1.477 40 14 12.041 1.959 301
5 1.602 40 21 16.934 4.066 423
PROBIT 6 1.699 40 24 20.977 3.023 .524
7 1.778 40 25 24.245 755 .606
8 1.845 40 26 26.874 -.874 .672
9 1.903 40 27 28.995 -1.995 725
10 1.954 40 29 30.713 -1.713 .768
11 2.000 40 31 32.115 -1.115 .803
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Tabla 39. Limites de confianza (AEC).

Probabilidad Limites de confianza al 95% para Limites de confianza al 95% para
Dosis(ppm) log(Dosis(ppm))?

Estimacion Limite Limite Estimacion Limite Limite

inferior superior inferior superior
.010 6.165 2.658 10.412 790 425 1.018
.020 7.829 3.634 12.659 .894 .560 1.102
.030 9.111 4.431 14.335 .960 .647 1.156
.040 10.212 5.142 15.744 1.009 711 1.197
.050 11.205 5.803 16.995 1.049 764 1.230
.060 12.126 6.432 18.140 1.084 .808 1.259
.070 12.995 7.037 19.209 1.114 .847 1.284
.080 13.826 7.627 20.222 1.141 .882 1.306
.090 14.628 8.206 21.191 1.165 914 1.326
.100 15.407 8.777 22.126 1.188 .943 1.345
150 19.101 11.583 26.482 1.281 1.064 1.423
.200 22.658 14.420 30.591 1.355 1.159 1.486
.250 26.233 17.378 34.666 1.419 1.240 1.540
.300 29.923 20.521 38.839 1.476 1.312 1.589
.350 33.803 23.903 43.217 1.529 1.378 1.636
400 37.949 27.582 47.903 1.579 1.441 1.680
450 42.444 31.622 53.018 1.628 1.500 1.724
PROBIT .500 47.387 36.095 58.713 1.676 1.557 1.769
.550 52.905 41.096 65.187 1.723 1.614 1.814
.600 59.172 46.742 72.721 1.772 1.670 1.862
.650 66.429 53.196 81.729 1.822 1.726 1.912
.700 75.043 60.693 92.846 1.875 1.783 1.968
.750 85.596 69.605 107.108 1.932 1.843 2.030
.800 99.103 80.578 126.359 1.996 1.906 2.102
.850 117.560 94.886 154.312 2.070 1.977 2.188
.900 145.742 115.551 200.150 2.164 2.063 2.301
.910 153.506 121.046 213.367 2.186 2.083 2.329
.920 162.409 127.260 228.811 2.211 2.105 2.359
.930 172.797 134.402 247.195 2.238 2.128 2.393
.940 185.186 142,783 269.610 2.268 2.155 2.431
.950 200.403 152.897 297.832 2.302 2.184 2.474
.960 219.886 165.591 335.004 2.342 2.219 2.525
.970 246.453 182.499 387.436 2.392 2.261 2.588
.980 286.803 207.444 470.588 2.458 2.317 2.673
.990 364.226 253.352 640.617 2.561 2.404 2.807

a. Base del logaritmo = 10.
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10.8.1.2 Aceite esencial de Epazote

Tabla 40. Estimaciones de los parametros (AEE).

Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
Dosis(ppm) 710 6.245 .000 3.042 5.826
PROBIT? )
Interseccion -8.377 1.386 -6.045 .000 -9.763 -6.992

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en
base 10.000.)

Tabla 41. Covarianzas y correlaciones de estimaciones de los parametros (AEE).

Dosis(ppm) Respuesta
natural
Dosis(ppm) 504 .663
PROBIT Respuesta natural .030 .004
Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).
Tabla 42. Contrastes de chi-cuadrado (AEE).
Chi-cuadrado gl° Sig.
PROBIT Contrgste de la bondad de 5204 8 736°
ajuste de Pearson

a. Como el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza un factor de
heterogeneidad en el célculo de los limites de confianza.
b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en
casos agregados.

Tabla 43. Residuos y frecuencias de casillas (AEE).

Numero | Dosis(ppm) [ Numero de Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
1 .000 40 0 .000 .000 .000
2 1.000 40 0 .002 -.002 .000
3 1.301 40 0 182 -.182 .005
4 1.477 40 0 1.351 -1.351 .034
5 1.602 40 7 4.054 2.946 101
PROBIT 6 1.699 40 9 7.972 1.028 199
7 1.778 40 10 12.440 -2.440 311
8 1.845 40 17 16.889 111 422
9 1.903 40 22 20.972 1.028 524
10 1.954 40 23 24.529 -1.529 .613
11 2.000 40 28 27.526 474 .688
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Tabla 44. Limites de confianza (AEE).

Probabilidad Limites de confianza al 95% para Limites de confianza al 95% para
Dosis(ppm) log(Dosis(ppm))?
Estimacion Limite Limite Estimacion Limite Limite
inferior superior inferior superior

.010 23.158 12.349 32.443 1.365 1.092 1.511
.020 26.679 15.147 36.210 1.426 1.180 1.559
.030 29.186 17.238 38.834 1.465 1.236 1.589
.040 31.226 18.996 40.938 1.495 1.279 1.612
.050 32.990 20.555 42.740 1.518 1.313 1.631
.060 34.570 21.980 44.340 1.539 1.342 1.647
.070 36.018 23.308 45.796 1.557 1.368 1.661
.080 37.365 24.564 47.144 1.572 1.390 1.673
.090 38.634 25.762 48.408 1.587 1.411 1.685
.100 39.840 26.915 49.605 1.600 1.430 1.696
.150 45,248 32.238 54.929 1.656 1.508 1.740
.200 50.066 37.162 59.640 1.700 1.570 1.776
.250 54.605 41.927 64.087 1.737 1.622 1.807
.300 59.031 46.658 68.459 1.771 1.669 1.835
.350 63.452 51.433 72.896 1.802 1.711 1.863
400 67.953 56.306 77.521 1.832 1.751 1.889
450 72.612 61.318 82.466 1.861 1.788 1.916
PROBIT .500 77.508 66.499 87.886 1.889 1.823 1.944
.550 82.735 71.878 93.975 1.918 1.857 1.973
.600 88.406 77.493 100.979 1.946 1.889 2.004
.650 94.678 83.407 109.225 1.976 1.921 2.038
.700 101.769 89.736 119.164 2.008 1.953 2.076
.750 110.018 96.688 131.473 2.041 1.985 2.119
.800 119.993 104.628 147.293 2.079 2.020 2.168
.850 132.767 114.253 168.824 2.123 2.058 2.227
.900 150.790 127.112 201.261 2.178 2.104 2.304
910 155.498 130.365 210.090 2.192 2.115 2.322
.920 160.779 133.972 220.158 2.206 2.127 2.343
.930 166.793 138.028 231.827 2.222 2.140 2.365
.940 173.776 142.676 245,639 2.240 2.154 2.390
.950 182.098 148.137 262.456 2.260 2.171 2.419
.960 192.386 154.781 283.763 2.284 2.190 2.453
.970 205.834 163.307 312.439 2.314 2.213 2.495
.980 225.176 175.297 355.248 2.353 2.244 2.551
.990 259.419 195.858 435.268 2.414 2.292 2.639

a. Base del logaritmo = 10.
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10.8.1.3 Aceite esencial de Laurel

Tabla 45. Estimaciones de los parametros (AEL).

Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PROBIT Dosis (ppm) 7.065 1.131 6.248 .000 4.849 9.282
Interseccion -17.939 2.972 -6.037 .000 -20.910 -14.967

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en

base 10.000.)

Tabla 46. Covarianzas y correlaciones de estimaciones de los parametros (AEL).

Dosis (ppm) |Respuesta natural
Dosis (ppm) 1.279 .610
PROBIT
© Respuesta natural .017 .001
Tabla 47. Contrastes de chi-cuadrado (AEL).
Chi-cuadrado gl Sig.
PROBIT Contr_aste de la bondad de 18.715 8 016
ajuste de Pearson
Tabla 48. Residuos y frecuencias de casillas (AEL).
Numero | Dosis (ppm) | Numero de Respuestas Respuestas | Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
1 1.505 40 0 2.064 -2.064 .052
2 1.806 40 0 2.064 -2.064 .052
3 2.107 40 5 2.107 2.893 .053
4 2.283 40 6 3.407 2.593 .085
5 2.408 40 11 8.808 2.192 220
PROBIT 6 2.505 40 12 17.446 -5.446 436
7 2.584 40 25 25.797 -797 .645
8 2.651 40 32 31.889 JA11 797
9 2.709 40 34 35.657 -1.657 .891
10 2.760 40 40 37.767 2.233 944
11 2.806 40 40 38.880 1.120 972
( ]
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Tabla 49. Limites de confianza (AEL).

Probabilidad| Limites de confianza al 95% para Dosis Limites de confianza al 95% para
(ppm) log(Dosis (ppm))
Estimacion Limite Limite Estimacion Limite Limite
inferior superior inferior superior

.010 162.084 46.134 232.180 2.210 1.664 2.366
.020 177.142 56.498 246.074 2.248 1.752 2.391
.030 187.414 64.241 255.354 2.273 1.808 2.407
.040 195.532 70.751 262.590 2.291 1.850 2.419
.050 202.393 76.524 268.644 2.306 1.884 2.429
.060 208.423 81.804 273.923 2.319 1.913 2.438
.070 213.858 86.728 278.650 2.330 1.938 2.445
.080 218.844 91.383 282.963 2.340 1.961 2.452
.090 223.479 95.831 286.954 2.349 1.982 2.458
.100 227.833 100.112 290.687 2.358 2.000 2.463
.150 246.780 119.922 306.799 2.392 2.079 2.487
.200 262.956 138.337 320.442 2.420 2.141 2.506
.250 277.676 156.275 332.840 2.444 2.194 2.522
.300 291.596 174.239 344.617 2.465 2.241 2.537
.350 305.117 192.570 356.184 2.484 2.285 2.552
400 318.526 211.542 367.872 2.503 2.325 2.566
450 332.061 231.391 380.010 2.521 2.364 2.580
PROBIT .500 345.942 252.329 392.991 2.539 2.402 2.594
.550 360.403 274.534 407.344 2.557 2.439 2.610
.600 375.717 298.109 423.867 2.575 2.474 2.627
.650 392.229 323.009 443.834 2.594 2.509 2.647
.700 410.416 348.939 469.319 2.613 2.543 2.671
.750 430.991 375.393 503.602 2.634 2.574 2.702
.800 455,117 402.073 551.703 2.658 2.604 2.742
.850 484.949 429.720 621.959 2.686 2.633 2.794
.900 525.278 461.199 732.650 2.720 2.664 2.865
.910 535.511 468.502 763.255 2.729 2.671 2.883
.920 546.854 476.365 798.294 2.738 2.678 2.902
.930 559.604 484.954 839.041 2.748 2.686 2.924
.940 574.196 494.509 887.408 2.759 2.694 2.948
.950 591.302 505.399 946.429 2.772 2.704 2.976
.960 612.053 518.231 1021.335 2.787 2.715 3.009
.970 638.563 534.130 1122.275 2.805 2.728 3.050
.980 675.590 555.588 1273.062 2.830 2.745 3.105
.990 738.356 590.422 1554.870 2.868 2.771 3.192
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10.8.1.4 Aceite esencial de orégano

Tabla 50. Estimaciones de los parametros (AEO).

Parametro Estimacion | Error tipico z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
Dosis(ppm) 6.032 791 7.627 .000 4.482 7.582
PROBIT?
Interseccion -9.215 1.350 -6.823 .000 -10.565 -7.864

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo en

base 10.000.)

Tabla 51. Covarianzas y correlaciones de estimaciones de los parametros (AEO).

Tabla 52. Contrastes de chi-cuadrado (AEQ).

Dosis(ppm) Respuesta
natural
Dosis(ppm) .626 .688
PROBIT
© Respuesta natural .041 .006

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).

Chi-cuadrado

gl°

Sig.

Contraste de la bondad de
ajuste de Pearson

PROBIT

6.819

8

.5562

a. Como el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.
b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en
casos agregados.

Tabla 53. Residuos y frecuencias de casillas (AEO).

Namero | Dosis(ppm) Namero de Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
1 .000 40 0 .000 .000 .000
2 1.000 40 0 .029 -.029 .001
3 1.301 40 3 3.432 -.432 .086
4 1.477 40 19 15.208 3.792 .380
5 1.602 40 24 26.926 -2.926 .673
PROBIT 6 1.699 40 34 33.970 .030 .849
7 1.778 40 35 37.383 -2.383 .935
8 1.845 40 40 38.889 1111 972
9 1.903 40 40 39.529 471 .988
10 1.954 40 40 39.798 .202 .995
11 2.000 40 40 39.912 .088 .998
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Tabla 54. Limites de confianza (AEO).

Probabilidad Limites de confianza al 95% para Limites de confianza al 95% para
Dosis(ppm) log(Dosis(ppm))?
Estimacion Limite Limite Estimacion Limite Limite
inferior superior inferior superior
.010 13.867 8.771 18.284 1.142 943 1.262
.020 15.388 10.078 19.886 1.187 1.003 1.299
.030 16.439 11.005 20.976 1.216 1.042 1.322
.040 17.276 11.757 21.837 1.237 1.070 1.339
.050 17.988 12.406 22.565 1.255 1.094 1.353
.060 18.617 12.987 23.204 1.270 1.114 1.366
.070 19.187 13.517 23.780 1.283 1.131 1.376
.080 19.712 14.011 24.308 1.295 1.146 1.386
.090 20.202 14.474 24.799 1.305 1.161 1.394
.100 20.664 14.915 25.261 1.315 1.174 1.402
150 22.691 16.880 27.271 1.356 1.227 1.436
.200 24.443 18.619 28.993 1.388 1.270 1.462
.250 26.053 20.247 30.565 1.416 1.306 1.485
.300 27.589 21.822 32.060 1.441 1.339 1.506
.350 29.094 23.385 33.520 1.464 1.369 1.525
400 30.597 24.962 34.980 1.486 1.397 1.544
450 32.125 26.579 36.466 1.507 1.425 1.562
PROBIT
.500 33.704 28.260 38.008 1.528 1.451 1.580
.550 35.360 30.031 39.636 1.549 1.478 1.598
.600 37.126 31.922 41.390 1.570 1.504 1.617
.650 39.045 33.972 43.323 1.592 1.531 1.637
.700 41.174 36.233 45510 1.615 1.559 1.658
.750 43.602 38.779 48.074 1.640 1.589 1.682
.800 46.474 41.724 51.221 1.667 1.620 1.709
.850 50.062 45.277 55.352 1.700 1.656 1.743
.900 54.972 49.886 61.383 1.740 1.698 1.788
.910 56.229 51.021 62.994 1.750 1.708 1.799
.920 57.627 52.263 64.817 1.761 1.718 1.812
.930 59.204 53.640 66.911 1.772 1.729 1.825
.940 61.016 55.195 69.363 1.785 1.742 1.841
.950 63.150 56.991 72.310 1.800 1.756 1.859
.960 65.754 59.136 75.985 1.818 1.772 1.881
.970 69.102 61.830 80.830 1.839 1.791 1.908
.980 73.819 65.525 87.855 1.868 1.816 1.944
.990 81.914 71.654 100.395 1.913 1.855 2.002

a. Base del logaritmo = 10.
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10.8.1.5 Aceite esencial de Romero

Tabla 55. Estimaciones de los parametros (AER).

Parametro Estimacion Error z Sig. Intervalo de confianza al 95%
tipico
Limite Limite
inferior superior
Dosis (ppm) 5.250 1.101 4.769 .000 3.092 7.408
PROBIT?
Interseccion -11.531 2.520 -4.576 .000 -14.051 -9.011

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el
logaritmo en base 10.000.)

Tabla 56. Covarianzas y correlaciones de estimaciones de los parametros (AER).

Dosis (ppm) Respuesta
natural
Dosis (ppm) 1.212 .907
PROBIT
Respuesta natural .058 .003

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).

Tabla 57. Contrastes de chi-cuadrado (AER).

Chi-cuadrado

gl°

Sig.

PROBIT

Contraste de la bondad de
ajuste de Pearson

11.817

8

.1602

a. Como el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.
b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos
basados en casos agregados.

Tabla 58. Residuos y frecuencias de casillas (AER).

NUmero | Dosis (ppm) | Namero de Respuestas Respuestas | Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
1 1.778 40 0 .682 -.682 .017
2 1.845 40 1.421 579 .036
3 1.903 40 3 2.588 412 .065
4 1.954 40 6 4.186 1.814 105
5 2.000 40 9 6.160 2.840 154
PROBIT 6 2.093 40 10 11.872 -1.872 .297
7 2.158 40 13 16.918 -3.918 423
8 2.217 40 21 21.832 -.832 546
9 2.270 40 23 26.034 -3.034 .651
10 2.314 40 28 29.296 -1.296 132
11 2.427 40 40 35.481 4519 .887
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Tabla 59. Limites de confianza (AER).

Probabilidad Limites de confianza al 95% para Limites de confianza al 95% para
Dosis (ppm) log(Dosis (ppm))?
Estimacion Limite Limite Estimacion Limite Limite
inferior | superior inferior | superior

PROBIT .010 56.642 23.834 81.659 1.753 1.377 1.912
.020 63.835 29.174 88.952 1.805 1.465 1.949
.030 68.866 33.163 93.922 1.838 1.521 1.973
.040 72.910 36.518 97.849 1.863 1.563 1.991
.050 76.373 39.493 101.168 1.883 1.597 2.005
.060 79.451 42.215 104.086 1.900 1.625 2.017
.070 82.251 44.753 106.717 1.915 1.651 2.028
.080 84.842 47.154 109.132 1.929 1.674 2.038
.090 87.269 49.448 111.379 1.941 1.694 2.047
.100 89.565 51.657 113.491 1.952 1.713 2.055
.150 99.730 61.884 122.706 1.999 1.792 2.089
.200 108.625 71.405 130.621 2.036 1.854 2.116
.250 116.886 80.693 137.883 2.068 1.907 2.140
.300 124.839 90.010 144.827 2.096 1.954 2.161
.350 132.691 99.535 151.674 2.123 1.998 2.181
400 140.597 109.412 | 158.604 2.148 2.039 2.200
450 148.695 119.761 | 165.801 2.172 2.078 2.220
.500 157.120 130.686 | 173.489 2.196 2.116 2.239
.550 166.022 142.254 | 181.984 2.220 2.153 2.260
.600 175.584 154.461 | 191.781 2.244 2.189 2.283
.650 186.047 167.180 | 203.673 2.270 2.223 2.309
.700 197.748 180.182 | 218.854 2.296 2.256 2.340
.750 211.203 193.384 | 238.913 2.325 2.286 2.378
.800 227.265 207.210 | 265.984 2.357 2.316 2.425
.850 247.535 222.808 | 303.829 2.394 2.348 2.483
.900 275.628 242.577 | 361.461 2.440 2.385 2.558
910 282.879 247.458 | 377.179 2.452 2.394 2.577
.920 290.972 252.824 | 395.103 2.464 2.403 2.597
.930 300.137 258.810 | 415.874 2.477 2.413 2.619
.940 310.716 265.612 | 440.452 2.492 2.424 2.644
.950 323.237 273.531 | 470.357 2.510 2.437 2.672
.960 338.593 283.073 | 508.212 2.530 2.452 2.706
.970 358.476 295.183 | 559.099 2.554 2.470 2.747
.980 386.725 311.977 | 634.939 2.587 2.494 2.803
.990 435.836 340.215 | 776.336 2.639 2.532 2.890

a. Base del logaritmo = 10.
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