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1. Introduccion

Las plantas aromaticas medicinales en México han recobrado importancia en la
industria farmacéutica, alimentaria y cosmética, debido al aprovechamiento de los
recursos naturales en paises desarrollados en los que se realizan estudios donde
se demuestra que tienen sustancias con potencial terapéutico y preventivo.

A pesar de la invasion farmacologica (medicina aldépata) mundial, las personas
siguen recurriendo a las plantas medicinales para aliviar sus enfermedades
comunes.

Un reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que en algunos
paises asiaticos y africanos el 80% de la poblacion depende de la medicina
tradicional para recibir atencion primaria de salud; en paises desarrollados del
70% - 80% de la poblacion ha recurrido alguna vez a una forma de medicina
alternativa o complementaria (la acupuntura, herbolaria, etc.), por lo que la OMS y
sus Estados Miembros estan promoviendo el uso de la medicina tradicional en la
atencion de salud. (Xiaorui, 2002)

La medicina tradicional posee una practica milenaria, que demuestra que hay
reduccion de los efectos adversos o secundarios en comparacion con tratamientos
de la medicina alopata.

La actividad biologica de las plantas medicinales se atribuye a los metabolitos
secundarios, que las constituyen como: glicésidos, cumarinas, flavonoides, aceites
esenciales, etc., cuya actividad antioxidante, entre otras, ha sido relevante en los
ultimos tiempos.

En la actualidad existe en los seres vivos, enfermedades como cancer, diabetes,
estrés oxidativo y hasta el envejecimiento prematuro, que son causadas por
diversos agentes, como los radicales libres que se encuentran en el ambiente, pero
también son generados por el organismo mismo, llevando a cabo reacciones de
oxido-reduccion en las células, promoviendo un gran nimero de enfermedades, es
por estas razones que los antioxidantes son importantes para el mantenimiento de
la salud; asila inquietud del grupo de investigacion del Laboratorio de
Farmacognosia y Fitoquimica L-324de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan se dio a la tarea de desarrollar un ensayo in vitro que permita evaluar la
actividad inhibitoria de radicales libres con aceites esenciales de plantas
medicinales aromaticas.



2. Marco teodrico

3.1 Plantas medicinales

Durante mucho tiempo las plantas han tenido una aplicacion farmaco-terapéutica,
en la actualidad la demanda socioecondémica ha obligado a la produccién a gran
escala en las zonas de origen, pero el cultivo resulta excesivamente lento o dificil y
la explotacion de la flora espontanea puede inducir a la extincion de algunas
especies vegetales, promoviendo asi, la busqueda de los principios activos en otras
fuentes vegetales o por medio de sintesis quimica. En la actualidad, el cultivo de las
plantas medicinales tiene por objeto incrementar la produccion de las especies
vegetales y un alto grado de homogeneidad.

De las plantas medicinales que se comercializan en las principales ciudades y
algunas regiones del pais (aproximadamente 350 especies) ya sean frescas, secas,
enteras, partes de ella o en mezclas diversas, son adquiridas en puestos de
herbolaria de los mercados populares, plazas dominicales, etc., de casi 4000
especies que son empleadas por la poblacion mexicana, alrededor de 250 de ellas
han sido validadas farmacoldgica y clinicamente, 1500 son utilizadas regularmente
sin procesar, pero lo mas importante es que éstas, forman parte de unas 3600
especies medicinales silvestres que se colectan o se cultivan en un huerto familiar
o comercial, es por todo esto, que todavia hay mucho trabajo por realizar para
apoyar la medicina tradicional mexicana.(Zepeda, 2002)

3.1.1 Definicion

Segun la OMS es toda planta que en uno o mas de sus 6rganos contiene sustancias
que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos;(Kuklinski, 2003) establece que las
plantas medicinales son cualquier vegetal que contenga, en cualquiera de sus
organos, alguna sustancia con actividad farmacologica que se pueda utilizar con
fines terapéuticos o que se pueda emplear como prototipo para obtener nuevos
farmacos por sintesis o hemisintesis farmacéutica.

Las plantas medicinales que son utilizadas para la obtencion de aceite esencial
comunmente son las plantas herbaceas.

Algunas de las familias de plantas mas importantes generadoras de aceite esencial
por su alta concentracién de terpenos son:

Lauraceas
Mirtaceas
Pinaceas
Rosaceas
Rutaceas
Umbeliferas

En la tabla 1 se muestra algunos ejemplos de plantas medicinales con la descripcion
de sus caracteristicas importantes.



TABLA 1.Caracteristicas de las plantas medicinales

NOMBRE CIENTIFICO

Artemisia absinthium L.*

lllicium verum Hooker*

Cinnamomum zeylanicum
Nees*

Syzygium aromaticum (L.)
Merril & L.M. Perry*

Cominum cyminum L.

Juniperu ssp.

NOMBRE
POPULAR

Ajenjo

Anis
estrella

Canela

Clavo

Comino

Enebro

FAMILIA
BOTANICA

Asteraceae/
Compositae

llliaciaceae

Lauraceae

Myrtaceae

Apiaceae/
Umbelliferae

Cupressaceae

FARMACOLOGIA
TERAPEUTICA

Antibidtico,
relajante y
estimulante de
musculo liso

Accion antibiodtica,
antifungica,
antiviral

Actividad
antibidtica,
relajante y
espermaticida

Actividad
antiinflamatoria

Actividad
antimicrobiana,
fungicida,
antiséptico y
antidiarreico

Utilizado como
ingrediente
aromatizante de la
ginebra

DESCRIPCION

Hojas blancas-
gris-verde, flores
amarillentas,
frutos secos y
comprimidos

Hojas largas
verdes y
lustrosas

Hojas lustrosas,
flexibles y
rosaceas

Hojas verdes
oscuro en el
anverso,
puntiagudas,
flores blancas y

——————l

Flores blancas o
lilas, la semilla
de comino es el
fruto

Hojas
escamosas,
verde-grisaceo,
frutos con
aspecto de
bayas
aromaticas

FACTORES
CLIMATICOS

Clima calido-
templado

Clima calido

Clima calido-
templado

Regiones
tropicales

Clima calido-
templado

Clima calido.

COMPONENTES

Linalool, a—tuyona,
acetato de sabinilo
o crisantenilo

Limoneno, trans-
anetol, estragol, a-
pineno, linalool

Cinamaldehido,
acetato de
cinamilo, eugenal,
alcanfor, limoneno

Eugenol, geraniol,
cuminaldehido,
fenchona,
B-pineno

Cumaldehidos,
cuminaldehido,
cumeno

Sabineno, canfeno,
a-fenqueno,o-
pineno



Continuacion Tabla 1. Caracteristicas de las plantas medicinales.

NOMBRE
CIENTIFICO

Teloxys
ambrosioides
(L) W.A.
Weber

Sin:
Chenopodium
ambrosioides
L.

Eucalyptus
camaldulensis
Dehnh.

Litsea
glaucescens
H.B.K.

Lavandula
dentata L.

Myristica
fragrans
Houtt.

NOMBRE
POPULAR

Epazote

Eucalipto

Laurel

Lavanda

Nuez
moscada

FAMILIA
BOTANICA

Chenopodiaceae

Myrtaceae

Lauraceae

Lamiaceae/Labiatae

Myristicaceae

FARMACOLOGIA
TERAPEUTICA

Actividad
antiparasitaria,
padecimientos
gastricos,
antihelmintica,
antibiética y fungicida

Actividad en las vias
respiratorias
(descongestion)

Actividad antifungico,
bactericida. Efecto en
trastornos estomacales
y espasmos

Antiespasmadica,
diurética, hipotensora,
antiséptica,
cicatrizante.

En perfumeria y
cosmética

Alucinégeno

DESCRIPCION

Hojas verdes o
purpureas,
aromaticas con

bordes irregulares,
flores pequenas en
racimos delgados

Hojas adultas
falciformes y
juveniles

lanceoladas blanco-

azulado, flores
hermafroditas

Hojas puntiagudas

brillantes, flores

amarillentas, frutos
globosos pequefios y

negros

Hojas lineares, flores

en espiga laxas

terminadas por un
penacho de hojas a

ovaladas violetas

Hojas largas, flores

pequefias, frutos

olorosos y redondos

FACTORES
CLIMATICOS

Clima calido-
templado

Zonas
pantanosas y
hiamedas

Clima calido-
templado

Clima calido

Clima calido-
semicalido

COMPONENTES

Ascaridol, p-cimeno,
limoneno, mirceno,
B-pineno, alcanfor,
safrol

Eucaliptol (cineol),
a-pineno, limoneno

Linalool, cineol

o-cimeno, canfeno,
dipenteno, linalool,
geraniol, cineol,
borneol y alcanfor

Sabineno, safrol,
miristicina



Continuacion Tabla 1. Caracteristicas de las plantas medicinales.

NOMBRE
CIENTIFICO

Lippia
graveolens
Kunth

Tagetes
lucida Cav.

Pimenta
dioica (L.)
Merrill.

Schinus
molle L.

Cunila
lythrifolia
Benth. *

Rosmarinus
officinalis
L.*

NOMBRE
POPULAR

Orégano

Pericon

Pimienta

Pirul

Poleo

Romero

FAMILIA
BOTANICA

Verbenaceae

Asteraceae/
Compositae

Myrtaceae

Anacardiceae

Lamiaceae/Labiatae

Lamiaceae/L abiatae

FARMACOLOGIA
TERAPEUTICA

Efecto antitusivo y
abortivo

Efecto hipotensor,
diurético y antibiotico

Actividad antifungica
y antibidtica

Actividad
antibacterial,
hipotensora

Enfermedades del
aparato respiratorio y
digestivo

Espasmoilitico,
hepatoprotector,
antiinflamatorio,
antiséptico y
cicatrizante

DESCRIPCION

Hojas suaves al
tacto, flores
alargadas y blancas

Hojas verde oscuro,
flores agrupadas en
racimo amarillentas

Hojas lustrosas y
aromaticas, flores en
racimos

Hojas pequenas y
alargadas, flores
pequefias color
crema, frutos
pequefios rosas

Hojas largas, con olor
a menta, flores
purpura-azulosas,
frutos ovalados
amarillos

Hojas verde oscuras,
por debajo
blanquecinas, flores
de color azul o
violaceas palidos

FACTORES
CLIMATICOS

Clima calido-
templado

Clima calido-
seco-
templado

Clima calido-
semicalido

Clima calido-
templado

Clima calido-
templado

Clima calido-
seco

COMPONENTES

Carvacol, borneol,

canfeno, cineol, eugenol

Estragol

d-cadineno, cineol,
limoneno, eugenol,
a-pineno

Carvacrol, geraniol,
piperina

Clovandiol, acacetina

1,8-cineol, a-pineno,
alcanfor



Continuacion Tabla 1. Caracteristicas de las plantas medicinales.

NOMBRE
CIENTIFICO

Ruta
chalepensis
L.*

Elettaria
cardamomum
(L.) Maton

Coriandrum
sativum L.

Cymbopogon
citratus

(DC. ex Nees)
Stapf

NOMBRE
POPULAR

Ruda

Semilla de
cardamomo

Semilla de
Cilantro

Té limén

FAMILIA
BOTANICA

Rutaceae

Zingeberaceae

Apiaceae/
Umbelliferae

Poaceae/
Graminae

FARMACOLOGIA
TERAPEUTICA

Actividad utero-
constrictora y
estimulante de
contracciones
uterinas, abortiva

Actividad estimulante
y carminativa

Actividad antibidtica,
potenciadora del
barbiturico, relajante

Actividad
antiinflamatoria del
aparato gastrico,
antiespasmadico,
eupéptico, antibidtica
y diurético

DESCRIPCION

Hojas compuestas de
hojitas finas verde-
azul, flores amarillas

Hojas envainadas,
alternas,
lanceoladas, flores
blancas-amarillas

Hojas olorosas, flores
blancas-lilas

Hojas alargadas,
asperas verdes,
flores agrupadas en
espigas

FACTORES
CLIMATICOS

Clima calido-
templado

Clima célido-
himedo

Clima calido-
templado

Clima calido-
templado

COMPONENTES

Rutina a y B-pineno,
mirceno, canfeno

Limoneno, cineol,
borneol

Alcanfor, borneol,
canfenol, cineol,
geraniol, limoneno,
linalool

Geraniol, alcanfor,
citral, citronelol,
limoneno, acetato de
nerol, cimbopogona,
mentol, mentona



Continuaciéon Tabla 1. Caracteristicas de las plantas medicinales.

NOMBRE
CIENTIFICO

Citrus x
paradisi
Macfady

Agastache
mexicana
(Kunth.)
Lint. &
Epling ssp.
xolocotzi

Agastache
mexicana
(Kunth.)
Lint &
Epling

NOMBRE
POPULAR

Toronja

Toronijil
blanco

Toronijil
morado

FAMILIA
BOTANICA

Rutaceae

Lamiaceae/Labiatae

Lamiaceae/L abiatae

FARMACOLOGIA
TERAPEUTICA

Actividad
astringente o
antidiarreica y
fungicida

Relajante,
problemas gastricos,
tos, diarrea

Relajante,
problemas gastricos,
tos, diarrea

DESCRIPCION

Hojas ovales, flores
blancas aromaticas,
frutos grandes
globosos amarillo-
naranja

Hojas forma de
lanza con bordes
dentados con pelos
por el envés, flores
en racimo terminales
con forma tubular de
color blanco

Hojas forma de
lanza con bordes
dentados con pelos
por el envés, flores
en racimo terminales
con forma tubular de
color rojo morado,
frutos color café

Fuente:(Valdés, Talavera, & Fernandez Galiano)(Fonnegra G. & Jiménez Ramirez, 2014)(Infojardin, 2012)(Gutierres Duran

FACTORES
CLIMATICOS

Clima calido-
templado

Clima calido-
semicalido

Clima calido-
semicalido

, 1994)(UNAM, 2013)

COMPONENTES

Sabineno, mirceno,
limoneno, geraniol,
linalool, citronela,
B-pineno

Limoneno, mentona,
isopulegona, pulegona

Limoneno, linalool, metil
chavicol



3.2 Aceites esenciales

3.2.1 Antecedentes

El término “aceite esencial” se utiliza por primera vez en el siglo XVI por Paracelso
(médico y farmacéutico) quien utilizdé aceites esenciales como medicamentos y los
consideré como la “quintaesencia” o elemento inmaterial presente en todo ser,
propuesta por Aristételes dos mil aios antes y que junto a la tierra, el aire, el agua 'y
el fuego constituyen los elementos fundamentales que forman todo ser vivo o
inanimado, segun la teoria aristotélica.

Entre los siglos XVI 'y XVII, se obtuvieron por primera vez en las farmacias de todo el
mundo, la mayor parte de los aceites esenciales de que se dispone en la actualidad.
(Ortufio Sanchez, 2006)

3.2.2 Definicion

Los aceites esenciales se definen como una mezcla compleja de sustancias
quimicas volatiles, que tienen la capacidad de generar olor y sabor; su composicion
quimica es variada, principalmente se basa en componentes de origen terpenoide,
sobre todo mono y sesquiterpenos, y fenilpropanoides entre otros. Los aceites
esenciales generalmente se obtienen por destilacion por arrastre de vapor o
prensado de plantas o partes de ellas (hojas, flores, pericarpio, frutos, semillas o
raices).

3.2.3 Generalidades fisicas

Son liquidos translucidos a temperatura ambiente, volatiles, incoloros, amarillos o
ligeramente amarillos, menos densos que el agua, solubles en disolventes
organicos e insolubles en agua, el estado de agregaciéon de algunos aceites
esenciales es modificado a temperatura baja, presentando punto de congelacién
como el aceite de anis estrella.(Trease & Eduard, 1982)

La coloracién de los aceites esenciales de ajenjo y manzanilla es excepcional; el
primero es verde oscuro y el segundo azul. Algunos aceites como clavo y canela
son mas densos que el agua.

3.2.4 Composicidén quimica

La composicion de los aceites esenciales depende de varios factores como: el
origen botanico, el ciclo vegetal (la composicion y proporcion varian segun la fase),
las condiciones ambientales, las caracteristicas del cultivo y el procedimiento de
obtencién.

Los componentes se pueden clasificar en terpenoides y no terpenoides:

Los terpenoides son hidrocarburos aciclicos y ciclicos cuyas formas moleculares
son multiples, formulas condesadas de unidades isoprenoides, que constituyen un
conjunto amplio de metabolitos secundarios tipicos de las plantas medicinales y
otros vegetales; éstos se encuentran almacenados en ciertas plantas por lo que



presentan interés taxondmico; ademas son las moléculas mas representativas
constituyendo el 90% de los aceites esenciales.(Arraiza Bermudez Canete, 2011)

Los no terpenoides son sustancias alifaticas de cadena corta, suelen ser
hidrocarburos o sustancias con funcion oxigenada, como: los fenilpropanoides (Ce-
Cs), compuestos con estructura Ce-C1, derivados cumarinicos, y algunos otros
componentes con nitrégeno o con azufre.

Las sustancias Ces-C1 y Ces-C3 son sustancias volatiles de bajo peso molecular,
generalmente oxigenadas, con funciones de alcoholes, aldehidos, fenoles, acidos o
éteres.

Sustancias nitrogenadas: son poco frecuentes, hay aminas alifaticas volatiles
(metilamina, etilamina, etc.), las sustancias con azufre: son menos frecuentes que
las nitrogenadas. Ciertas especies contienen isotiocianatos y otras contienen
sulfuros o disulfuros.

En la tabla 2. Se esquematiza la clasificacion de los compuestos presentes en los
aceites esenciales y ejemplos.

Tabla 2. Componentes comunes de los aceites esenciales

Terpenos
OH O
O \
OH
o—pineno
Carvacol 1,8- cineol Alcanfor
Timol Sabineno
No terpenos
Sustancias Ce - C3
OH )
O o)k
~
—cariofileno
e Acetato de

isoeugenol



Continuacion de la Tabla 2. Componentes comunes de los aceites esenciales

Sustancias Ceé— C1

0 0
SRS o0
OH

Salicilato de metilo Vainillina
Cumarinas
\O
b m
Qi;\Lo o o) o
Cumarina Bergapteno

Sustancias Nitrogenadas

CH;3NH, \/\NH \
2

Metilamina Propilamina

Iz

Indol

Sustancias con azufre

/\/N:C:S /\/S—S\/\

Isotiocianato de alilo Disulfuro de dialilo

En el siguiente esquema se muestra una propuesta de ruta biosintética para la
sintesis de terpenos a través del acido mevalbnico, para visualizar su formacion,
teniendo como intermediario al isopentenil pirofosfato para la formaciéon de mono,

sesqui, tri y tetraterpenos.
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Figura 1. Esquema de las rutas biosintéticas de los componentes principales de aceites esenciales
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3.2.5 Métodos de obtencion

Los aceites esenciales se pueden extraer de las materias vegetales mediante varios
métodos como:

e Extraccion con disolventes organicos

e Enfleurage

e Extraccion con fluidos supercriticos

e Hidrodestilacion con método de Clevenger
o Expresion de pericarpio

e Destilacion por arrastre de vapor

3.2.5.1 Extraccion con disolventes organicos

La materia prima seca se pone en contacto con el disolvente organico que penetra
en la muestra y solubiliza las sustancias, se aplica agitacién para mejorar la
eficiencia de la operacion, los disolventes se recuperan post-destilacion y asi se
obtiene el aceite esencial(Sanchez Castellanos, 2006). La desventaja de este
meétodo es que el disolvente puede solubilizar pigmentos; sustancias no propias de
los aceites esenciales.

3.2.5.2 Enfleurage (enflorado)

Es empleado para la obtencidn de esencias florales; la materia prima es puesta en
contacto con un aceite vegetal, la esencia es solubilizada en este ultimo hasta la
saturacion, se obtiene una mezcla que es separada por alcohol etilico.

3.2.5.3 Extraccion con fluidos supercriticos

Se hace circular un liquido supercritico (gas a presion y temperatura superiores a
su punto critico) a través de la materia prima, que solubiliza y arrastra las esencias;
se elimina el liquido supercritico por eliminacién de las condiciones supercriticas
hasta alcanzar la presidon y temperatura ambiente, obteniendo la esencia pura.
(Martinez M., 2001)

3.2.5.4 Hidrodestilaciéon con método de Clevenger

La Hidrodestilacion simple consiste en sumergir directamente el material vegetal a
tratar, previamente triturado, en un recipiente con agua que a continuacion se
somete a ebullicion. Los vapores heterogéneos se condensan sobre una superficie
fria y el aceite esencial se separa por diferencia de densidad. (Camacho, Morales,
Sanchez, Veldzquez, & Angeles, en revision)



llustracion 1. Equipo de hidrodestilacion

Fuente: (Camacho, Morales, Sanchez, Velazquez, & Angeles, en revision)

3.2.5.5 Expresioén de pericarpio

La corteza de los citricos es exprimida mecanicamente para liberar el aceite, se deja
caer un rocio de agua que arrastra el aceite; se separan por diferencia de
densidades. (Rodriguez Alvarez, Alcaraz Meléndez, & Real Cosio, 2012)

3.2.5.6 Extraccién por arrastre de vapor

Se lleva a cabo la vaporizacién selectiva del componente volatil del resto que no es
volatil, en esta técnica el vegetal no esta en contacto con el agua, el vapor de agua
se inyecta a través de la masa vegetal.

Esta técnica solo se puede aplicar para materiales insolubles en agua, ya que el
producto destilado volatil formara dos capas al condensarse, lo cual permitira la
separacién del producto del agua.(Bruneton, 2001)

3.2.6 Control de calidad de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son matrices complejas que necesitan analizarse por
diferentes técnicas para garantizar la calidad, seguridad del consumidor y su
comercializacion. Por lo tanto, hay una amplia gama de técnicas analiticas
disponibles (organolépticos, fisicos, quimicos, cromatograficos y andlisis
espectroscopico) (tabla 3). El analisis olfativo generalmente lo efectua un evaluador
entrenado, comparandolo con un estandar de la muestra. Los andlisis fisico y
organoléptico son técnicas simples, baratas y rapidas para identificar falsificaciones
de manera burda y no finas. (Tién Do, Hadji-Minaglou, Antoniotti, & Fernandez,
2015)



Tabla 3. Parametros utilizados para el control de calidad de los aceites esenciales

Caracteristicas organolépticas

Determinaciones fisicas

indices quimicos

Cromatografia

Espectrofotometria

Espectroscopia

Olor
Color

Densidad
Miscibilidad en etanol
indice de refraccion
Poder rotatorio

indice de acidez
indice de fenoles
indice de esteres
Determinacién de aldehidos y cetonas

Cuantificacion de los componentes
principales

Analisis por cromatografia de gases
(CG-EM,CQG)

Ultravioleta
Infrarrojo

RMN

Fuente:(Diaz Fajardo, 2007)

3.2.7 Aceites esenciales en la industria

Son ampliamente empleados como materias primas en las industrias: Cosmética,

Alimentaria, Farmacéutica, etc.

Tabla 4. Industrias usuarias de productos aromaticos naturales y aceites esenciales

Industrias

Alimenticia

Licorera

Cosmética

Farmacéutica

Aplicaciones

Salsas

Condimentos
Bebidas refrescantes
Alimentos procesados y enlatados
Aperitivos
Saborizantes
Perfumes

Dentifricos

Crema, lociones
Veterinaria
Antisépticos
Analgésicos
Aromaterapia



Continuaciéon Tabla 4. Industrias usuarias de productos aromaticos naturales y aceites esenciales

Industrias Aplicaciones
Desodorantes

Uso doméstico Desinfectantes de ambiente
Jabones

Enmascaradores de olores

Pinturas
Disolventes biodegradables

i R Utiliza esencias o terpenos derivados de ellas
Petroquimica y mineria : .

como vehiculos flotantes y lubricantes
Elaboracion de enmascaradores de olores
Tratamiento con mordientes después del tefido
Bioinsecticidas

Aleloquimicos

Textil

Agroquimica

3.3 Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas muy reactivas, que tienen al menos un
electron desapareado en sus orbitales exteriores y tienden a captar un electron de
otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica.

Virtualmente todos los enlaces quimicos estan formados por dos electrones, que
pueden romperse de dos formas diferentes; en la primera los dos electrones de
enlace permanecen unidos a uno de los fragmentos:

~

A—B —> A" + B

Ya que los dos fragmentos poseen carga diferente, este proceso se denomina
heterdlisis.

En la segunda los dos electrones que los constituyen se dividen simétricamente:

A—B —> A* + B *

a este proceso se le denomina homolisis y a los fragmentos radicales libres.

La homolisis térmica facilita la descomposicion en una reaccion de compuestos y
se utilizan como iniciadores de procesos radicalarios; cuando las moléculas se
calientan a temperaturas suficientemente elevadas se rompen los enlaces
formandose los radicales, sin embargo, algunos compuestos que poseen enlaces
“débiles” se descomponen para formar radicales libres a temperaturas inferiores,
pudiendo emplearse estos compuestos como iniciadores de reacciones
radicalariasa temperaturas entre 50 y 150°C.



Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la
molécula que lo pierde se convierte a su vez en un radical libre, iniciandose asi una
reaccion en cadena.

Al igual, existe formacién de radicales libres por reacciones fotoquimicas, éstas se
dan cuando se suministra la energia necesaria para la separacion de un enlace
mediante cualquier forma de radiacion electromagnética, por ejemplo irradiaciéon
ultravioleta, visible o rayos X. Este proceso lo podemos considerar como fotdlisis
homolitica por que la separacion del enlace se lleva a cabo.

3.3.1 Deteccion

Debido al corto tiempo de vida media de los radicales libres que, es de milisegundos,
el método que actualmente se utiliza para su deteccidon es por espectroscopia de
resonancia de spin electronico (ESR), pero este procedimiento no se utiliza para el
estudio de la participacion de radicales libres en sistemas bioldgicos y los
investigadores han recurrido a inferir su presencia mediante la identificacion de los
productos de reacciones de radicales libres. (Garcia Ruano, 1975)

3.3.2 Clasificacion molecular

Los radicales libres se forman como consecuencia de reacciones metabdlicas
dentro de la célula o de manera espontanea; dentro de la célula existen muchos
sitios de formacion de especies reactivas derivadas del oxigeno o del nitrégeno, las
cuales clasifican en: especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de
nitrogeno (ERN).

Las ERO se forman por la reducciéon secuencial de oxigeno, primero produce el
radical superéxido considerado como el mas reactivo debido a que su estructura
quimica requiere de tres electrones para reequilibrarse y cuando los obtiene crea
un desequilibrio aun mayor en comparacion con el de un solo electrén, el radical
perhidroxilo, el peréxido de hidrogeno y finalmente el radical hidroxilo. (Maldonado,
y otros, 2010)

Las ERN se caracterizan por un desequilibrio entre la produccion de ERO vy la
capacidad antioxidante de las células, se forma el radical peréxinitrito por la reacciéon
del radical superdxido con el 6xido nitrico.

- oY RNH
2 NFI,
10, | |
v .
Oxigano - -
oo O~ NG
Anién e =
<" superéxido il -NO’
ONOO-
v Peroxinitrito
e H,O, s - 2
ROOO- Peroxido de -» Nitrosacién
Radical peréxilo hidrégeno de proteinas
Perox. lipidica v Oxidacién de
® OH » proteinas
Radical . L
hidroxito > Oxidacion de
ADN

Imagen 1. Especies reactivas



3.3.3 Funciones en el organismo

Los radicales libres o sus derivados fungen como mediadores fisiolégicos en la
regulacion del tono vascular, percepcion de la presion de oxigeno, regulacién de
funciones que son controladas por concentracion de oxigeno, asi como potenciar la
transduccion de sefales intracelulares de varios receptores de la membrana,
incluyendo el receptor de antigeno de linfocitos y respuestas de estrés oxidante que
aseguran el mantenimiento del sistema redox (reacciones de oxidacién-reduccion).

En el sistema inmune actuan en contra de infecciones bacterianas, el Oz es el
mediador del inicio del proceso fagocitico; los fagocitos principalmente los
leucocitos polimorfonucleares y macrofagos captan el oxigeno en forma acelerada,
aproximadamente cien veces mas rapido que en su estado no activado, por lo que
a este fendbmeno se le conoce como estallido respiratorio, que es empleado para
elimina patoégenos, por alta su capacidad antioxidante tales como: Oz, H202, OH y
el NaClO.

3.3.4 Dano a biomoléculas

Si bien los radicales libres son elementos fundamentales en el metabolismo,
también constituyen un riesgo, especialmente para las células y las biomoléculas,
como los acidos nucleicos, proteinas, polisacaridos y lipidos.

El oxigeno es capaz de adicionarse a las bases nitrogenadas o a las pentosas del
ADN, formandose el radical peroxilo, lo que provoca dafios estructurales y
mutaciones, a su vez, todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles de reaccionar con el radical hidroxilo. Los aminoacidos
fisioldgicos, la tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y cisteina son los
mas propensos a presentar procesos oxidantes.

En las enzimas, puede impedir su actividad catalizadora y en los polisacaridos, cuya
funcién es estructural, ocasiona su despolimerizacion, lo que da lugar a procesos
degenerativos.

Un caso especial es el del 4cido hialurénico, un polisacarido cuya funcién reside en
mantener la viscosidad del fluido sinovial, la exposicion a agentes oxidantes, sobre
todo al radical superdxido, provoca su fragmentacion, lo que conduce a la
desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial,
alteracion que ocurre en la artritis reumatoide.

Los lipidos, especialmente aquellos que contienen acidos grasos poli-insaturados
son especialmente susceptibles a desarrollar procesos de oxidacién no controlados.
(Maldonado, y otros, 2010)



3.4 Inhibidores de radicales libres

Los inhibidores de radicales libres son un conjunto de compuestos quimicos y/o
productos biolégicos que contrarrestan de una manera directa o indirecta los efectos
nocivos de los oxidantes o radicales libres, tales como oxidacion a lipidos, proteinas
y acidos nucleicos.

Su funcién es impedir que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar éstos,
interactuan rapidamente con los radicales libres del oxigeno y con sus especies
reactivas que con el resto de las moléculas presentes, en un determinado
microambiente.

3.4.1 Clasificacion

Se han clasificado en dos principales grupos: enzimaticos y no enzimatico, cuando
estos sistemas fracasan se produce un exceso de radicales libres.

El sistema de inhibidores de radicales libres enzimaticos o endogenos se refiere a
enzimas que constituyen la primera linea de defensa celular frente al dafio oxidante
y proporcionan una funcidn protectora frente a los oxidantes bioldgicos,
disminuyendo la concentracién intracelular de radicales libres, entre ellas destacan
la catalasa (CAT), superéxidodismutasa (SOD), glutationperoxidasa (GSH-PX,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, NADPH-quinonaoxidorreductasa y la epoxido
hidrolasa, entre otras. La enzima superdoxidodismutasapermite la descomposiciéon
del ion superéxido en peroxido de hidrégeno y cuya acumulacidon se evita por el
sistema de catalasa/glutation peroxidasa, transformandolo en oxigeno no molecular,
agua y glutation oxidado.

El sistema de inhibidores de radicales libres no enzimaticos o exdgenos esta
determinado por una serie de compuestos llamados depuradores de radicales
libres, los cuales retrasan la produccién y accién de éstos ultimos; los mas
conocidos son las vitaminas C y E, los carotenoides, selenio y flavonoides, entre
otros.

Una vez superados los mecanismos antioxidantes del organismo es imposible
inactivar la reactividad quimica de las ERO o de las ERN, presentandose el estrés
oxidativo, que se caracteriza por un desequilibrio entre la produccién reactivas del
oxigeno y la capacidad antioxidante de las células.

3.5 Métodos de estudio de la actividad inhibitoria de radicales

libres

La determinacion de la actividad inhibitoria de radicales libres de los extractos
obtenidos de plantas medicinales es importante, estas permite determinar el grado
de proteccién frente a la oxidacion y deterioro de la planta medicinal que disminuye
su calidad. Durante los ultimos afios se han desarrollado una gran cantidad de
métodos para evaluar la actividad inhibitoria de radicales libres principalmente de
alimentos basados en distintos aspectos: como la reduccion de metales (FRAP), la



capacidad de captacion de radicales peroxilo (ORAC, TRAP), de radicales hidroxilo
(ensayo de la deoxirribosa), de radicales generados a partir de ciertas moléculas
organicas (ABTS, DDPH), en la cuantificacion de productos generados durante la
peroxidacion lipidica.

e El método DDPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) se basa en la baja estabilidad
de su radical, la cual se atribuye a la deslocalizacion del electrén y se genera
una coloracién violeta. Cuando una disolucion de DDPH entra en contacto
con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno o con otra
especie radical (R) se produce la forma reducida DDPH-H 6 DDPH-R con la
consecuente pérdida del color.

e Oftro método se basa en la medida de reaccién con radicales, tales como
ABTS". La unidad de medida o comparativa es el factor Trolox® o TEAC
(Trolox Equivalente Antioxidant Capacity). Los compuestos que tienen la
habilidad para “secuestrar’ los radicales generados durante la oxidacion,
inhiben la propagacion de éste, transfiriendoles protones o electrones. (Diaz
Fajardo, 2007)

También se han realizado pruebas con la reduccion del hierro, esta basada en la
capacidad de reducir el complejo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina(Fe*3+TPTZ") a su
forma ferrosa (Fe*?+TPTZ’). La capacidad de reducir los metales es importante
debido a que éstos estan involucrados en los procesos de propagacion de la cadena
radical extendiendo el proceso del dafio celular en el organismo.

e Actividad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC): Se emplea para la
determinacién de la actividad antioxidante de alimentos y suplementos
nutricionales. Este método mide la degradacién oxidativa de la fluoresceina
después de interaccionar con los radicales peroxilo. La proteccion ejercida
por los antioxidantes se cuantifica a través de la fluorescencia. (Magalhaes,
2008)

e Potencia antioxidante reductora férrica (FRAP): Este método evalua la
actividad reductora de Fe*® a Fe*™ de una sustancia. Se emplea
habitualmente en los diferentes fluidos del organismo, asi como diferentes
componentes y complementos de la dieta. (Houghton Mifflin Company, 2005)

3.6 Polimerizacion

Polimero, estructura de alto o bajo peso molecular, que se forma uniendo elementos
repetitivos entre si, de pequefias unidades quimicas simples. En algunos casos la
repeticion es lineal, de forma semejante a una cadena conformada por eslabones.
En otros casos las cadenas son ramificadas o intercaladas formando reticulos
tridimensionales; las unidades repetitivas son moléculas llamadas mondémeros, y al
proceso de union se llama polimerizacion. (Bruice, 2008)

Los procesos de polimerizacion se llevan a cabo por adicion y condensacion, es
decir, son reacciones por etapas y en cadena.



3.6.1 La reaccion de condensacion o por etapas

Constituye un pequefio porcentaje de polimeros sintéticos, la mayoria son
polimeros naturales. Donde se forman por reacciones intermoleculares de
moléculas bifuncionales (moléculas con dos grupos funcionales). Cuando los
grupos funcionales reaccionan, en la mayor parte de los casos se pierden una
molécula pequeina, como H20. (Bruice, 2008)

En la figura 2 se ejemplifica la polimerizacion sintética por condensacion del Nylon
66.

o o)
o
+ HoN A
TN N TN _ H
HO OH NH; N
-H,0 HoN H
o

Acido adipico 1,6-hexanodiamina Nylon 6,6

Figura 2.Reaccion de condensacion nylon 66

Fuente: (Bruice, 2008)

3.6.2 Reaccion por adiccion o en cadena

Se efectua por uno de tres mecanismos: polimerizacion por radicales libres,
polimerizacién catidnica o polimerizacién anidénica. Cada mecanismo tiene tres
fases distintas: fase de iniciacién que da apertura a la polimerizacion; fase de
propagacion, que hace crecer la cadena y fase de término, que detienen el
crecimiento de la cadena.

Polimerizacién cationica. El iniciador es un electrdéfilo que se adiciona al mondmero
y hace que se transforme en un catién. El iniciador que mas se utiliza es un acido
de Lewis como BFs.

Polimerizacién anionica. El iniciador es un nucledfilo o base de Lewis, que reacciona
mediante una adicion tipo Michael con el mondmero para formar un intermediario
reactivo (carbanién), para la formacion del polimero. La reaccidn
nucleodfilo-mondmero no sucede con facilidad porque los alquenos mismos ya son
ricos en electrones, por consiguiente el iniciador debe ser un nucledfilo muy bueno
como amiduro de sodio o bien n-butil-litio. EI mondmero debe contener un
sustituyente atractor de electrones para disminuir su densidad electrénica
(carbonilos a,p-insaturados). (Bruice, 2008)
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3.6.3 La polimerizacién por radicales libres

Es una reaccion rapida, poco estéreo selectiva y consta de las etapas de iniciacion
0 activacion, propagacion y terminacion, mismas que son caracteristicas de las
reacciones en cadena.

En la etapa de iniciacion se requiere de una molécula capaz de generar radicales
libres, como los iniciadores que son compuestos que tienen algun enlace facil de
romper homoliticamente por la accién de la luz o el calor. Esta tiene lugar por
apertura del doble enlace, lo que origina la formacion de un radical libre,
generalmente por combinacion con un radical libre previamente preformado que
proviene de la descomposicion de un iniciador. (Fred W. Billmeyer, 1975)

El grado de polimerizacion es proporcional a la concentracion del monémero e
inversamente proporcional a la raiz cuadrada de la concentracion del iniciador,
ademas depende de la temperatura, a través de las constantes cinéticas. (Collins,
2006)

3.6.4 Iniciadores

Los iniciadores pueden ser organicos (perdxidos) o inorganicos, todos se
caracterizan por generar radicales libres muy estables, el mas comunmente utilizado
es el peroxido de benzoilo, que se descompone térmicamente a suficiente velocidad
en dos radicales libres a temperaturas aproximadas a 70°C, se producen al mismo
tiempo una descomposicion inducida y otra unimolecular, por lo que es mayor la
rapidez de su descomposicion.

La activacion del doble enlace en la polimerizacién por radicales libres puede
realizarse no solo por la adicion de determinadas moléculas que actuan como
iniciadores quimicos en condiciones suaves (temperatura < 100°C, irradiaciéon
ultravioleta), sino también por accion del calor (activacion térmica), necesitdndose
temperaturas elevadas o de determinadas radiaciones (fotoquimica o radioquimica).

Los electrones desapareados buscan estabilizarse, si encuentran algun electron
con cual aparearse, lo haran; asi este nuevo par electrénico establece un nuevo
enlace quimico entre el fragmento de iniciador y uno de los carbonos del doble
enlace de la molécula del monémero y mientras esta reaccién tiene lugar, una vez
y otra vez, siempre se forma otro radical; el proceso de adicionar mas y mas
moléculas monoméricas a las cadenas en crecimiento se denomina reaccion de
propagacion.

Finalmente los electrones desapareados van a encontrar una forma de aparearse
sin generar un nuevo radical, entonces la propagacion finalizara y se le denomina
reaccion de terminacion.

3.7 Inhibicién de polimerizacién

Los inhibidores neutralizan todos los radicales libres, procedentes del iniciador de
los centros activos de las cadenas o del mondmero.
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La polimerizacion se detiene completamente hasta que se consume el inhibidor. Los
retardadores son menos efectivos que los inhibidores y solamente neutralizan una
fraccion de los radicales. Hay mecanismos de inhibicion donde se puede llevar
acabo la desactivacion de los centros de iniciacion o con la reduccion de la velocidad
de generacion de la reaccion; mientras que un retardador lo relaciona con la
interrupcidn de propagacion de las cadenas de mondmeros.

Sin embargo, hay ciertas sustancias que pueden actuar como inhibidores,
retardantes o ambos, esto va depender de la concentracion que se utilice.

En la Imagen 2, se presenta una forma idealizada de los fendmenos de inhibicion y
de retardo en la polimerizacion. En la curva A muestra la polimerizacion normal, la
curva B, una inhibicion ideal en el que la polimerizacion se encuentra en la fase de
iniciacion; es decir, la polimerizacion transcurre a la misma rapidez que la inhibicién.
En la curva C se presenta un retardo ideal, en éste se observa que la polimerizacion
comienza al mismo tiempo que en ausencia del retardador, pero ocurre a una
rapidez menor. Por ultimo, en la curva D se presenta una inhibicion no ideal donde
la polimerizacion empieza después del tiempo de iniciacion, pero a una rapidez
cuando no hay inhibidor. En la curva E, se observa una inhibicion seguida de un
retardo.

Los inhibidores y retardadores ideales destruyen los radicales libres sin producir
especies capaces de reiniciar la polimerizacion.

Los tipos de inhibidores
¢ Inhibidores fendlicos
¢ Inhibidores quinonas
¢ Inhibidores de compuestos nitroaromaticos
¢ Inhibidores de compuestos inorganicos

e Los efectos de oxigeno a temperaturas bajos (Fred W. Billmeyer, 1975)

% de polimerizacion

tiempo

Imagen 2. Curvas de inhibicion y retardo

Fuente: (Fred W. Billmeyer, 1975)
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3.8 Reaccion de polimerizacién

3.8.1 Reactivos

Los reactivos que se utilizaron para el ensayo in vitro de la actividad inhibitoria de
radicales libres de aceites esenciales fueron los siguientes:

3.8.1.1Peroéxido de benzoilo

El peroxido de benzoilo es uno de los peroxidos organicos mas importantes por sus
aplicaciones farmacéuticas, cosméticas e industriales. Es usado para el tratamiento
del acné, el aclaramiento del cabello y dientes, polimerizacion de estireno, entre
otras.

Tabla 5. Propiedades fisicas del peréxido de benzoilo

Solido blanco con olor a almendras

Apariencia amargas
Densidad relativa 0.53g/cm?
Punto de fusién 100-105°C
Temperatura de descomposicion >70°C

3.8.1.2 Metacrilato de metilo

Compuesto organico liquido incoloro, téxico e inflamable, también conocido como
mondmero de metacrilato de metilo, que al ser polimerizado via radicales libres
forma polimetacrilato de metilo (Quimica Delta, 2010). Su principal aplicacion es la
produccion del plastico transparente, usados también en pinturas y recubrimientos.

Tabla 6. Propiedades fisicas y quimicas del monémero de metacrilato de metilo

Apariencia Liquido, incoloro con olor caracteristico
Densidad 0.94 g/mL a 20°C

Punto de ebullicion 100.3°C

Punto de fusién - 48°C

Densidad relativa de vapor >1 a20°C

Presion de vapor 40hPa a 20°C

Viscosidad 0.6mPa a 20°C

pH No aplica

Solubilidad fz}lgg:ioesn la mayoria de los compuestos

Fuente: (Quimica Delta, 2010)

" Se encuentra estable con trazas de inhibidores como hidroquinona, topanol.(Quimica Delta, 2010)
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El polimero de metacrilato de metilo (PMMA), es un plastico claro, usado como
material irrompible en reemplazo del cristal, también se encuentra en las pinturas
acrilicas. Ademas disminuye a temperaturas bajas la viscosidad de aceites.

En la tabla 7. Se encuentra algunas de sus propiedades fiscas y quimicas del
PMMA.

Tabla 7. Propiedades fisicas y quimicas del polimero de metacrilato de metilo

Apariencia Plastico incoloro, olor afrutado

Densidad 1.17-1.20g/mL a 20°C

indice de refraccién 1.49

Temperatura de transicion vitrea 3.79°K

Temperatura de deflexion 1.8MPa 341.3- 371.5°K

Temperatura de uso continuo 364- 382°K

Soluble Etanol, isopropanol, metiletilcetona, acido féormico
Insoluble Tetracloruro de carbono, butilen glicol

Fuente:(James, 1999)

En la figura 3 se muestra la propuesta del mecanismo de reaccion de polimerizacion
del metacrilato de metilo via radicales libres.

e FEtapa de inicio: Se caracteriza por la formacion del radical a partir del
peroxido de benzoilo que reacciona con el mondmero de metacrilato de
metilo y asi dar comienzo a la cadena del polimero.

e Etapa de propagacion: Como su nombre lo indica se propaga la reaccion en
cadena, es decir, hay un aumento o crecimiento en la longitud de la cadena
polimérica.

e Etapa de terminacion: Se verifica el final de la cadena ya sea por el choque
de ésta con otro radical libre o por desproporcion (pérdida de un atomo de
hidrégeno para dar en uno de los extremos de la cadena una insaturacion) la
desactivacion del radical libre indicando el porcentaje de polimerizacion o en
su caso su solidificacion.
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RUPTURA HOMOLITICA DE PEROXIDO DE BENZOILO
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Figura 3. Mecanismo de la reaccion de polimerizacion del metacrilato de metilo
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3.9 indice de refraccion

La refraccion solo se produce si la onda incide oblicuamente sobre la superficie de
separacion de los dos medios y éstos tienen indice de refraccién distinta. El indice
de refraccion es una medida que determina la reduccién de la velocidad de la luz al
propagarse en un medio homogéneo y donde la temperatura es determinante para
la precision.

El indice fue descubierto experimentalmente por Willebrad Snell en 1621 donde dice
“‘la razon entre el seno del angulo de incidencia y el seno de angulo de refracciéon
es una constante llamada p de refraccion como se muestra en la imagen 3.

Fayo
eflgado
n
7
i
.-".-' ; Rayo
z tran=mitico

T

Imagen 3. indice de refraccion

Fuente: (Blog de Fisica, 2013)

Asi también el indice de refraccién depende de:

Temperatura

Presion

Longitud de onda (dispersion) ()

Concentracion especies (si se tratara de una mezcla)

El indice de refraccidn de los liquidos varian de 1.3 a 1.8 y en solidos es de 1.3 a
2.5 0 mayor.

3.10 Refractividad Molar

Existen varios modelos para la determinacion de la propiedad aditiva que
correlaciona la refraccion optica con la estructura quimica de las cadenas
poliméricas. (Vargas Mufioz, 1994)
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La refractividad molar, es una magnitud fisicoquimica de facil determinacion en el
caso de liquidos ya que se aplica la expresion de Lorentz-Lorentz. (Delgado Cirilo,
Minguillén Liombart, & Joglar Tamargo, 2003)

Mon? -1
R=—
p n%+2

En donde Mo es el peso molecular de la unidad estructural (i.e. de la unidad
monomericas), p es la densidad del monomero, la expresion de Lorentz-Lorentz
esta basada en la teoria electromagnética. (Vargas Munoz, 1994)

3. Objetivo General

Desarrollar un ensayo in vitro utilizando una reaccién de polimerizacion para evaluar
la actividad inhibitoria de radicales libres de aceites esenciales.

4.1 Objetivos particulares

e Llevar a cabo la busqueda bibliografica para determinar el estado actual de
la investigacion.

¢ |dentificar el material vegetal en el Herbario Etnobotanico IZTA, UNAM.

e Extraer y caracterizar los diferentes aceites esenciales a evaluar.

e Considerar los criterios de control de calidad de plantas medicinales de la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), NMX-
F-074-SCFI-2011 y Tién Do, Hadji-Minaglou, Antoniotti, & Fernandez (2015)
para evaluar cada aceite obtenido.

e Establecer las condiciones de trabajo de la reaccién de polimerizacién.

e Investigar qué parametros fisicoquimicos pueden conducir a evaluar la
actividad inhibitoria de radicales libres.

¢ Implementar el ensayo para evaluar cada aceite obtenido.

4. Hipobtesis

En una reacciéon de polimerizacién via radicales libres (metacrilato de metilo y
peréxido de benzoilo) la hidroquinona actua como inhibidor; si sustituimos a ésta
por aceites esenciales y se inhibe la polimerizacién, entonces se podra inferir la
actividad inhibitoria de radicales libres de los aceites esenciales.
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5. Metodologia

Para facilitar el desarrollo del ensayo in vitro, la metodologia se dividié en dos
etapas:

1. Aceite esencial
e Obtencion del aceite esencial
e Control de calidad de los aceites esenciales obtenidos
2. Desarrollo del ensayo mediante la reaccion sintética de polimerizacion via
radicales libres del MMA
e Purificacion de MMA
e Reaccion de polimerizacion y condiciones de reaccion
¢ Implementacion del ensayo in vitro

6.1 Aceites Esenciales

6.1.1 Material vegetal

Para seleccionar el material vegetal, primeramente se llevo a cabo una investigacion
bibliografica, que permitio listar todas aquellas plantas que biosintetizan aceites
esenciales, asi como, la parte de la planta que presenta el mayor contenido.
Después de esto se seleccionaron todas aquellas que fueran faciles de conseguir
en los mercados y viveros.

6.1.1.1 Adquisicién del material vegetal
El material vegetal se adquirio en los siguientes sitios

1. Mercado de Sonora: Fray Servando Teresa de Mier 419, Merced Balbuena,
15800 Ciudad de México, Distrito Federal.

2. Mercado de Infonavit Centro, Cuautitlan Izcalli México.

3. Molino de harinas y especias Barrio Tlatilco, Teoloyucan Edo. de México.

6.1.1.2 Identificacion Botanica

Se llevo acabo la herborizacién de las plantas y frutos, considerando las que se
adecuaron al ensayo, cumpliendo con los siguientes datos importantes: lugar, dia,
hora de recoleccidn. Se colocaron por separado en hojas de papel secante y cartdon
acanalado; en cuanto a las semillas se coloco 1 g de éstas en recipientes de
plastico. Después se trasladaron al Herbario Etnobotanico IZTA, para obtener su
certificado de identificacion taxondmica.

6.1.1.3 Condiciones de manejo de la materia prima

Fue necesario establecer condiciones de trabajo de la materia prima previo a la obtencion
de los aceites esenciales, en la tabla 8 se observa dichas condiciones.
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Tabla 8. Condiciones de la materia prima

Materia prima Condicién
Planta aérea Fresco
Fresco, excepto la hojas de menta blanca,

Hojas y flores X )
clavo y orégano que se trabaja en seco

Bayas Seco
Semillas Seco
Corteza Seco

Pericarpio de citricos (cascara de citricos) Fresco

6.2 Métodos de obtencion de los AE

En la tabla 9 se muestra el método de obtencion del aceite esencial se selecciono
de acuerdo a los siguientes criterios:

e La densidad del aceite esencial
e Naturaleza de la materia prima (caso particular de los citricos, en los que el
aceite se almacena en la cascara).”

Tabla 9. Criterios de selecciéon del método de obtencion de aceites esenciales

Método de obtencion Criterios
La densidad mayor del aceite esencial con
respecto al agua (partes aéreas de la planta)

La densidad del aceite esencial menor queel
agua (botones florales)

Hidrodestilacion con trampa de Dean-Stark

Hidrodestilacién con trampa de Clevenger

La densidad del aceite esencial menor al

NI € VEEEr agua(partes aéreas de la planta)

Expresion Citricos *

6.2.1 Destilacién por arrastre de vapor

Preparacién de la materia prima:

Seleccionar la parte utilizada del material vegetal desechando todo el material que
no cumpla con las caracteristicas de la droga vegetal (tierra, restos de otras plantas,
insectos, etc.), posteriormente disminuir el tamano de particula (triturar, trocear,
moler, etc.) del material empleado.

Pesar entre 100-200 g en una balanza granataria, colocarlo en un matraz bola de
2 L y agregar perlas de ebullicién. En otro matraz bola de 2 L, colocar 1 L de agua
destilada y perlas de ebullicion.
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Montar el equipo que se muestra en la fotografia 1.

Fotografia 1. . Equipo de destilacion por arrastre de vapor

Foto tomada en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica (L-324) de la FES Cuautitlan 2014.

Calentar con el mechero el matraz generador de vapor (2-3 h), calentando
ocasionalmente el matraz contenedor de la materia prima, cuide no quemarla.
Colecte el destilado recibiéndolo en un contenedor protegido de la luz.

Separar la mezcla aceite-agua por diferencia de densidades utilizando un embudo
de separacion. Para eliminar remanentes de agua, secar con la minima cantidad de
sulfato de sodio anhidro. Decantar el AE en un vial protegido de la luz y conservarlo
a una temperatura de 4°C en el refrigerador. Caracterizar el AE. (ver en el diagrama
de flujo1)
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Destilacion por arrastre Preparacion de

de vapor materia prima
Pesar 100- Agregar a un
200g matraz bola

Montar equipo de

Calentamiento A
destilacion

Condensacion Separacion del aceite

Envasado y

Almacenamiento : i
caracterizacion

Diagrama de flujo 1. Destilacion por arrastre de vapor

6.2.2 Hidrodestilacién con trampa de Clevenger

Preparacion de la materia vegetal:

Seleccionar la parte utilizada del material vegetal desechando todo el material que
no cumpla con las caracteristicas de la droga vegetal (tierra, restos de otras plantas,
insectos, etc.) posteriormente disminuir el tamafo de particula (triturar, trocear,

moler, etc.) del material empleado.

Pesar entre 100-200 g de materia prima, por otro lado en un matraz bola de 2 L
agregar 250 mL de agua destilada, una barra magnética. Colocar la materia prima,
agregar 750 mL mas de agua destilada. Montar el equipo que se muestra en la

fotografia 2.
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Fotografia 2. Equipo de hidrodestilacion con trampa de Clevenger

Foto tomada en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica (L-324) de la FES Cuautitlan 2014.

Calentar por un espacio de 2-2.5 h, el aceite esencial se separa en el tubo graduado
de la trampa de Clevenger. Finalizado el tiempo de calentamiento. Enfriar y colectar
el aceite. Si el aceite presenta remanentes de agua, secar con sulfato de sodio
anhidro y decantar. Conservar el aceite en un vial de vidrio color ambar a una
temperatura de 4°C en el refrigerador. Caracterizar el aceite de acuerdo a los
criterios marcados por la FHEUM. (ver en el diagrama de flujo 2)

Ry

Calentar Envasado ——»
\ Montae d |
Pesar 100- e:ﬂisjj dee
il hidrodestia
cion Recoleccion
Trampa de del acglte —> Separacion
 esendel |

Clevenger

Diagrama de flujo 2. Hidrodestilacion con trampa de Clevenger
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6.2.3 Hidrodestilacién con trampa de Dean-Stark (trampa de agua)

Este método se utiliza para aceites que tienen una densidad mas grande que el
agua, como el aceite de clavo. EIl procedimiento para este método es similar al de
hidrodestilacién, unicamente se cambia la trampa Clevenger por trampa
Dean-Stark. Montar el equipo que se muestra en la fotografia 3. Calentar y cuando
empiece a destilar colecte la mezcla aceite-agua cuidando que el matraz bola no se
quede sin agua (colecte aproximadamente 500 mL). Colocar la mezcla aceite-agua
en un vaso de precipitado, separar, secar y caracterizar. (ver en el diagrama de flujo
3)

Fotografia 3. Equipo de hidrodestilacién con trampa de Dean-Stark

Foto tomada en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica (L-324) de la FES Cuautitlan 2014.

Trampa de
Dean-
Stark

Colectar la mezcla
aceite-agua

Pesar Montar equipo de

] Separary
100-200g hidrodestilacion SR secar -

Diagrama de flujo 3. Hidrodestilacion con trampa de Dean-Stark
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6.2.4 Expresion

Preparacién de la materia prima:

Lavar aproximadamente 1 Kg de cualquier citrico, quitando la suciedad que pueda
tener y secar.

»

Foto tomada en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica (L-324) de la FES Cuautitlan 2014.

Fotografia 4. Prensado de criticos

Partir y quitar el gajo, para solo ocupar el pericarpio (cascara), después dejarla
remojar en una charola con 1.5 L de agua destilada por aproximadamente 12 h en
refrigeracion. En un exprimidor manual, tal como se muestra en la fotografia 4, se
prensan las cascaras dejando caer continuamente agua destilada, recibiendo la
mezcla agua-aceite en un vaso metalico, tapar con papel aluminio y conservaren
refrigeracion por 12 h a 4°C. Centrifugar la mezcla a 3500 rpm por 15 min. Separar
el sobrenadante (aceite esencial). Caracterizar y conservar. (ver en el diagrama de
flujo 4)
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Expresion

Lavado y
pesado

Preparacion de la
materia prima

_| Cascara de
citrico

Prensado

Y

Centrifugacion Recoleccion de
3500rpm por [« . <
. agua-aceite
15min

A

Decantacion .
Caracterizar
y secado

Diagrama de flujo 4. Expresion (prensado de citricos)

6.3 Control de calidad de los aceites esenciales

Para llevar a cabo el control de calidad de los aceites esenciales se tomaron los
criterios de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (2013),
NMX-074-SCFI-2011 y Tién Do, Hadji-Minaglou, Antoniotti, & Fernandez (2015),
unicamente se seleccionaron, aquellas pruebas que se podian implementar con los
equipos que se contaba en la FESC (figura 4).

Organoléptico

e Color
Fisico
o Densidad
Control de calidad e Indice de
Refraccion

Espectrales
e Infrarrojo

Figura 4. Control de calidad de los aceites esenciales
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6.3.1 Prueba organoléptica

6.3.1.1Color

La determinacién del color se efectua por la comparacion de los aceites esenciales
con los diferentes patrones de color establecido en las tablas Munsell (Anexo 4); se
utilizan placas de porcelana o tubos de ensaye y se registra el numero
correspondiente.

6.3.2 Pruebas fisicas

6.3.2.1 Densidad (Método del picnémetro)

El método consiste en primeramente, poner a peso constante el picnometro y
después determinar la masa a volumenes iguales de agua y aceite a una
temperatura de 20°C.

Determinacion de resultados: La densidad relativa se calcula con las siguientes
expresiones:

GZ = M2 - M
Gl == M1 - M
_ 61
)
Donde:
M;  Masa del picnometro con muestra
M, Masa del picnometro con agua
M Masa del picndmetro vacié
G, Masa neta del aceite o grasa
G, Masa neta del agua

Densidad relativa del aceite o grasa a temperatura T (°C) con respecto a la
temperatura de referencia del agua. La expresion de los resultados se hace hasta
milésimas.(NMX-075-SCFI-2012, 2012)

6.3.2.2 indice de refraccion

Este método se basa en la determinacion del indice de refraccion, por la
observacion directa del angulo de refraccion manteniendo la sustancia dentro de las
condiciones de intensidad, variacion de la luz y homogeneidad en la muestra. Para
esta prueba se empled el refractometro ZEIGEN® Solar tipo ABBE. (NMX-F-074-
SCFI-2011., 2011)
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Expresion de resultados:
El promedio de las lecturas efectuadas nos da el indice de refraccion buscado:

R=R +K(T' -T)

R es la lectura de la temperatura de referenciaa T en K (°C)
R es la lectura de la temperatura T en K* (°C)
T es la temperatura de referencia
T* temperatura a la cual se hizo la lectura R’
K  0.55 para grasas y 0.58 para aceites
Correcciones por temperatura
K  0.00035 para T=20 °C
K  0.00036 para T=40, 50, 60 °C
K  0.00037 para T=80 °C y mas

6.3.3 Pruebas espectrales

6.3.3.1 Espectrofotometria de absorcion de infrarroja

Esta técnica se realizé en el espectrofotometro infrarrojo Modelo Nicolet iS10FT,
con punta de diamante.

6.4 Metodologia de la actividad inhibitoria de los radicales libres

por la reaccién de polimerizaciéon de MMA

6.4.1 Destilacion de MMA

Medir 150 mL de MMA y colocarlo en un matraz bola de 250 mL y agregar un
agitador magnético pequefio. Colocarlo en una parrilla sujetando con unas pinzas.
Montar el equipo de destilacion simple que se muestra en la fotografia 5, destilacion
de MMA. Calentar y agitar hasta llegar a la temperatura de ebullicién. Separar la
cabeza, y unicamente colectar el cuerpo (fraccion entre 90-93°C). (ver en el
diagrama de flujo 5)
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Fotografia 5. Destilacion de Metacrilato de metilo

Foto tomada en el Laboratorio de Fitoquimica y Farmacognosia (L-324) de la FES Cuautitlan 2014.

Medir 150mL
MMA

Montar
equipo de
destilacion

Calentar

A 4

6.4.2 Reaccion de polimerizacion

6.4.2.1 Condiciones del ensayo

Recolectar
fracciones

Almacenamiento

90-93°C

Diagrama de flujo 5. Destilacion metacrilato de metilo

Pesar 20 mg de perdxido de benzoilo en un tubo de ensaye y agregar 2 mL MMA,
tapar y homogenizar. Agregar trazas de hidroquinona y nuevamente homogenizar.
Tomar como el tiempo 0 de la reaccién. (ver en el diagrama de flujo 6)
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Reaccion de
Polimerizacio

I

Y

Pesar
peroxido de
benzoilo

Colocar en un
tubo de

ensaye

Agregar trazas

de

Homogeneizar

hidroquinona

Adicionar 2 mL
de metacrilato
de metilo

Diagrama de flujo 6. Polimerizaciéon tiempo 0 min

Para los siguientes tiempos agregar unicamente 2 mL de MMA y 20 mg de perdéxido
de benzoilo, introducir el tubo de ensaye en bafio Maria Riosa Modelo B-40 a una
temperatura de 80+2°C por un tiempo de 2 min, cumplido el tiempo, inmediatamente
retirar del bafio Maria, agregar trazas de hidroquinona y homogenizar (estos ultimos
pasos no deben de superar los 30 s). Preparar una serie de tubos siguiendo el
mismo procedimiento con un tiempo de secuencia de 2 a 20 min. (2, 4, 6,... ,20).

Efectuar por triplicado.

Dejar enfriar cada uno de los tubos a temperatura ambiente y realizar la lectura de
indice de refraccién en el refractdometro, previamente calibrado con agua destilada
o con un disolvente de indice de refraccidon conocido. (ver en el diagrama de flujo 7)

39



Reaccion de
Polimerizacion

\ 4
Pesar
peroéxido de
benzoilo

\ 4
Adicionar 2 mL Repetir pasos
. Colocar en un .
de metacrilato tubo de ensave para tiempos
de metilo y 4,6...20 min

\ 4

Calentar en
bafio Maria a
80 + 2°C por
2 min

Homogeneizar

A 4
Sacar y agregar

Enfriar a .
inmediatamente N .| Medir indice
»| temperatura iy
trazas de ) de refraccion
. ambiente

DIAGRAMA DE FLUJO 7.Reaccidn de polimerizacién

6.4.3 Prueba de la actividad inhibitoria en la reaccion de
polimerizacién

Pesar 20 mg de peroxido de benzoilo en un tubo de ensaye y agregar 2 mL MMA,
tapar y mezclar e inmediatamente agregar 30 pL de aceite esencial homogenizando,
introducir el tubo de ensaye en el bafio Maria a una temperatura de 80+2°C por un
tiempo de18 min y retirar, se realiza para cada uno de los aceites esenciales.
Efectuar por triplicado. Dejar enfriara temperatura ambiente y realizar la lectura de
indice de refraccién. (ver en el diagrama de flujo 8)

Apoyandose con la literatura obtener el indice de refraccion molar.
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Fotografia 6. Refractometro Zeiger, solar tipo Abbe

Foto tomada en el Laboratorio de Fitoquimica y Farmacognosia (L-324) de la FES Cuautitlan 2014.

Prueba de la actividad Zzsa;r%?d?og
inhibitoria de los AE peroxi
de benzoilo
Y
Colocarlo en Adicionar
untubode [« 2mL de
MMA
ensaye Repetir los
pasos para
cada uno de
Y Agregar los AE
Homogenizar [« <A “L. de
Aceite
esencial

Y

Calentar a
Enfriar a °T Baro Maria a
ambiente | 802 °C por
18 min

Y

Medir indice
de refraccion

Diagrama de flujo 8. Prueba de la actividad en la reaccion de polimerizacion
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6. Resultados y analisis de resultados

7.1 Aceite esencial

7.1.1 Material vegetal

En base a la investigacion bibliografica efectuada se seleccionan 40 especies
vegetales con propiedades medicinales y frecuentemente utilizadas por la medicina
tradicional, asi como la parte utilizada para la obtencidon de aceite esencial.

Tabla 10.Listado de plantas

Nombre comun
Ajenjo
Albahaca
Anis estrella
Arnica
Canela

Clavo
Comino
Enebro
Epazote
Eucalipto
Hierbabuena
Hinojo

Laurel
Lavanda
Lavanda
Lima

Limén
Mandarina
Manzanilla
Mejorana
Menta blanca
Naranja
Nuez moscada
Orégano
Pericon

Pino
Pimienta
Pirul

Parte utilizada
Parte aérea
Hojas

Fruto

Parte aérea
Corteza
Hojas/botones florales
Semilla

Bayas

Parte aérea
Hojas

Hojas

Parte aérea
Hojas

Flores

Hojas
Pericarpio
Pericarpio
Pericarpio
Tallo, hojas y flores
Parte aérea
Tallos y hojas
Pericarpio
Frutos

Hojas

Flores y hojas
Hojas y ramas
Frutos

Hojas y frutos
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Continuacion de la Tabla 10. Listado de plantas

Nombre comin
Poleo

Romero

Ruda

Salvia
Cardamomo
Cilantro

Té limén
Tomillo
Toronja
Toronijil azul
Toronjil blanco
Toronjil morado
Verbena

7.1.1.1 Adquisicién del material

El material vegetal se adquirié en:

Parte utilizada
Hojas

Hojas

Parte aérea
Hojas y flores
Semilla
Semilla

Hojas

Tallos y hojas
Pericarpio
Parte aérea
Parte aérea
Parte aérea
Tallos y hojas

1. Mercado Sonora: Fray Servando Teresa de Mier 419, Merced Balbuena,
15800 Ciudad de México, Distrito Federal.

Mercado de Infonavit Centro, Cuautitlan lzcalli México.

2.
3. Molino de harinas y especias, Barrio Tlatilco, Teoloyucan Edo. de México.

Tabla 11. Lugar de adquisicion de la materia prima

Nombre comun
Ajenjo
Albaca
Anis estrella
Arnica
Canela
Clavo
Comino
Enebro
Epazote
Eucalipto
Hierba buena
Hinojo
Laurel
Lavanda
Lavanda Flor

Adquisicion

N N 2 A a a a N WO W W  -~2 W
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Continuacion de la Tabla 11. Lugar de adquisicidon de la materia prima

Nombre comun Adquisicion
Lima
Limon
Mandarina
Manzanilla
Mejorana
Menta blanca
Naranja
Nuez moscada
Orégano
Pericén
Pino
Pimienta
Pirul
Poleo
Romero
Ruda
Salvia
Semilla de Cardamomo
Semilla de Cilantro
Té limén
Tomillo
Toronja
Toronijil azul
Toronjil blanco
Toronjil morado
Verbena

N N N T - W WU U U U U S 'S T |\ IR N ' R G |\, IR W W O LS T O I\ ]

7.1.1.2 Identificacion botanica

Como se reporta en la tabla 10 se analizaron 40 plantas o partes de plantas, de éstas, se
hizo una segunda seleccion de acuerdo a la cantidad de aceite esencial obtenido. El
resultado de la segunda seleccion fueron 24 plantas que se enviaron al Herbario
Etnobotéanico IZTA (tabla 12), para su identificacion.
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Tabla12. Identificacion etnobotanica

Nombre popular

Ajenjo

Anis estrella
Canela

Clavo

Comino
Enebro
Epazote

Eucalipto

Laurel

Lavanda
Nuez moscada

Orégano
Pericén
Pimienta

Pirul
Poleo

Romero

Ruda

Semilla de
cardamomo

Semilla de cilantro

Té limon

Toronja

Toronjil blanco

Toronjil morado

Nombre cientifico

Artemisia absinthium
L.
lllicium verum Hooker

Cinnamomum
zeylanicum Nees
Syzygium aromaticum
(L.) Merril& L.M. Perry
Cominum cyminum L.

Juniperu ssp.

Teloxys ambrosioides
(L.) W.A. Weber
Sin:

Chenopodium
ambrosioides L.
Eucalyptus
camaldulensis
Dehnh.

Litsea glaucescens
H.B. K.

Lavandula dentata L.
Myristica fragrans
Houtt

Lippia graveolens
Kunth

Tagetes lucida Cav.

Pimenta dioica (L.)
Merrill
Schinus molle L.

Cunila lythrifolia Benth.

Rosmarinus officinalis
L.
Ruta chalepensis L.

Elettaria cardamomum
L. Maton

Coriandrum sativum L.
Cymbopogon

citratus

(DC. ex Nees) Stapf
Citrus x paradisi
Macfady

Agastache mexicana
(Kunth.) Lint. & Epling
ssp. xolocotzi
Agastache mexicana
(Kunth.) Lint. & Epling

Familia botanica

Asteraceae/
Compositae
Illiaciaceae

Lauraceae
Myrtaceae

Apiaceae/Umbelliferae
Cupressaceae
Chenopodiaceae

Myrtaceae

Lauraceae

Lamiaceae/Labiatae
Myristicaceae

Verbenaceae
Asteraceae/
Compositae

Myrtaceae

Anacardiceae
Lamiaceae/Labiatae

Lamiaceae/Labiatae

Rutaceae
Zingeberaceae

Apiaceae/ Umbelliferae
Poaceae/ Graminae

Rutaceae

Lamiaceae/Labiatae

Lamiaceae/Labiatae

No. Registro
2057 IZTA

2073 IZTA
2092 IZTA

2069 IZTA

2091 IZTA
2071 IZTA
2190 IZTA

2062 IZTA

2189 IZTA

2265 IZTA
2066 IZTA

2072 IZTA
2059 IZTA
2068 IZTA

2058 IZTA
2264 IZTA

2192 IZTA

2002 IZTA
2070 IZTA

2067 IZTA
2191 IZTA

2064 IZTA

2061 IZTA

2063 IZTA
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7.1.1.3 Condiciones dela material vegetal

En la tabla 13 se muestran las condiciones que se establecieron al material vegetal,
previas a la obtencion de los aceites esenciales.

Tabla13. Condiciones del material vegetal previas a la extraccion del aceite esencial

Nombre comiin
Ajenjo

Albaca

Anis estrella
Arnica

Canela

Clavo

Comino
Enebro
Epazote
Eucalipto
Hierbabuena
Hinojo

Laurel
Lavanda
Lavanda

Lima

Limén
Mandarina
Manzanilla
Mejorana
Menta blanca
Naranja

Nuez moscada
Orégano
Pericon

Pino

Pimienta

Pirul

Poleo

Romero

Ruda

Salvia

Semilla de cardamomo
Semilla de cilantro
Té limon
Tomillo
Toronja
Toronjil azul
Toronjil blanco
Toronjil morado
Verbena

Parte utilizada

Parte aérea
Hoja

Fruto

Parte aérea
Corteza
Botones florales
semillas
Bayas

Parte aérea
Hojas

Hojas

Parte aérea
Hojas

Flores

Hojas
Pericarpio
Pericarpio
Pericarpio
Tallo, hojas y flores
Parte aérea
Tallos y hojas
Pericarpio
Semilla

Hojas

Flores y hojas
Hojas y ramas
Fruto

Hojas y frutos
Hojas

Hojas

Parte aérea
Hojas y flores
Fruto

Semilla

Hojas

Tallos y hojas
Pericarpio
Planta aérea
Planta aérea
Planta aérea
Tallos y hojas

Condicién
Fresco
Fresco
Seco
Fresco
Seco
Seco
Seco
Seco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Seco
Fresco
Seco
Seco
Fresco
Fresco
Seco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Seco
Seco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco
Fresco

Temporada de
adquisicion
Enero
Junio
Julio
Enero
Junio
Junio
Junio
Enero
Febrero
Junio
Junio
Enero
Marzo
Diciembre
Diciembre
Noviembre
Julio
Mayo
Junio
Junio
Junio
Enero
Junio-julio
Mayo
Junio
Marzo
Junio
Junio
Diciembre
Junio
Enero
Junio
Marzo
Agosto
Julio
Junio
Mayo
Enero
Enero
Enero
Marzo

Las condiciones de manejo del material vegetal son factores que se consideran
importantes ya que de estos depende la mayor concentracion AE contenido en la

planta.

46



La temporada de obtencion y la parte de la planta a utilizar varia segun los
compuestos que se pretendan obtener, asi como el tipo, la temporada de cultivo y
recoleccion, clima y tipo de riego ya que de esto depende la produccion de
metabolitos secundarios.

7.1.2 Métodos de obtencion

En la tabla 14 se muestra la materia prima y los métodos de obtencion aplicados y
el rendimiento obtenido.
Tabla14. Métodos de obtencion del aceite esencial

Rendimiento Rendimiento
experimental (%) tedrico (%)

Nombre comiin Método de obtencién

Ajenjo Hidrodestilacién TC 0.49 0.2-1.52
Albaca Hidrodestilacion TC N/D 0.028°
Anis estrella Hidrodestilacion TC 4.2 ~5.0°
Arnica Hidrodestilacion TC N/D -
Canela Destilacion por arrastre de vapor 0.5 1-2¢
Clavo Hidrodestilacion TDS 2 15-18¢
Comino Hidrodestilacion TC 1.94 3.8d
Enebro Hidrodestilacion TC 0.8 2.54 +0.21¢
Epazote Hidrodestilacion TC 0.48 ~1.0f
Eucalipto Hidrodestilacion TC 1.2 1-3.0¢
Hierbabuena Hidrodestilacion TC N/D 1.2-3.9"
Hinojo Hidrodestilacion TC N/D ~3.17
Laurel Hidrodestilacion TC 1.08 0.1-1.15i
Lavanda (flores)  Hidrodestilacion TC 0.6 ~4 .6k
Lavanda Hidrodestilacion TC 0.8 ~4.6K
Lima Expresion: Prensado N/D -

Limén Expresién: Prensado N/D -
Mandarina Expresion: Prensado N/D -
Manzanilla Hidrodestilacion TC N/D 0.2-0.44
Mejorana Hidrodestilacion TC N/D 0.5-3d
Menta blanca Hidrodestilacion TC N/D 0.1-1.09
Naranja Expresion: Prensado N/D 0.3-0.59
Nuez moscada Hidrodestilacion TC 2.75 12.5 hexano'
Orégano Hidrodestilacion TC 3.25 ~0.26™
Pericon Hidrodestilacion TC 0.5 ~0.7"
Pino Hidrodestilacion TC N/D -
Pimienta Hidrodestilacion TC 1.7 ~1.19
Pirul Hidrodestilacion TC 0.14 ~0.75"
Poleo Hidrodestilacion TC 0.3 NR
Romero Hidrodestilacion TC 04 0.4-1.2°
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Continuacion de la Tabla 14. Métodos de obtencién del aceite esencial

Nombre comun Método de obtencion Rendimiento Rendimiento
experimental (%) tedrico (%)

Ruda Hidrodestilacion TC 0.69 5.51 peso
seco P

Salvia Hidrodestilaciéon TC N/D -

Semilla de cardamomo Hidrodestilacion TC 6 1-54

Semiilla de cilantro Hidrodestilaciéon TC 0.41 0.8-1.09

Té limén Hidrodestilacion TC 1.1

Tomillo Hidrodestilacion TC N/D 0.161°b

Toronja Expresion: Prensado 0.71 0.5-1d

Toronjil azul Hidrodestilaciéon TC N/D NR

Toronjil blanco Hidrodestilacion TC 0.59 ~0.9"

Toronjil morado Hidrodestilacion TC 1.19 ~1.2r

Verbena Hidrodestilacion TC N/D NR

Notas: N/D: No determinado. La cantidad del aceite esencial fue insuficiente para determinar % rendimiento TC: Trampa de
Clevenger; TDS: Trampa Dean-Stark. NR: No reportado. a: (Orave, Raal, Arak, Murissepp, & Kailas, 2006); b:(Lucchesi,
Chemat, & Smadja, 2004); c:(Budavari, O’Neil, & Heckelmann, 1989); d: (Rong & Zi-Tao, 2004); e: (Angioni, Barra, Coroneo,
Dessi, & Cabras, 2003); f: (Pino, Marbot, & Real, 2003); g:(Pino J. , Marbot, Real, & al., 2003); h: (Kokkini, Karousou, &
Lanaras, 1995); i: (Musa Ozcan & Chalchat, 2010); j: (Jiménez, Lorea, Jankowski, & Ricardo, 2011); k: (Luu Thai, y otros,
2013); I: (Adiani, Gupta, Chatterjee, Variyar, & Sharma, 2015); m:(Felice Senatore & Rigano, 2001); n:(Rica., 2004); f:
(Hayouni, y otros, 2008); o: (Boutekedjiret, Bentahar, Belabbes, & Bessiere, 2003); p: (Mejrib, Abderrabbab, & Mejria, 2010);
q: (Oils, Esoteric, 2015); r:(Estrada, y otros, 2004)

Se obtiene el AE de las 40 especies vegetales, de los cuales la mayor parte se
obtuvo la cantidad necesaria para considerarse en el ensayo, mostrandose en la
Tabla 14 la comparacion de porcentaje de rendimiento de algunos AE, con datos
reportados en la literatura coincidiendo favorablemente como el ajenjo, laurel,
eucalipto, y de forma contraria como anis estrella, toronjil blanco, canela, sin
embargo hay que considerar que unicamente resulta representativa pero no
repercute en los resultados experimentales, debido a que las condiciones de trabajo
son diferentes a las tedricas y los métodos de obtencion coinciden en algunos
casos.

Tomando como factor las condiciones del area de trabajo (temperatura, humedad
relativa, presion atmosférica), de igual forma las condiciones del equipo evitando
fugas de presion de vapor, variacion de temperatura en la parrilla, recirculamiento
de agua, generando las limitantes para no poder comparar con las especificaciones
reportadas; considerando lo anterior se puede decir que las condiciones utilizadas
en este ensayo resultan ser las 6ptimas para la obtencion de los AE.
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7.1.3 Control de calidad

A continuacién se muestran los resultados de las diferentes pruebas aplicados a los
aceites esenciales obtenidos:

Primero se llevo a cabo la prueba de color que corresponde a una de las pruebas
organolépticas. Este tipo de pruebas son de apreciacion del analista. Y para dar un
soporte técnico se apoyo de la notacién de las tablas de Munsell.

7.1.3.1Color

En la tabla 15 se muestra la comparacién entre las técnicas utilizadas para medir la

prueba de color.

Tabla15. Color

Nombre comin
Ajenjo

Anis estrella
Canela

Clavo

Comino

Enebro

Epazote
Eucalipto
Laurel
Lavanda
Flores de lavanda
Nuez moscada
Orégano
Pericon
Pimienta

Pirul

Poleo

Romero

Ruda
Semilla de
cardamomo

Semilla de cilantro
Té limoén
Toronja

Toronjil blanco
Toronjil morado

Color

Verde obscuro
Incoloro

Amarillo
Ligeramente amarillo
Amarillo

Amarillo claro

Amarillo

Amarillo claro
Incoloro

Amarillo claro
Amarillo claro
Ligeramente amarillo
Amarillo
Ligeramente amarillo
Incoloro
Ligeramente amarillo
Amarillo claro
Incoloro

Amarillo claro

Incoloro
Incoloro
Amairillo claro

Amarillo claro
Ligeramente amarillo
Incoloro

Notaciones de
Munsell

5Y4/3
2.5Y8/1
2.5Y7/8
10YR8/8
10YR8/4

5Y8/6

2.5Y8/2
5Y8/6
2.5Y8/1
5Y8/3
5Y8/3
2.5Y8/2
10YR8/8
10YR8/4
2.5R8/1
5Y8/3
10YR8/4
10YRS8/2
10YR8/6

5Y8/2
5Y8/3
5Y8/4

5Y8/6
10YR8/4
2.5R8/1

Literatura

Verde pardusco
Incoloro-amarillo palido
Amairillo claro
Incoloro-amarillo palido
Incoloro- amarillo

Incoloro- amarillo
verdoso palido
Incoloro-amarillo palido

Incoloro-amarillo palido
Incoloro-amarillo
Incoloro-amarillo
Incoloro-amarillo palido

Incoloro-amarillo

Incoloro-amarillo palido
Amarillo palido
Incoloro-amarillo palido

Incoloro-amarillo palido
Amairillo rojizo-rojo
pardusco
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Las tablas de Munsell nos dan valores que dependen del matiz, claridad y pureza
para poder establecer un numero de Munsell para cada aceite. La literatura indica
colores muy similares a los experimentales, las diferencias son minusculas ya que
dependiendo del analista que evalue este parametro sera el resultado. Ademas que
varien el tiempo de exposicion a la luz y aire, aun las condiciones de
almacenamiento sea el 6ptimo para evitar cierta exposicion existe ese riesgo. Ya

que esta prueba se hace al instante.

7.1.3.2 Parametros fisicos

En la tabla 16. Se muestran los parametros fisicos como la densidad e indice de

refraccion evaluados a los aceites esenciales. Estos parametros indican la pureza
de los aceites esenciales y la descomposicion de los mismos.

Tabla16. Parametros fisicos

Nombre comin

Ajenjo

Anis estrella
Canela
Clavo
Comino
Enebro
Epazote
Eucalipto
Laurel
Lavanda flor
Lavanda
Nuez moscada
Orégano
Pericén
Pimienta
Pirul

Poleo
Romero

Ruda

Semilla de
cardamomo

Semilla de cilantro

Densidad
Reportada
(g/mL)

0.925-0.955%8°C
Cerca de 1.006
1.000-1.003
1.038-1.06025°C
0.900-0.935
0.854-0.879%5°C
0.95-0.980%5°C
0.905-0.92525°C

0.875-0.88825°C

0.859-0.924

0.89-0.9

0.894-0.912
0.832-0.845

0.917-0.947
0.863-0.875

Densidad
Experimental
(g/mL) a 20°C
0.8775
0.9733
1.0306
1.0758
1.0320
0.6997
0.9134
0.7381
0.9144
0.8215
0.9412
0.8854
0.9570
0.9897
0.8896
0.7941
0.7959
0.8958

0.9081
0.1666

indice de
refraccion
reportado

1.460-1.474120°C

1.565-1.58220°C
1.53020°C

1.4950-1.502020°C
1.4780-1.488020°C
1.4723-1.479020°C
1.4580-1.470020°C

1.159-1.4720°C

1.4740-1.4880

1.4935-1.4977

1.464-1.476
1.430-1.440

1.4630-1.4660
1.4620-1.4720

indice de
refraccion

experimental

a 20°C
1.1648
1.5468
1.5938
1.5158
1.5143
1.4813
1.4778
1.4778
1.4678
1.4678
1.4608
1.4898
1.5013
1.5323
1.4758
1.4873
1.4578
1.4688
1.4313

1.4608
1.4553
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Continuacion de la Tabla 16. Parametros fisicos

Densidad Densidad indice de Indice de
. . < refraccion

Nombre comiin Reportada Experimental refracciéon experimental

(g/mL) (g/mL) a 20°C reportado P o

a 20°C

Té limoén 0.895-0.908 0.6618 1.483-1.489 1.4868
Toronja - 0.5102 - 1.4703
Toronjil blanco - 0.8886 - 1.4658
Toronjil morado - 0.9316 - 1.5103

Nota:*: La cantidad no fue la suficiente para determinar la densidad, cantidad real 0.5g.

Debido a que la cantidad de los aceites esenciales es pequefia se efectua con el
método de picndmetro(NMX-075-SCFI-2012, 2012) con la variante que se utiliza un
matraz volumétrico de 1 mL a peso constante; parametro que permite la conversion
de la cantidad de volumen a peso para determinar la cantidad de aceite esencial
utilizada en el ensayo. El indice refraccion se sigue su determinacién conforme la
norma (NMX-F-074-SCFI-2011., 2011) y con su interpretaciéon de datos para los
aceites esenciales, segun los indicados en la norma para los aparatos Abbe; ISO
280 indica a las condiciones de 20°C un amplio rango de indice de refraccién de
1.450-1.590 (K.Husnu Can Baser, 2010), tomando esta especificacion 21 aceites
utilizados en el ensayo entran dentro de ésta, a diferencia de los aceites esenciales
de ajenjo, canela y ruda.

También en la tabla 16 se muestran datos teodricos tanto de densidad como de indice
de refraccién, los cuales difieren en su mayoria con los experimentales, esto se
puede deber al métodos de extraccidon del aceite esencial, porcentaje de
rendimiento, almacenamiento del mismo AE, métodos de evaluacion de la prueba,
equipo de laboratorio y las condiciones de la area de trabajo, utilizadas para su
evaluacion en los datos tedricos son especificas y no coinciden con los
experimentales, razon por la cual no es posible realizar una comparacion entre
ambos datos. Sin dejar de destacar que estos resultados tedricos no suelen ser en
su mayoria reproducibles.

7.1.3.3 Parametros espectrales

Indican la pureza llegando a establecer los tipos de enlaces presentes en los
compuestos mayoritarios en el aceite esencial basandose en el numero de bandas
tedricas reportadas en la literatura. Con respecto a la actividad inhibitoria que
presentaron los AE se elige cuatro al azar para su interpretacion, considerando dos
componentes mayoritarios respectivamente.

El eugenol es el componente principal del aceite esencial del clavo en una
proporcion de 80-85% y en menor proporcion el cariofileno, acetato de isoeugenol
y a-cariofileno.

En la tabla 17 corresponde al espectro infrarrojo del aceite esencial de clavo solo
se hace interpretacion de dos componentes mayoritarios como el acetato de
isoeugenol y el eugenol.
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Tabla 17. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de clavo
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Eugenol Acetato de isoeugenol
Grupo funcional
Alcanos Numero de onda teérica(cm-") Numero de onda experimental(cm-1)
C-H st 3000-2840 2924.05 2855.11
Alquenos
C=C st 1690-1630 1636.74 1636.74
=CHJip 1420-1290 1431.04 1366.63
Aromaticos
arC-C 1625-1575 1606.71 1511.66
O-H st 3650-3200 3543.37
C-O-C st as 1310-1000 1182.22,1121.13  1142,1034.41

52



Los componentes mayoritarios del aceite esencial del anis estrella es el trans-anetol
con un 70-94%, que al igual se encuentra en su forma cis-anetol y de manera
minoritaria se encuentran a-pipeno, 1-metilcharvicol

En la tabla 18 se muestra al espectro infrarrojo del AE de anis estrellase hace
interpretacion de dos componentes como el frans-anetol y 1- metilcharvicol

Tabla 18. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de anis estrella
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g |
trans-anetol 1- metilcharvicol
Grupo funcional
Alcanos Numero de onda tedrica (cm-') Numero de onda experimental(cm-')
C-H st 3000-2840 3022.16 2956.55
CH3d as 1470-1430 1464.01 N/A
CH25 1475-1450 1440.47 1440.47
Alquenos
C=C st 1635-1610 1606.81 1606.81
=CHdoop 990-960 952.68 N/A
=C-H % ip 1420-1290 1425.12 1360.12
Aromaticos
arC-C dip 1625-1575 1576.3 1576.3
-C-0-C stas  1310-1000 1241.74, 1305.07
sobretonos 2000-1650 2000-1800" 2000-1800
=CH doop, 860-760 837.58-785.74" 837.58-785.74
arC-Cy

Nota: aromaticos p- disustituidos.
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El aceite esencial del eucalipto tiene como componentes principales el p—cimeno en
una proporcion del 68.43%y 1,8-cineol 13.92%, en menor proporcion o—pineno y
o—limoneno.

En la tabla 19 se muestra el infrarrojo del aceite esencial de eucalipto haciendo
interpretacion de los dos componentes: p—cimeno y 1,8-cineol.

Tabla 19. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de eucalipto

0
p- cimeno 1,8-cineol

Grupo funcional
Alcanos Numero de ondas tedricas (cm-") Numero de ondas experimentales (cm-")
C-H st 3000-2840 2955.34-2922.54 2955.34-2922.54
CH; 0 as 1470-1430 1464.56-1446.29 1464.56-1446.29
CHsy 1250-800 1167.27 887.54
CHadsy 1395-1365 1374.43-1360.40 1374.43-1360.40
Aromatico
ArC-C 1625-1575 1567.86 N/A
Sobretonos  2000-1600 2000-1800" N/A
=CH doop, 860-760 842.06-814.33"
arC-Cy
Ester
C-O-C st as ~1100 N/A 1078.68

~850 842.06

Nota: N/A. no aplica, ' aromaticos p- disustituidos
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Los principales componentes del aceite esencial de poleo son mentona con un 63%,
pulegona, o— pineno, B-cariofileno.

En la tabla 20 se muestra el infrarrojo del AE de poleo haciendo la interpretacion

correspondiente de la mentona y pulegona.

Tabla 20. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de poleo
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Mimearo de Ondas {em-1)
Grupo funcional
o} o
pulegona mentona
Alcanos Numero de Numero de ondas experimentales (cm)
ondas tedrica
(cm™)
C-H st 3000-2840 2948.81 2920.32
CH3d as 1470-1430 1451.19 N/A
CH3d sy 1395-1365 N/A 1365.70
Alquenos
=CHb% ip 1420-1290 1242.22 N/A
Cetona
C=0 st 1775-1650 1707.65 1707.65

Nota: N/A. no aplica
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7.2 Metodologia de la actividad inhibitoria de los radicales libres

por la reaccién de polimerizaciéon de MMA

7.2.1 Reaccion de polimerizacion

El mecanismo de reaccion de la polimerizacidon de metacrilato de metilo es via
radicales libres, misma que se da en pasos 0 mejor conocida como reaccidén en
cadena en donde los radicales libres son iniciados por un catalizador como el
peréxido de benzoilo (con un enlace facil de romper homoliticamente por la accion
de luz o calor).

Se utilizd esta reaccidn por ser una de la mas conocidas y econdémicas; por ser via
radicales libres se podria determinar si estos son captados en las etapas de
iniciacibn o propagacion se puede dar la actividad inhibitoria de los aceites
esenciales.

7.2.1.1Condiciones del ensayo

En la tabla 21 se observan las condiciones establecidas para el ensayo,
considerando los siguientes factores:

e Temperatura: La temperatura del ensayo se establece a 80+2°C, tomando
como referencia la temperatura de ebullicion del MMA (90-93°C); ya que a
menor temperatura mayor el tiempo de reaccion y viceversa.

e Tiempo: Se determind el tiempo en el que se formaba el polimero (sélido),
observandose que al llegar a los 20 min., era imposible tomar el indice de
refraccion (ver tabla 22), debido a que el polimero es un sélido, se establecio
como tiempo de ensayo 18 min.

e Metacrilato de metilo: La cantidad de MMA se mantuvo constante durante
todo el ensayo.

e Perdxido de benzoilo: Al igual que en el parrafo anterior la cantidad de
peroxido se mantiene constante.

Tabla 21. Condiciones del ensayo in vitro

Nombre Cantidad
Peréxido de benzoilo 20 mg
Metacrilato de metilo 2mL
Tiempo de ensayo 18 min

Temperatura del ensayo 80+2°C
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Tabla 22. indices de refraccion del MMA en funcién del tiempo

Tiempo (min) Indice de refraccion Refractividad molar Fracciéon molar
(cm®mol) (mol)
20 N/D N/D N/D
18 1.4330 27.6230 0.0181
16 1.4304 27.4783 0.01819
14 1.4285 27.3723 0.01826
12 1.4263 27.2495 0.01834
10 1.4236 27.0984 0.01844
8 1.4215 26.9808 0.01852
6 1.4193 26.8573 0.01861
4 1.4173 26.7449 0.01869
2 1.4155 26.6436 0.01876
0 1.4140 26.5591 0.01882

Como se puede observar en la tabla 22 el indice de refraccién cambia con respecto
al tiempo, porque el mondémero se va transformando en el polimero.

De acuerdo a las condiciones de ensayo establecidas, el MMA no llega a la
polimerizacion total, siempre se tendra una mezcla monémero/ polimero. Se opté
por seguir la reaccion a través del monémero porque siempre se encuentra en una
mayor proporcion que el polimero formado, lo que nos lleva a considerar que al
indice de refraccion, el MMA contribuye en mayor proporcion, efectuando asi, los
calculos de fraccion molar con respecto a éste. En la grafica 1 se representa la
relacion del indice de refraccion con respecto a la fraccion molar de MMA.

Considerando lo anterior y analizando la reaccion, se puede considerar la siguiente
afirmaciéon: a mayor fraccion mol de MMA mayor actividad inhibitoria y a menor
fraccidon mol de MMA menor actividad inhibitoria.

0.0189 -
0.0188 -
© 0.0187 -
£
= 0.0186 -
©
g 0.0185 -
c 0.0184 -
g 0.0183 -
© 0.0182 -
LL
0.0181 -
0.0180

y =-0.0382x + 0.0728
R? =0.9998

1.41 1.415 1.42 1.425 1.43 1.435
indice de refraccion

Gréfica 1. Relacion del indice de refraccion y su fraccion molar de MMA
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7.2.2 Prueba de la actividad inhibitoria en la reaccion de
polimerizacion

En la tabla 23 se presenta el ensayo in vitro de la actividad inhibitoria de radicales
libres de aceites esenciales determinado mediante la reaccidén de polimerizacion del
metacrilato de metilo manteniendo las condiciones establecidas para la reaccion.
Respectivamente en la grafica 2 se muestra la fraccion molar de monomero de
metacrilato de metilo por cada aceite esencial evaluado.

Tabla 23. Ensayo in vitro de la actividad inhibitoria de los aceites esenciales

Aceites esenciales indice de refraccién Fraccion molar (mol)
Ajenjo 1.438 0.0179
Anis estrella 1.4445 0.0176
Canela 1.437 0.0179
Comino 1.4165 0.0187
Clavo 1.4355 0.0180
Enebro 1.44 0.0178
Epazote 1.4306 0.0182
Eucalipto 1.421 0.0185
Laurel 1.4355 0.0180
Lavanda flor 1.4395 0.0178
Lavanda 1.445 0.0176
Nuez moscada 1.429 0.0182
Orégano 1.4225 0.0185
Pericon 1.4355 0.0180
Pimienta 1.4365 0.0179
Pirul 1.433 0.0181
Poleo 1.4347 0.0180
Romero 1.4345 0.0180
Ruda 1.4395 0.0178
Semilla de cardamomo 1.4385 0.0178
Semilla de cilantro 1.4365 0.0179
Te limén 1.437 0.0179
Toronja 1.439 0.0178
Toronjil blanco 1.4385 0.0178

Toronjil morado 1.441 0.0178
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Grafica 2. Fraccion molar de cada aceite esencial

Fotografia 7. Equipo de la prueba in vitro de la actividad inhibitoria de los AE

Foto tomada en el Lab de Fitoquimica y Farmacognosia de la FES Cuautitlan. 2014

Para obtener la fraccién molar para cada AE se emplea la formula de la Grafica 1.
y =-0.0382x + 0.0728

Donde

x = indice de refraccion de cada AE

y = la fraccion molar de la reaccion para cada aceite esencial que esta participando.

Para determinar el porcentaje de inhibicion que se presenta en la tabla 24 se hace

uso de la siguiente formula:
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0.01882 mol (fraccion molar MMA) ----- 100% inhibicién de la polimerizacion
Fraccion molar para cada AE ----- X% inhibicion

Se tomo el tiempo 0 de polimerizacidon compuesto de metacrilato de metilo, perdxido
de benzoilo y trazas de hidroquinona como el 100% de inhibicién de polimerizacion
(fraccién mol=0.01882), debido a que al no permitir que la reaccion diera inicio solo
se encuentra el monomero de metacrilato de metilo.

Tabla 24. Capacidad de inhibicion de los aceites esenciales

Aceite esencial Inhibiciéon % Aceite esencial Inhibiciéon %
Ajenjo 94.9437 Pericon 95.4511
Anis estrella 93.6243 Pimienta 95.2481
Canela 95.1467 Pirul 95.9586
Comino 95.4511 Poleo 95.6135
Clavo 99.3077 Romero 95.6541
Enebro 94.5377 Ruda 94.6392
Epazote 96.4457 Semilla de cardamomo 95.2481
Eucalipto 98.3943 Semilla de cilantro 94.8422
Laurel 95.4511 Te limén 95.1467
Lavanda flor 94.6392 Toronja 94.7407
Lavanda 93.5228 Toronijil blanco 94.8422
Nuez moscada 96.7705 Toronjil morado 94.3348
Orégano 98.0898

Se considera que por un corto periodo de tiempo la velocidad de polimerizacién es
igual a 0; es decir que se tiene una inhibicion ideal (en la etapa de iniciacion).

El determinar el porcentaje de inhibicion de la polimerizacion via radicales libres es
confirmar que los aceites esenciales de algunas plantas aromaticas medicinales
tienen la capacidad de capturar estos radicales libres que se forman en el medio y
evitar, frenar o retardar su formacion dependiendo estrechamente del
comportamiento que el aceite esencial presente como inhibidor.

La actividad inhibitoria de los aceites esenciales que se utilizaron en el ensayo, se
ha delimitado para tener una mejor apreciacion del comportamiento que cada uno
presenta. Para comprobar; se llevo a cabo el método estadisco diferencial el cual
nos demuestra conclusiones acerca de las caracteristicas del comportamiento de la
capacidad inhibitoria de los AE, basandose en los dos tipos de estimaciones la
puntual e intervalos de confianza. Los cuales se tomaron del 95% con valores de
tablas de Z llevando a cabo los calculos en hojas de Excel.
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Tabla 25. Informacién estadistica de intervalos de confianza de la capacidad inhibitoria de

AE

media 95.2481
o 1.3792
valor z 1.96
margen 0.5301
Limite inferior (LI) 94.717
Limite superior (LS) 95.778
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Grafica 3. Comportamiento inhibitorio de los aceites esenciales

Como se puede observar en la grafica 3, todos los aceites presentaron actividad
inhibitoria de radicales, pero se pueden establecer siguientes intervalos de

confianza.
e Debajo de 94.717% retardador no ideal

e Entre 94.718% y 95.777%retardador ideal
e Arriba de 95.778% inhibidor ideal

En esta grafica se observa que los aceites esenciales que se localizan en el limite
superior que tienen un porcentaje mayor al 95.778% son caracterizados segun su
comportamiento en inhibidores ideales entre los que se encuentran el clavo,
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orégano Yy eucalipto, los cuales inhiben la formacion del polimero y por lo tanto
captan los radicales libres de la reaccion.

Los aceites de clavo y orégano contienen compuestos fendlicos (eugenol, carvacrol
y timol) que por su naturaleza, facilmente se oxidan por la capacidad de captar los
radicales libres, hecho que se comprueba por los resultados obtenidos en la
inhibicion de la polimerizacién. En el caso del eucalipto el componente principal es
un éter (1,8-cineol) y ademas contiene componentes con insaturaciones (a-pineno
y B-pineno) los éteres al igual que las insaturaciones también pueden oxidarse y
captar el radical libre del peréxido de benzoilo y por ende inhibir la reaccién de
polimerizacion.

Los que se encuentra en el centro presentan un comportamiento de retardadores
ya que su actividad inhibitoria se da en la etapa de propagacién haciendo que la
reaccion sea lenta y que no se formen mas cadenas. Este grupo en particular es de
mayor importancia para desarrollar y validar este método. Este grupo de aceites van
a reducir la cantidad de radicales libres que se encuentren en la reaccion, por lo que
su mecanismo es “la combinacién o desproporcion de radicales libres”. Lo anterior
hace suponer que algunos de sus componentes son quimicamente complejos
haciendo que el producto de reaccion de retardador - mezcla polimérica sea estable
0 semi estable para iniciar una cadena pero a una velocidad de reaccion lenta.

Los aceites que se encuentran en el limite inferior menor al 94.717% son aceites
que por la actividad inhibitoria que presentan no son los 6ptimos, es decir, que sus
componentes no contienen la suficiente cantidad de grupos fendlicos o tal vez se
hayan degradado por las condiciones propias del ensayo, disminuyendo asi el poder
de captacion de los radicales libres, que se generan en la reaccion de
polimerizacion.

7. Conclusion

e Se desarrolld el ensayo in vitro en la reaccion de polimerizacion de
metacrilato de metilo donde se evalud la actividad y capacidad inhibitoria de
los radicales libres de cada aceite esencial empleado.

e Se llevd a cabo satisfactoriamente la investigacion de los materiales
vegetales empleados para el ensayo.

e Se obtuvieron los certificados y registros de identificacién etnobotanica de los
materiales vegetales expedidos por el Herbario Etnobotanico IZTA.

e La obtencidon de los aceites esenciales se llevd a cabo por métodos de
acuerdo a las condiciones propias del material vegetal.
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El control de calidad de los aceites esenciales se evalua segun los criterios
de las normas NMX'y de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos (FHEUM). (Tién Do, Hadji-Minaglou, Antoniotti, & Fernandez,
2015) y algunos con criterios segun la ISO 280 (K.Husnu Can Baser, 2010).

Se establecieron las condiciones de reaccion de polimerizacion manteniendo
constante la temperatura, tiempo de reaccién de 18 min y la concentracion
del mondémero e iniciador.

Los parametros fisicoquimicos establecidos para evaluar la actividad vy
capacidad inhibitoria de radicales libres son el indice de refraccion y
refractividad molar.

Se desarroll6 la metodologia para evaluar la actividad inhibitoria de radicales
libres mediante la reaccion de polimerizaciéon de metacrilato de metilo via
radicales libres y la capacidad de inhibiciéon a partir de la fraccion molar del
monomero de MMA de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales poseen actividad inhibitoria de los radicales libres, en
la reaccién de polimerizacidon via radicales libres de metacrilato de metilo,
dando como verdadera la hipotesis planteada.

Se determind que los aceites esenciales de clavo, eucalipto, epazote, nuez
moscada, orégano y pirul inhiben la polimerizacién del MMA por la accién
que éstos presentan de captar los radicales libres.

Finalmente se observd que este método es ideal, para muestras insolubles
en agua y se puede aplicar de forma directa sin necesidad de utilizar
cosolventes, ademas que se utiliza en cantidades minimas. La reaccion se
puede llevar acabo en un tiempo de 18 min a diferencia de otros métodos y
que no es sensible de la luz.

8. Prospectivas

Por lo que se refiere al control de calidad del aceite esencial, especificamente
de la determinacidén de color se sugiere el uso de estandares de aceites
esenciales mediante un colorimetro o el uso de las Tablas de Musell como
un método general.
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e Para la validacion del método y la metodologia se debe de trabajar con cada
uno los AE de la parte media de la grafica 3, para obtener la reproducibilidad,
precision, exactitud y tolerancia de resultados.

e El indice de refraccion y refractividad molar utilizado en este ensayo como
herramienta de evaluacion de la actividad y capacidad inhibitoria de radicales
libres se propone sustituir por viscosidad.

e Se sugiere trabajar con algunos de los componentes puros presentes en los
aceites esenciales para llevar a cabo una propuesta de mecanismo de
reaccion y comprobar de qué manera estos actuan.

e Se propone implementar el ensayo con extractos vegetales con el proposito
de medir su capacidad antioxidante, en especial de todos aquellos que son
insolubles en agua, debido a que las pruebas que actualmente se utilizan son
para extractos polares o si se quiere evaluar los no polares, forzosamente se
debe utilizar un cosolvente.

e Investigar si los extractos no polares son compatibles con el ensayo
propuesto.

e Esta investigacion esta dirigida a propuestas de interés biologico,
farmacoldgico y toxicolégico para comprobar las diferentes propiedades que
los aceites esenciales empleados en este ensayo tienen o se presume que
estan presentes.
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Fotografia 8. Ajenjo. Artemisia absinthium L
Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 9. Anis estrella. lllicium verum Hooker.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 10.Canela. Cinnamomum zeylanicum Nees

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES-Iztacala 2013
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Fotografia 11.Clavo. Syzygium aromaticum (L.) Merril & L.M. Perry

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 12. Comino. Cominum cyminum L.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- |ztacala 2013
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Fotografia 13. Enebro. Juniperus ssp.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 14.Epazote. Teloxys ambrosioides (L.) W.A. Weber.

Foto Tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 15. Eucalipto. Eucalyptus camaldulensis Dehnh

Foto tomada en el Herbario IZTA de La FES- Iztacala 2013
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Fotografia 16. Laurel. Litsea glaucescens H.B.K.

Foto Tomada En El Herbario IZTA De La FES- Iztacala 2013
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Fotografia 17. Lavanda. Lavandula dentata

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013




Fotografia 18. Nuez Moscada. Myristica fragans Houtt

Foto tomada en el Herbario IZTA de FES-Iztacala 2013
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Fotografia 19. Orégano. Lippia graveolens kunt

Foto Tomada En El Herbario IZTA de la FES-Iztacala 2013
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Fotografia 20. Pericon. Tagetes lucida Cav.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES Iztacala 2013
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Fotografia 21.Pimienta. Pimenta dioica (L.) Merril

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 22. Pirul. Schinus molle L.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 23.Poleo. Cunila lythrifolia Benth

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 24.Romero. Rosmarinus officinalis L.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 25.Ruda. Ruta chalepensis L.

Foto tomada en el Herbario IZTA De La FES- Iztacala 2013
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Fotografia 26. Semillas de cardamomo. Elettaria cardamomum (L.) Maton

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES-Iztacala 2013
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Fotografia 27.Semillas de cilantro. Coriandrum sativum L.

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 28.Té limén. Cymbopogon citratus (dc. ex Nees) Stapf

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 29.Toronja.Citrus x paradisi Macfady

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 30.Toronjil blanco. Agastache mexicana (Kunth).Lint & Epling

ssp. xolocotzi

Foto tomada en el Herbario IZTA de la FES- Iztacala 2013
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Fotografia 31.Toronjil Morado. Agastache mexicana (Kunth). Lint & Epling

Foto tomada en el Herbario IZTA de La FES- Iztacala 2013

95



UNIV NA L AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
HERBARIO IZTACALA

FESVIZTA/006/2012

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

Por este conducto me permito entregar a ustedes la identificacion taxonémica del material
botanico de respaldo del Proyecto de Tesis intitulado: *“Aceites esenciales como
inhibidores de radicales libres”, realizado en el Laboratorio de Productos Naturales de la
Seccién de Tecnologia Farmacéutica del Departamento de Ingenieria y Tecnologia de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM (Campo 1) y bajo la direccién de la
Q.F.B. Brigida del Carmen Camacho Enrigquez, Asi mismo, les informo que las plantas y
muestras de mercado han sido integradas en la Colecciéon Etnobotanica del Herbario
Iztacala con los siguientes nimeros de registro (se anexa listado).

Sin otro particular, les envio un cordial saludo.
ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Los Reyes lztagala; Méx., 6 de marzo de 2012

,r.f:. E, S
e TAC AL

Ccp: Q.F.B. Brigida del Carmen Camacho Enriquez, Presente.

Av. De lcs Barrios No. 1, Los Reyes lztacala Tlanspantla, Edo de México
C.P. 54080 A. P. 314, TelFax 5623-1378.
herbario_izta@campus iztacala.unam mx

llustracion 2. Certificado de Herbario IZTA
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
HERBARIO IZTACALA

FESI/IZTA/006/2012

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

[ NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE POPULAR i NO.
| | REGISTRO
| Artemisia absinthium L. ASTERACEAE/ “Ajenjo” | 2057 1ZTA
| COMPOSITAE (planta)
Schinus molle L. ANACARDIACEAE “Pirul” 2058 IZTA
(planta)
| Tagetes lucida Cav. ‘ ASTERACEAE/ ‘ “Pericén” [ 2059 1ZTA
COMPOSITAE (planta) |
Citrus aurantifolia (Christm.) l RUTACEAE “Limén” I 2060 IZTA
Swingle (planta) |
Agastache mexicana (Kunth.) LAMIACEAE/LABIATAE “Toronjil blanco” 2061 IZTA
Lint. & Epling ssp. xolocotzi (planta)
Eucalyptus camaldulensis MYRTACEAE “Eucalipto” 2062 IZTA
Dehnh. (planta)
Agastache mexicana (Kunth.) l LAMIACEAE/LABIATAE “Toronjil morado” | 2063 I1ZTA
Lint. & Epling (planta) |
Citrus x paradisi Macfady RUTACEAE “Toronja” 2064 IZTA
(planta)
l Citrus reticulata Blanco ] RUTACEAE “Mandarina” [ 2065 1ZTA
(planta) |
l Myristica fragans Houtt MYRISTICACEAE “Nuez moscada” [ 2066 1ZTA
(muestra de mercado) |
Coriandrum sativum L. APIACEAE/ “Semilla de cilantro” 2067 IZTA
UMBELLIFERAE (muestra de mercado)
Pimenta dioica (L.) Merrill MYRTACEAE “Pimienta” 2068 IZTA
) (muestra de mercado)
Syzygium aromaticum (L.) MYRTACEAE “Clavo” 2069 1ZTA
Merril & L.M. Perry (muestra de Mercado) {
Elettaria cardamomum (L.) ZINGEBERACEAE “Semilla de Cardamomo” 2070 IZTA
Maton (muestra de mercado)
Juniperus sp CUPRESSACEAE “Enebro” 2071 IZTA
(muestra de mercado)
Lippia graveolens Kunth VERBENACEAE “Orégano” [ 20721ZTA
(muestra de mercado) |
l ILLIACIACEAE “Anis estrella” [T20731ZTA

I Illicium verum Hooker

(muestra de mercado)

Av. De los Barrios No. 1, Los Reyes |ztacala, Tlalnepantla, Edo. de México.

C.P. 54090. A. P. 314. Tel/Fax: 5623-1378.
herbario_izta@campus.iztacala.unam.mx

llustracion 3. Certificado de Herbario IZTA
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ANEXO 2

Espectros de
espectrofotometria de
absorcion infrarroja de

los aceites esenciales
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Figura 5. Espectro de absorcién infrarroja de aceite esencial de ajenjo
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Figura 6. Espectro de absorcién infrarroja de aceite esencial de anis estrella



Figura 7. Espectro de absorcién infrarroja de aceite esencial de canela
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Figura 12. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de lavanda flor
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Figura 14. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de nuez moscada
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Figura 24. Espectro de absorcion infrarroja de aceite esencial de toronjil morado
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ANEXO 3

Resultados



Tabla 26. Fraccién molar de MMA

€cl

tiempo

18
16
14
12
10

ON BB O ®

n
experimental

1.433
1.4304
1.4285
1.4263
1.4236
1.4215
1.4193
1.4173
1.4155

1.414

| =<

106.284501
106.284501
106.284501
106.284501
106.284501
106.284501
106.284501
106.284501
106.284501
106.284501

1.053489
1.04604416
1.04061225
1.03433169
1.02663696
1.02066225
1.01441249
1.00873929
1.00364025

0.999396

n+2

4.053489
4.04604416
4.04061225
4.03433169
4.02663696
4.02066225
4.01441249
4.00873929
4.00364025

3.999396

0.25989684
0.25853503
0.25753826
0.25638241
0.25496139
0.25385426
0.25269264
0.25163504
0.25068193
0.24988673

27.6230
27.4783
27.3723
27.2495
27.0984
26.9808
26.8573
26.7449
26.6436
26.5591

X1

0.9615
0.9665
0.9703
0.9747
0.9801
0.9844
0.9889
0.9931
0.9968

1

0.0181
0.01819
0.01826
0.01834
0.01844
0.01852
0.01861
0.01869
0.01876
0.01882



Tabla 27. Fraccion molar del MMA para cada aceite esencial

Ajenjo
Anis estrella
Canela
Clavo
Comino
Enebro
Epazote
Eucalipto
Laurel
Lavanda
Lavanda flor
Nuez moscada
Orégano
Pericén
Pimienta
Pirul
Poleo
Romero
Ruda

Semilla cardamomo

Semilla cilantro
Te limén
Toronja

Toronjil blanco

Toronjil morado

144

indice de
refraccion

1.438
1.4445
1.437
1.4165
1.4355
1.44
1.4306
1421
1.4355
1.4395
1.445
1.429
1.4225
1.4355
1.4365
1.433
1.4347
1.4345
1.4395
1.4385
1.4365
1.437
1.439
1.4385
1.441

b*x

-0.0549316
-0.0551799
-0.0548934
-0.0541103
-0.0548361
-0.055008
-0.05464892
-0.0542822
-0.0548361
-0.0549889
-0.055199
-0.0545878
-0.0543395
-0.0548361
-0.0548743
-0.0547406
-0.05480554
-0.0547979
-0.0549889
-0.0549507
-0.0548743
-0.0548934
-0.0549698
-0.0549507
-0.0550462

Yy

0.0179
0.0176
0.0179
0.0187
0.0180
0.0178
0.0182
0.0185
0.0180
0.0178
0.0176
0.0182
0.0185
0.0180
0.0179
0.0181
0.0180
0.0180
0.0178
0.0178
0.0179
0.0179
0.0178
0.0178
0.0178

y*100

1.7868
1.76201
1.79066
1.86897
1.79639

1.7792

1.815108
1.85178
1.79639
1.78111

1.7601
1.82122
1.84605
1.79639
1.79257
1.80594

1.799446
1.80021
1.78111
1.78493
1.79257
1.79066
1.78302
1.78493
1.77538

%

94.9436769
93.6243358
95.1466525
99.3076514
95.4511158
94.5377258
96.4456961
98.3942614
95.4511158
94.6392136
93.522848
96.770457
98.0897981
95.4511158
95.2481403
95.9585547
95.6134963
95.6540914
94.6392136
94.8421892
95.2481403
95.1466525
94.7407014
94.8421892
94.3347503



ANEXO 4

Tablas de Munsell
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llustracién 8. Tablas de Munsell 5Y

_ 4——— VALUE ——>

-

/2 /3 /4 /6
<«——— CHROMA ———>

llustracion 9. Tablas de Munsell.

127



	Portada

	Índice

	2. Introducción
	3. Marco teórico
	4. Objetivo General   Hipótesis   
	5. Metodología
	6. Resultados y Análisis de Resultados
	7. Conclusión
	8. Prospectivas
	9. Referencia

