UTMACH

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y DE LA SALUD

CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

ESTUDIO COMPARATIVO DEL ACEITE ESENCIAL DE RUDA (Ruta
graveolens) PROVENIENTES DE 3 SECTORES DE LA PROVINCIA DE EL
ORO

MACAS ESPINOZA HEIDY LISBETH
INGENIERA QUIMICA

PEREZ NIEBLA NESTOR DAVID
INGENIERO QUIMICO

MACHALA
2022




UTMACH

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y DE LA SALUD

CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

ESTUDIO COMPARATIVO DEL ACEITE ESENCIAL DE RUDA
(Ruta graveolens) PROVENIENTES DE 3 SECTORES DE LA
PROVINCIA DE EL ORO

MACAS ESPINOZA HEIDY LISBETH
INGENIERA QUIMICA

PEREZ NIEBLA NESTOR DAVID
INGENIERO QUIMICO

MACHALA
2022



UTMACH

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y DE LA SALUD

CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

TRABAJOS EXPERIMENTALES

ESTUDIO COMPARATIVO DEL ACEITE ESENCIAL DE RUDA
(Ruta graveolens) PROVENIENTES DE 3 SECTORES DE LA
PROVINCIA DE EL ORO

MACAS ESPINOZA HEIDY LISBETH
INGENIERA QUIMICA

PEREZ NIEBLA NESTOR DAVID
INGENIERO QUIMICO

BLACIO TORO SUSANA ELIZABETH

MACHALA
2022



Estudio comparativo del aceite
esencial de Ruda (Ruta
graveolens) provenientes de 3
sectores de la Provincia de El
Oro

por Heidy Lisbeth Macas Espinoza

Fecha de entrega: 13-mar-2023 08:41a.m. (UTC-0500)

Identificador de la entrega: 2036159535

Nombre del archivo: TESIS_FINAL_Macas_Heidy_Perez_Nestor.docx (636.23K)
Total de palabras: 9195

Total de caracteres: 52213



Estudio comparativo del aceite esencial de Ruda (Ruta
graveolens) provenientes de 3 sectores de la Provincia de El

Oro

INFORME DE ORIGINALIDAD

0., Os Os Os

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET ~ PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

Excluir citas Activo Excluir coincidencias < 5%

Excluir bibliografia Activo



CLAUSULA DE CESION DE DERECHO DE PUBLICACION EN EL
REPOSITORIO DIGITAL INSTITUCIONAL

Los que suscriben, MACAS ESPINOZA HEIDY LISBETH y PEREZ NIEBLA
NESTOR DAVID, en calidad de autores del siguiente trabajo escrito titulado
ESTUDIO COMPARATIVO DEL ACEITE ESENCIAL DE RUDA (Ruta
graveolens) PROVENIENTES DE 3 SECTORES DE LA PROVINCIA DE EL
ORO, otorgan a la Universidad Técnica de Machala, de forma gratuita y no
exclusiva, los derechos de reproduccion, distribucion y comunicacion publica
de la obra, que constituye un trabajo de autoria propia, sobre la cual tienen
potestad para otorgar los derechos contenidos en esta licencia.

Los autores declaran que el contenido que se publicara es de caracter académico
y se enmarca en las dispociones definidas por la Universidad Técnica de
Machala.

Se autoriza a transformar la obra, inicamente cuando sea necesario, y a realizar
las adaptaciones pertinentes para permitir su preservacion, distribucién y
publicacién en el Repositorio Digital Institucional de la Universidad Técnica de
Machala.

Los autores como garantes de la autoria de la obra y en relacién a la misma,
declaran que la universidad se encuentra libre de todo tipo de responsabilidad
sobre el contenido de la obra y que asumen la responsabilidad frente a
cualquier reclamo o demanda por parte de terceros de manera exclusiva.

Aceptando esta licencia, se cede a la Universidad Técnica de Machala el derecho
exclusivo de archivar, reproducir, convertir, comunicar y/o distribuir la obra
mundialmente en formato electrénico y digital a través de su Repositorio
Digital Institucional, siempre y cuando no se lo haga para obtener beneficio
econdmico.

MACAS ESPINOZA HEIDY LISBETH "PEREZ NIEBLA NESTOR DAVID
0707012274 0706648060




DEDICATORIA

A mi madre, Fanny Espinoza, quien ha sido el pilar fundamental para la realizacién de
este trabajo de investigacidn, por su motivacion constante en todo momento, y sobre

todo por su amor incondicional.

A mi hermana, Jaquelin Macas, quien estuvo a mi lado siempre brindandome su

inmenso amor.

A mi novio, Psic. Clin. Alex Mendoza, por su infinito amor y paciencia, por creer en mi 'y

sus palabras de aliento.

Heidy Lisbeth Macas Espinoza

A Dios, quien me ha guiado siempre por el buen camino, por haberme dado fuerza,

salud y valor para no desmayar en los momentos dificiles y lograr culminar mi carrera.

A mis padres Teodoro y Jacinta, por su apoyo incondicional en el transcurso de mi vida,

por su confianza, sus consejos, su compresion y su amor infinito en todo momento.

A Ericka Ordofiez, quien siempre estuvo a milado con un gesto de apoyo y de felicitacion

siendo fuente de inspiracion para no declinar y continuar.

A los docentes, quienes estuvieron presentes durante todo este camino de preparacion

universitaria.

Nestor David Perez Niebla



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por la salud y vida que me ha dado, ademas de otorgarme una gran familia, los

mismos que siempre han creido en mi.

A la Universidad Técnica de Machala, por ofrecer excelentes maestros, quienes han

sido guia en este maravilloso templo del saber.

A Ing. James Calva, por la realizacién de los andlisis, sin su ayuda no habria sido posible

la realizacion de esta investigacion.

A mi tutora, Dra. Susana Blacio, por orientarme con sus conocimientos para la
realizacion de este trabajo de investigacion, sin su ensefianza y comprension no habria

sido posible la culminacién de este trabajo.

Heidy Lisbeth Macas Espinoza

Mi infinito agradecimiento a Dios, por haber estado conmigo a cada paso que doy, por
llenarme de bendiciones y oportunidades para que no deje de luchar por mis suefios y

lograr culminar mi carrera universitaria.

Agradezco a la Universidad Técnica de Machala quien me abri6 las puertas para poder

superarme y crecer profesionalmente.

A mi tutora Dr. Susana Blacio, por haberme transmitido todos sus conocimientos
profesionales, por su paciencia y compresion en el transcurso de mi formacién

académica.

Nestor David Perez Niebla



RESUMEN

La ruda (Ruta graveolens) es una planta aromatica originaria de Europa, crece entre
1500 a 3000 m.s.n.m., pero con el transcurso del tiempo se ha introducido en Ecuador,
y es considerada una de las familias mas reconocidas por su gran variedad de
propiedades medicinales. Esta especie se encuentra en zonas templadas y
subtropicales, por ende, puede ser localizada en las provincias de Azuay, Bolivar, El
Oro, Pichincha y Tungurahua. Las muestras fueron recolectadas en 3 sectores de la
Provincia de El Oro siendo estas Chilla, Pifias y Arenillas. El aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) fue obtenido por el método de destilacién por arrastre de vapor a
escala piloto, mientras que la caracterizacién quimica se determiné en el cromatégrafo
de gases de la serie Agilent 6890N acoplado a un espectrémetro de masas Agilent de
la serie 5973 inert; el cual dispone de un sistema de datos “software MSD-Chemstation
D.01.00 SP1”. De las muestras provenientes de Chilla, Pifias y Arenillas, se obtuvieron
18, 13y 12 componentes, respectivamente; de los cuales se identificaron 5 compuestos
que representan aproximadamente el 87,25 % del aceite. Los componentes mayoritarios
fueron 2-Undecanone, 2-Nonanone, Cis-Verbenol, 2-Decanone, Hexyl (2E)-butanoate.
El rendimiento promedio corresponde al 0,0760 %, mientras que la densidad relativa
promedio fue de 0,8386 g/mL y un indice de refraccion promedio de 1,4897, los mismos
que establecen la calidad y pureza del aceite esencial. Se concluye que, la composicion
quimica del aceite esencial varia tanto en los compuestos quimicos como en la

concentracion de los mismos.

PALABRAS CLAVES: Ruta graveolens, aceite esencial, composicion quimica,

rendimiento, densidad relativa e indice de refraccion.



ABSTRACT

Ruda (Ruta graveolens) is an aromatic plant native to Europe, grows between 1500 and
3000 m.s.n.m., over time has been introduced in Ecuador, and is considered one of the
most recognized families for its wide variety of medicinal properties. This species is found
in temperate and subtropical zones, therefore, it can be located in the provinces of
Azuay, Bolivar, El Oro, Pichincha and Tungurahua. The samples were collected in 3
sectors of the Province of El Oro being these Chilla, Pifias and Arenillas. Ruda essential
oil (Ruta graveolens) was obtained by the pilot scale steam distillation method, while the
chemical characterization was determined in the gas chromatograph of the Agilent
6890N series coupled to an inert 5973 series Agilent mass spectrometer; which has a
data system "software MSD-Chemstation D.01.00 SP1". Of the samples from Chilla,
Pifias and Arenillas, 18, 13 and 12 components were obtained, respectively; of which 5
compounds representing approximately 87.25% of the oil were identified. The major
components were 2-Undecanone, 2-Nonanone, Cis-Verbenol, 2-Decanone, Hexyl (2E)-
butanoate. The average yield corresponds to 0.0760 %, while the average relative
density was 0.8386 g/mL and an average refractive index of 1.4897, which establish the
quality and purity of the essential oil. It is concluded that the chemical composition of the

essential oil varies both in the chemical compounds and in their concentration.

KEY WORDS: Ruta graveolens, essential oil, chemical composition, yield, relative

density and refractive index.
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INTRODUCCION

A lo largo del tiempo las plantas han sido muy utiles para el hombre, aparte de ser una
fuente de alimento también han sido empleadas en la medicina tradicional para tratar
algunas enfermedades y obtener productos de gran beneficio, de tal manera que el
desarrollo tecnoldgico ha favorecido la utilizacion de estos recursos al permitir el
aprovechamiento de las propiedades medicinales.! En la actualidad el uso de estos
productos naturales se ha convertido en tendencia, razén por la cual ha sido factible
implementar tecnologias mas especificas que permitan su desarrollo, tanto en las

industrias alimenticias, como en las farmacoldgicas, en la perfumeria y otras.

Dentro de la flora que contiene la provincia de El Oro ya sea en la parte alta como en la
parte baja, se encuentran gran cantidad de plantas aromaticas como ruda (Ruta
graveolens) que es muy utilizada en la medicina tradicional desde tiempos remotos. La
importancia de esta planta se debe a sus propiedades aromaticas, agroquimicas y
medicinales, ya que esta constituida aproximadamente por mas de 120 compuestos
quimicos, principalmente por alcaloides, cumarinas, aceites esenciales, flavonoides y
las fluoroquinolonas, por ello ha sido ampliamente utilizada para el tratamiento de
trastornos que incluyen procesos infecciosos e inflamatorios como el dolor de oido, la
faringitis, la rinitis, las neuralgias; y por su uso para la hipertension, patologias

digestivas, musculares (dolores reumaticos), abortivo e incluso contra tumoral.?3

Sin embargo, su aceite esencial tiene gran aplicacién por lo que en muchas ocasiones
suele ser empleado por la variedad de propiedades que posee, las cuales son
antifingicas, antiinflamatorias, antioxidante, antimicrobiana, antiparasitaria, fitotoxicas,
herbicida, larvicida, entre otras.* Por lo tanto, segln estudios el aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) ha sido investigado para dar soluciones a problemas relacionados a

la resistencia de varios microorganismos que ocasionan afecciones a la salud.®

Dado lo mencionado, se pretende estudiar la variacién de la composicién quimica del
aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) extraido de tres sectores de la provincia de
El Oro, ya que segun investigaciones realizadas se ha demostrado que existen
variaciones significativas en su composicion por factores externos como las condiciones
de cultivo y las condiciones ambientales (suelo, clima, luz, temperatura, enzimas, y la

modificacién de los componentes de las plantas).®

14



Para su extraccion se recurrira al método de destilacién por arrastre de vapor, mientras
que para su caracterizacion a la cromatografia de gases acoplado a masas; de tal
manera que sea posible la extraccién del aceite esencial para llevar a cabo el analisis

de su composicion quimica.

El estudio del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) permitira obtener informacién
sobre su perfil quimico cualitativo y cuantitativo, y de la misma manera comprobar la
influencia que tienen los factores externos (como la ubicacién geogréfica y la época de
recolecciéon, el método de cultivo, las condiciones geobotanicas, la genética de la
especie, el manejo y el almacenamiento de la materia vegetal, el nivel de estrés, los
métodos de procesamiento y los protocolos de extraccion ”°) en el rendimiento y en sus

propiedades fisicas como la densidad relativa y el indice de refraccion.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Extraer el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) de 3 sectores de la provincia de El
Oro empleando el método de destilacion por arrastre de vapor y caracterizar su
composicion quimica mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas (GC.MS) con la finalidad de analizar su variacion.

Objetivos Especificos

= Extraer el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) empleando el método de

destilacién por arrastre de vapor.

= Caracterizar el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC.MS).

= Comparar la composicion quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

obtenido de los 3 sectores de la Provincia de El Oro.

16



1. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

A lo largo del tiempo las plantas han sido muy utiles para el hombre, aparte de ser una
fuente de alimento también han sido empleadas en la medicina tradicional por su uso
contra varias enfermedades. Se cree que existen aproximadamente 35000 especies
vegetales, de las cuales la poblacion mundial utiliza el 80% como medicina alternativa
en la cura de dolencias.'® Razon por la cual los conocimientos ancestrales con el pasar
del tiempo han convertido esta medicina en una opcién para tratamientos que se han

mantenido hasta la actualidad.®

Las plantas aromaticas han sido de gran interés en los distintos ambitos desde su uso
medicinal hasta sus aplicaciones a nivel industrial, esto se debe a las caracteristicas y
propiedades que poseen estas especies. Su amplia variedad en la industria

homeopatica, de fitoterapia y/o de fitofarmacos.*12

No obstante, Ecuador es un pais mega diverso en flora y fauna por lo que se estima que
hay aproximadamente 500 especies de gran interés, de modo que 228 son las de mayor
frecuencia, mientras que 125 son empleadas para la comercializacion, distribuyéndose
como producto en estado fresco y seco, como extracto pulverizado o como aceites
esenciales, siendo los principales paises de aplicacion Alemania, Estados Unidos,
Holanda, Italia y Francia.'?> Su importancia radica en que las plantas aromaticas
desempefian un papel fundamental en la mayoria de los paises de América Latina, por
su valor folclérico, gastrondmico y curativo, por ende, sus aportaciones en la medicina

tradicional.l?

La ruda (Ruta graveolens) es una planta aromatica originaria de Europa, que se ha
adaptado a diferentes ecosistemas y a diversas partes del mundo, por lo que es
considerada una de las plantas aromaticas mas utilizada por sus propiedades
medicinales y por sus propiedades antifungicas, antiinflamatorias, antioxidante,
antiparasitarias, antirreumaticas, antimicrobiana, fitotoxicas, herbicida, larvicida, entre

otras.13
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Por ello, es de gran importancia estudiar el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)
ya que se ha observado variaciones significativas tanto en el rendimiento del aceite
esencial como en su perfil quimico cuantitativo y cualitativo, debido a las diferencias por
los origenes geograficos, los tiempos de recoleccion (etapas de floracion y posfloracion),
las condiciones climaticas, las variaciones estacionales, los métodos de procesamiento,

el nivel de estrés y los protocolos de extraccion.*

1.2 Aceite esencial

Los aceites esenciales son sustancias volatiles de origen vegetal que poseen una
combinacién compleja de compuestos organicos tanto de caracter volatii como

aromatico de mas de 100 componentes quimicos.

Se caracterizan por dos o tres constituyentes principales que pueden ser desde 20 hasta
el 70% de la cantidad total de los componentes, mientras que el resto de compuestos
pueden estar presentes como elementos traza.'® Generalmente son producidos por los
organos de las plantas como el fruto, la raiz, las flores, las hojas y la cascara de los

frutos.®

Son mezclas complejas que estan constituidas principalmente por hidrocarburos de la
serie polimetilénica, correspondientes al grupo mono y sesquiterpenos, unido a otros
compuestos oxigenados.!” Basicamente estan formadas en mayor cantidad por
terpenos, terpenoides y otras moléculas con anillo aroméatico como cetonas, alcoholes,
éteres, aldehidos, ésteres, fenilpropanoides y compuestos fendlicos, entre otros; los

cuales tienen un papel fundamental en el efecto biolégico de los aceites esenciales.'®16

La composicién quimica de los aceites esenciales puede verse afectada por ciertos
factores como las variaciones fisiolégicas, las condiciones ambientales, variaciones
geograficas, factores genéticos y de evolucion.'® Por ello, es importante considerar que
las caracteristicas quimicas que son especificas de los aceites esenciales tienden a
variar de acuerdo a la zona de cultivo (condiciones de cultivo) y las condiciones
ambientales (suelo, clima, luz, temperatura, contenido de enzimas, y la modificacion de

componentes de las plantas).'®1°

Estas sustancias son utilizadas frecuentemente como digestivos, expectorantes,
diuréticos y antinflamatorios. Sin embargo, también son empleados en la industria de la

perfumeria y en la preparacion de determinados tipos de alimentos y bebidas.!’
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Entre las posibles aplicaciones de los aceites esenciales estudiados esta su uso en
alimentos como preservantes y aromatizantes, como fuente de colorantes (para
alimentos, cosméticos, textiles), en productos de limpieza, en el area de cosméticos, en
el &rea de aromaterapia como recurso terapéutico, en productos farmacéuticos por su
efecto antimicrobiano para el tratamiento de diversas enfermedades que pueden ser

infecciosas.161°

Otras aplicaciones de los aceites esenciales incluyen ciertas actividades
antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, citotoxicas, insecticidas, repelentes de
insectos, herbicidas, larvicidas, antihelminticas, antitumoral, fitotbxicas y poseen

actividad in vitro anticancerigena y efectos ovicidas.?

1.2.1 Caracteristicas del aceite esencial. Los aceites esenciales se distinguen por ser
sustancias volatiles que tienen elevados puntos de ebullicion, son liquidos a temperatura
ambiente y tienden a ser insolubles en agua, pero solubles en alcohol y disolventes
organicos. También presentan actividad éptica e indice de refraccién alto por lo que

desvian la luz polarizada.*

No obstante, son sustancias de baja masa molecular y lipofilicas, que son termolabiles

y se oxidan e hidrolizan faciimente en dependencia de su estructura.??

Ademdas son altamente sensibles a la degradacion fisica y quimica, de tal manera que
pueden descomponerse facilmente por la exposicién directa al calor, el oxigeno, la

humedad y la luz, limitando su aplicacion biolégica.®

1.3 Ruda (Ruta graveolens)

La ruda (Ruta graveolens) es una planta aromatica originaria de Europa. En la
actualidad, esta planta se ha adaptado a distintos ecosistemas y a diferentes partes del
mundo; como es el caso del continente americano, en donde se ha encontrado esta
especie en paises como Canada, Estados Unidos, Bolivia, Ecuador, Perd, Colombia,

México.13
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Cabe mencionar que es una especie que ha logrado introducirse en Ecuador, y es
considerada una de las familias mas importantes en la regién sierra, localizandose con
una altura de 1500 a 3000 m.s.n.m.; por ende, puede ser localizada en las provincias

de El Oro, Bolivar, Pichincha, Azuay y Tungurahua.*?

En la llustracién 1, se muestra la planta aromatica de ruda (Ruta graveolens).

llustracion 1. Ruda (Ruta graveolens)

Fuente: Zayas-Pinedo et al, 2014.%

Esta especie puede ser cultivada en diferentes condiciones agronémicas como en
huertos, macetas o en jardines familiares. Por ello, es considerada de amplia trayectoria
y credenciales como planta medicinal siendo muy utilizada en la medicina tradicional,
pero en algunos lugares es empleada como planta ornamental que ayuda a repeler

insectos que perjudican a los cultivos, entre otros usos.'?

Ademas, esta planta puede ser sembrada y propagada en amplia gama, tanto en areas
abiertas como en sistemas agroforestales, y por su estructura vegetal es posible
cosecharla de manera continua sin afectar su cultivo, por ello se garantiza su
disponibilidad.?*

Dentro de la composicién varios autores coinciden que la especie de ruda (Ruta
graveolens) posee diversos principios activos, como: aceite esencial, alcaloides,
taninos, flavonoides, vitamina C, gomas, quinolonas, esteres y furoguinolonas.?® En la

Tabla 1, se muestra la composicion quimica de esta especie.
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Tabla 1. Composicion quimica de ruda (Ruta graveolens)

Composicion

Compuestos quimicos

Aceite esencial
(0,1-0,6%):

Alcaloides (0,4-
1,4) y
compuesto

furoquinolicos:
Flavonoides:
Alcoholes:
Hidrocarburos:

Otros:

Lo componen esteres (acetatos de 2.nonilo y 2.undeiclo,etc);
metilononil, metilheptilcetona; monoterpenos (a y p-pineno,
limoneno), cetonas alifaticas (metilnonilcetona en una proporcién
del 90%), alcoholes (2-undecanol), cumarinas y furanocumarinas
(0,15-0,70%).

Arborinina, arborotina, rutamina, graveolina, graveolinina, 6-
metoxidictamina, furoquinolina, T-fagarina, gammafagarina,
kokusaginina, skimianina, cocusaginina, rutacridona,

metilacridona, dictamnina, isogravacridonclorina (furanocridona)
Rutina (1-2%), quercetina

Metil-etil-carbinol

Pinene y limeneno

Resina, goma, acido ascoérbico, acido malico, taninos, lignanos
(raiz), sustancias amargas, glucésidos solubles en agua (-sinapoil-
6-feruloilsucrosa, metilcnidiésido, metilpicraquasiésido A, 3', 6'-
disinapoilsucrosa, cnidiésido A, picraquasiésido A, etc),
naftoherniarina, suberona e isorutarina, xantoxina, rutamarina e

isopimpenelina

Fuente: Raman Alvarado, 2020.13

1.3.1 Taxonomia. Segun Aranibar %, la ruda (Ruta graveolens) es parte de la familia de

las Rutaceae, la misma que abarca aproximadamente 160 géneros que han sido

descubiertos a lo largo de la historia y mas de 1600 especies. La familia Rutaceae se

encuentra en regiones templadas y subtropicales, facilitando sus formas de

reproduccion y diseminacion.

A continuacion, en la Tabla 2. se presenta la clasificacion taxonémica de ruda (Ruta

graveolens).
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Tabla 2. Clasificacion Taxondmica de ruda (Ruta graveolens)

Ruda (Ruta graveolens)

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Subfamilia Rutoideae
Género Ruta
Especie R. graveolens
Nombre binomial Ruta graveolens L.

Fuente: Aranibar, 2015.%°

La planta cominmente se la conoce como: ruda armaga, ruda de jardin, ruda de olor

pesado, ruda de gallinazo, entre otros.

1.3.2 Descripcion Botédnica. La ruda (Ruta graveolens) es por naturaleza un arbusto
perenne que puede ser de 0,50 cm a 1 m de altura, de tallos poco ramificados, pero de
consistencia dura y permanente.®® El color de las hojas suele ser verde azulado, pero
depende de las condiciones climéticas y de cultivo, asi como de la zona en la que se

encuentre.!®

En etapa de floracién, las flores presentan un tono amarillo intenso, que indica la
formacién de un fruto en forma de capsula redonda. Ademas, esta especie es conocida

por su aroma fuerte y sabor amargo.*?

1.3.3 Usos de ruda (Ruta graveolens). La ruda (Ruta graveolens) tiene muchos
beneficios medicinales como analgésico para dolores ocasionados por el periodo y la

fiebre, asi como para inflamaciones, luxaciones y amenorrea, entre otras.*°
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Segun Aranibar %, la importancia de esta especie se debe a las propiedades que
presenta, por ello es utilizada para calmar los nervios, ciertas molestias digestivas, los
dolores de cabeza, para el tratamiento de varices y problemas de circulacion, incluso
para eliminar lombrices. Como uso externo, es utilizada para tratar el vitiligo, el
reumatismo, el dolor de oido, los calambres, la ciatica, los golpes, la gota y la vista

cansada.

En el ambito agricola, el extracto de ruda (Ruta graveolens) es aprovechado como
insecticida natural para el manejo de plagas que involucren insectos tronzadores,

hormigas, saltamontes y pulgones.?®

La especie de ruda (Ruta graveolens) tiene algunas aplicaciones para el desarrollo de
distintas clases de productos naturales que cumplen con ciertas funciones biolégicas
como actividades depresivas, antioxidantes, fitotdxicas, antifungicas, estomacales,
digestivas, vermifugas, emenagogas. Sin embargo, entre sus principales usos esté la
infusiéon de esta especie que ayuda en el alivio de célicos menstruales por su efecto

antiespasmadico.®

Otro de sus usos es como recubrimiento comestible de quitosano con agregados de
aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) para obtener emulsiones estables, de baja
viscosidad y de facil aplicacion sobre la superficie de las guayabas, permitiendo una

reduccion en el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides en la fruta.?

Cabe recalcar que, la especie de ruda (Ruta graveolens) posee la mayor actividad
antibacteriana y antifingica en contra S. aureos y P. ochrochloron, asi como la actividad
antiproliferativas y necréticas mas altas contra Hela MCF-7 Y Jurkat y la actividad
anticancerigena. Estos estudios se confirmaron mediante el aumento de las actividades
de las enzimas caspasa-3 y -7 en las células cancerosas tratas aplicadas con mezcla

de algas marinas.?’

1.3.4 Toxicidad de ruda (Ruta graveolens). La ruda (Ruta graveolens) tiene efectos
téxicos sobre embriones, ya que genera anormalidades y disminuye la vitalidad de los
mismos, esto se debe a que en su composicién presenta un grupo de alcaloides y

cumarinas.®
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En algunos estudios se menciona que la planta aromatica de ruda (Ruta graveolens)
tiene efectos toxicos en organismos invertebrados acuaticos y los vertebrados, y afectar
a la salud humana. Como es el caso del pez cebra, donde la ruda (Ruta graveolens)
afecta negativamente los niveles de hormonas claves involucrados en la reproduccion,

interrumpiendo la produccién de huevos vy la fertilizacion.?®

También se menciona que la especie de ruda (Ruta graveolens) produce alteraciones
durante el desarrollo embrionario de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster)
provocando malformaciones, por tal motivo se establece que existe alta probabilidad de

ocasionar efectos teratogénicos en otras especies como el ser humano.®

1.4 Aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

El aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) es de vital importancia, dado que posee
una amplia gama de propiedades como antifingicas, antiinflamatorias, antioxidante,

antimicrobiana, antiparasitaria, fitotoxicas, herbicida, larvicida, entre otras.*

De acuerdo a estudios realizados, su importancia radica en que el aceite esencial de
ruda (Ruta graveolens) posee potencial farmacolégico contra microorganismos
patégenos, por lo que puede ser aprovechado para obtener compuestos bioactivos de

gran interés para la poblacion.?®

1.4.1 Composicion quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens). Segun Nahar
et al 4, el aceite esencial de la especie de ruda (Ruta graveolens) en su composicion
guimica contiene mayoritariamente las cetonas alifaticas de cadena larga, por ejemplo

2-undecanona, 2-nonanona, 2-dodecanona y 2-decanona.

A continuacion, en la llustracién 2, se presentan las principales cetonas alifaticas del

aceite esencial de ruda (Ruta graveolens).
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llustracion 2. Principales cetonas alifaticas de cadena larga en el aceite esencial

de ruda (Ruta graveolens)

\n/\/\/\/\\n/\/\/\/\/\

O @]
2-Decanono 2-dodecanona
0] 0]
2-nonanona 2-Undecanono

Fuente: Nahar et al, 2021.*

Sin embargo, las investigaciones realizadas referente al analisis de la composicién del
aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) sostienen que esto puede variar
significativamente por el estrés producido por la sequia, afectando directamente en la
acumulacién de isoprenoides en las plantas al estar en condiciones no estresadas y

estresadas.303!

La actividad antibacteriana de ruda (Ruta graveolens) se debe a los terpenos, los cuales
han sido identificados como pineno, limoneno, 1,8-cineole presentes en el aceite

esencial, de modo que tienen un efecto inhibidor contra E. coli.>®

Otra de las propiedades que posee la especie de ruda (Ruta graveolens) es su actividad
antifungica frente a Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria solani, Sclerotium rolfsii,
Aspergillus sp, Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Phomopsis sp., Colletotrichum
acutatum, Sclerotinia sclerotiorum, debido a la presencia de ciertos metabolitos
secundarios que pueden ser flavonoides, alcaloides, cumarinas y furanocumarinas que

estan presentes en el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens).?

1.4.2 Propiedades del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens). El aceite esencial de

ruda (Ruta graveolens) posee una amplia gama de propiedades que son de gran interés.

Las propiedades del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) se presentan a

continuacion:
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1.4.2.1 Actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana de ruda (Ruta graveolens)
surge por la presencia de las cetonas alifaticas como 2-undecanona, 2-undecanol y sus
derivados, que estan contenidas en su aceite esencial. Estas cetonas poseen niveles
débiles a moderados de propiedades antibacterianas y antifingicas en comparacion a
los antibitticos estandares, siendo de interés para la prevencion de la descomposicién

de frutas y verduras.*

Segun Nahar et al 4, se han realizado estudios in vitro donde se ha demostrado que las
cetonas alifaticas le confieren propiedades antimicrobianas al aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) contra especies bacterianas como Bacillus subtilisy, Escherichia coli,

y contra hongos como Aspergillus niger y Candida micoderma.

El mismo autor también menciona que al aislar el 2-isopropil-5-metilfenol del aceite
esencial de ruda (Ruta graveolens) ha presentado potencial antibacteriano frente a
bacterias Gram-positivas como Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Yy
Staphylococcus, y Gram-negativas como Salmonella enterica, Salmonella typhimurium,

y Shigella sonnei.

1.4.2.2 Actividad antibacterial. El aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) posee
niveles bajos y moderados de actividad antibacteriana contra bacterias patdogenas
humanas como Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, Citrobacter freundii,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococo faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus flavus, Micrococcus
luteus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,

yestafilococo.*

Nahar et al # también menciona que existe actividad contra especies bacterianas
fitopatbgenas como Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum, y Pectobacterium
carotovorum subesp. Carotovorum, las mismas que producen enfermedades
caracteristicas en las plantas como la pudricibn blanda, la marchitez y el

ennegrecimiento en los cultivos y en plantas ornamentales.*
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1.4.2.3 Actividad antifingica. El aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) es activo
contra varias especies de hongos comunes como Alternaria alternata, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Candida albicans, y Fusarium oxyxporum. Dentro de la
especie Candida se presentdé un alto potencial antifingico contra C. albicans, C.
parapsilopsis, C. glabrata, y C. tropicalis, y para los hongos fitopatégenos como Bipolaris
oryzae, Gerlachia oryzae y Esclerotinia esclerotiorum que causan el moho blanco en las

plantas.*3

Cabe recalcar que el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) también mostro actividad
antifingica contra Melassezia furfur, que es la responsable de enfermedades en la piel

y afecciones dermatolégicas.*

1.4.2.4 Actividad antioxidante. Los antioxidantes son compuestos sintéticos (p. €j., BHT
(hidroxitolueno butilado), BHA (hidroxianisol butilado) y galato de propilo) o naturales (p.
ej., caroteno, acido ascoérbico, quercetina y resveratrol), que pueden mitigar el estrés
oxidativo en virtud de su efecto de radicales libres, por lo que pueden ser utilizados para
tratar varias enfermedades cronicas y graves como la diabetes, el cancer, las

enfermedades cardiovasculares y otras.*

Es importante considerar que el mismo autor menciona que no se ha evaluado cuales
son los componentes del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) que podrian ser
responsables de la actividad antioxidante. Por lo tanto, se asume que la actividad de
eliminacion de radicales es uno de los varios mecanismos (ensayos de antioxidantes
como ensayo de capacidad reductora, ensayo de blanqueo, eliminacion de otros
radicales, ensayos enzimaticos, etc.), que puede ser empleado para determinar su
capacidad antioxidante, asi mismo se estima que las altas concentraciones de acetato

de linalilo presentes en los aceites esenciales podria conferir esta propiedad.

1.4.2.5 Actividad antiinflamatoria. La actividad antiinflamatoria del aceite esencial de
ruda (Ruta graveolens) no se ha estudiado adecuadamente hasta la fecha, pero se
asume que la actividad antiinflamatoria de este aceite esencial podria estar determinada
por la inhibicion de mediadores de la inflamacion como la serotonina, la prostaglandina
y la histamina. Por lo que pueden ser aplicados en el manejo de enfermedades

inflamatorias e inflamacién en general.*
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1.4.2.6 Actividad antiparasitaria. Los parasitos son organismos que viven y se alimentan
de otro ser vivo y con mayor frecuencia causan dafio al organismo huésped. Segun
estudios realizados se ha demostrado que el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

es un agente antiparasitario como medicamento antihelmintico.*

El aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) fue eficaz para el control de Varroa (acaro)
infestacion en abeja. De tal manera que se determiné que el aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) podria afectar significativamente los niveles de mortalidad de los
acaros y la tasa de infestacion de acaros, y podria reducir la tasa de mortalidad de las

crias de abejas en un 83,3 %.4

Ademads, se determind que existe actividad antiprotozoaria al aislar la furanocumarina
3-prenilada del extracto metandlico contra el parasito Entamoeba histolytica, que es la
principal causa de amebiasis en humanos.* Del mismo modo el aceite esencial rico en

2-undecanona es efectivo contra L. infantumiy L. mayor.

1.4.2.7 Actividad citotéxica. Existen informes sobre estudios que analizan el potencial
de los aceites esenciales de ruda (Ruta graveolens) como agentes citotoxicos contra las
células cancerosas, ya que el cancer es una de las principales causas de mortalidad y

morbilidad humana.*

Su actividad citotéxica se debe a la presencia de cetonas alifaticas como 2-
undecanonca, 2-nonanona gue son componentes mayoritarios del aceite esencial de
ruda (Ruta graveolens); los mismos que actian frente a varias lineas celulares
humanas, por ejemplo, MCF-7, HelLa (cancer de cuello uterino Henrietta Lacks), Jurkat
(linfocito T), T24 (carcinoma de células de transicion), HF-19 (fibroblastos de pulmon

fetal humano) y HEK-293 (rifién embrionario humano).*

1.4.2.8 Actividad herbicida. Los herbicidas son compuestos o extractos que pueden
matar hierbas (plantas) o impedir su crecimiento. Es asi como, el aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) inhibe el crecimiento de las raices peludas de Solanum tuberosum, y
la germinacion y crecimiento radicular de Raphanus sativas, también inhibe la
germinacion y el desarrollo primario de Eragrostis plana, que es conocida como una

planta invasora (plaga).*
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De la misma manera, afecta las germinaciones de semillas y crecimiento de tres
especies de malas hierbas bien conocidas en tierras cultivadas como Amaranthus

retroflexus L., Convolvulus arvensis L., y Rumex crispus L.*

1.4.2.9 Actividad insecticida. La actividad insecticida del aceite esencial de ruda (Ruta
graveolens) surge por la presencia de la cetona alifatica (2-undecanona) y al compuesto
aislado 2-isopropil-5-metilfenol. Los mismos que determinaron su toxicidad frente a los
fumigantes; asi como la toxicidad por contacto contra las plagas de alimentos
almacenados (Coleoptera insectos), por ejemplo, Lasioderma serricorne, Sitophilus

zeamais, y S. oryzae; y contra Ectomyelois ceratoniae y E. kuehniella.*

1.4.2.10 Actividad repelente de insectos. El aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

determiné su capacidad repelente contra especies de mosquitos como Aedes aegypti.*

En otros estudios se examiné la actividad repelente de insectos del aceite esencial de
ruda (Ruta graveolens) contra la garrapata Cayena Amblyomma cajennense (Acari:

Ixodidae) ninfas.*

1.4.2.11 Actividad larvicida. Los principales compuestos del aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens), como 2-undecanona y 2-nonanona le confieren cierta actividad

larvaria contra las larvas neonatas de la carpocapsa (Lepidoptera: Tortricidae).®®

Por lo tanto, existe una alta propiedad repelente contra larvas de polilla de la manzana,
larvas de tercer estadio de Aedes aegypti y larvas de tercer estadio de Culex

quinquefasciatus.*

1.4.2.12 Actividad nematocida y antihelmintica. Los nematodos son gusanos parasitos
de diferentes tipos que viven en animales, humanos, insectos y plantas. Ante esto, el
aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) ha sido empleado a modo de agentes
nematocidas y antihelminticos, debido a la presencia de cetonas alifaticas como 2-
undecanona, 2-dodecanona, 2-decanona y 2-nonanona que son los principales

compuestos de este aceite esencial. 436
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El mismo autor sostiene que la actividad nematocida del aceite esencial de ruda (Ruta
graveolens) es alta contra nematodos juveniles de Meloidogyne incognita y Meloidogyne
chitwoodi (nematodo agallador) reduciendo significativamente la multiplicacion de
nematodos y la formacion de agallas en las raices, ya que son los responsables de

danos en los cultivos de papa y tomate.

El aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) también fue activo contra la especie
Bursaphelenchus xylophilus, que es el nematodo causante del marchitamiento del pino

gue es comun en los bosques.*

1.5 Método de extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales son extraidos por medio de varios métodos convencionales como
la destilacion por arrastre de vapor o la hidrodestilacién (HD); sin embargo, existen otros
métodos como la radiaciébn por microondas y la extraccion con fluidos supercriticos
(EFS) que utiliza el diéxido de carbono.’® Cabe mencionar que, el costo de estos
procesos de extraccion es econdémico y ventajoso en términos de tiempo y energia, por
lo tanto, son considerados los métodos mas utilizados para realizar la extraccion de
aceites esenciales a partir de plantas, debido a su eficiencia y por evitar el uso de

solventes organicos que sean nocivos.®

Cabe recalcar que el uso de estas técnicas permite la obtencién de informacion
cualitativa y cuantitativa requerida para el perfil quimico y el control de calidad de los

aceites esenciales.*

1.5.1 Hidrodestilacion o Destilacion por arrastre de vapor. La destilacién por arrastre de
vapor de agua es el método mas utilizado para obtener aceites esenciales a partir de la

vaporizacion de los compuestos volatiles de la materia vegetal.?!

El proceso consiste en pasar un flujo de vapor a través de la materia prima arrastrando
los aceites esenciales. De modo que, los vapores se enfrian y se condensan dejando el
destilado liquido formado por dos fases inmiscibles, una acuosa y otra organica, que es
el aceite esencial. Posteriormente, se tiende a separar el destilado por decantacion,

gracias a la diferencia de las densidades existentes entre ambas fases.?
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De acuerdo a estudios existen tres tipos de destilacion: hidrodestilacion, destilacion con
agua y vapor, y destilacién en corriente de vapor. Los mismos se diferencian por la

distribucion de la materia vegetal y la zona de produccién del vapor de agua.?*

1.5.2 Extraccion con fluidos supercriticos (EFS). Es uno de los métodos mas reciente,
en donde la materia prima se coloca en la camara de acero inoxidable, haciéndose
circular una muestra de un fluido supercritico (biéxido de carbono liquido). Las
sustancias son solubilizadas y arrastradas, por lo que el liquido supercritico (solvente
extractor) tiende a eliminarse por la descompresién progresiva que se genera hasta
obtener la presion y temperatura ambiente, para conseguir una esencia de gran

pureza.®

1.5.3 Radiacion por microondas. A diferencia de los otros métodos, la radiacién por
microondas presenta una extraccion rapida y completa, dado que los microondas entran
en contacto con las moléculas de agua de la materia prima, formando vapor para
arrastrar el aceite contenido en la epidermis. Cabe recalcar que el tamafio de las hojas
de la materia prima no es un factor limitante puesto que hay mayor contacto de vapor

en la superficie de la hoja.?’

Se caracteriza por ser una técnica rapida de bajo consumo energético, y de montaje de
equipo facil. Sin embargo, puede ser un método deficiente cuando los componentes son

no polares o muy volatiles.®’

1.6 Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases es una de las técnicas mas recomendables que permite
llevar a cabo el analisis cuantitativo y cualitativo de las sustancias. En este proceso los
compuestos de una muestra vaporizada se separan para ser distribuidos por una fase
movil gaseosa y una fase estacionaria que puede ser liquida o sélida, y es retenida en

una columna.®®
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En general, se emplean algunas técnicas analiticas como la cromatografia de gases —
espectrometria de masas (GC-MS) y la cromatografia de gases — deteccién de
ionizacion de llama (GC-FID), para la separacion e identificacibn de componentes
presentes en los aceites esenciales, de tal manera que proporcionan informacion
cualitativa y cuantitativa que es esencial para el perfil quimico y el control de calidad de

los mismos.*

1.6.1 Cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS). La cromatografia
de gases-masas relaciona la capacidad de separacion de la cromatografia de gases con
la sensibilidad y la capacidad selectiva del detector de masas con alta efectividad, de
esta manera es posible analizar y cuantificar los elementos trazas presentes en las
mezclas complejas. Es decir, se caracteriza basicamente por su capacidad para separar
mezclas complejas, cuantificar e identificar analitos y determinar niveles de trazas de

contaminacién organica.

1.6.2 Cromatografia de gases — deteccion de ionizacion de llama (GC-FID). Para
realizar el proceso que involucra el detector de ionizacién de llama, la muestra es
combustionada para producir iones y electrones que pueden conducir corriente

eléctrica, para permitir la interpretacion de resultados.®®

1.6.3 Columnas. Para la cromatografia de gases se emplean dos tipos de columnas,
las empacadas y las tubulares que pueden ser abiertas o capilares. En la antigiiedad,
el cronograma de columnas se ejecutaba en columnas empacadas, pero en la

actualidad se usan las columnas capilares, por ser mas eficientes y rapidas.®

Dentro de las columnas cromatografias empleadas la longitud varia de 1 m a 5 m,
mientras que las columnas capilares son hasta 100 m. Generalmente estan fabricadas

con silice fundido o acero inoxidable, y vidrio o teflén.3°

La temperatura de la columna es parametro importante que debe regularse hasta unas
décimas de grados para realizar un trabajo con mayor precision. La temperatura 6ptima
de la columna depende tanto del punto de ebullicion de la muestra como del grado de

separacion requerido.*
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1.6.3.1 Columnas tubulares abiertas. Dentro de este tipo de columna se encuentran dos
tipos basicos que son las columnas tubulares abiertas de pared revestida (WCOT) y

columnas tubulares abiertas revertidas con soporte (SCOT).*

La columna WCOT se fabrica con acero inoxidable, aluminio, cobre o plastico, en la
actualidad también se emplea vidrio. Sin embargo, las mas utilizadas son las tubulares
abiertas con pared revestida de silice fundida (FSWC), debido a que son columnas
bastantes flexibles que pueden doblarse en forma helicoidal con didmetros de varios

centimetros.®®

1.6.3.2 Columnas empacadas. Las columnas empacadas son elaboradas con tubos de
vidrio o de metal, su longitud es de 2 a 3 m y su didmetro interior es de 2 a 4 mm. Los
tubos se rellenan con un material fino y homogéneo (soporte sélido), cubierto con una

capa delgada de 0,05 a 1 um de fase estacionaria liquida.®®

1.6.3.3 Columna DB-5. Es una columna no polar, en su composicién contiene fenilo al
5%, dimetil arileno siloxano al 95%. Esta columna es ideal para compuestos
semivolatiles, compuestos halogenados, pesticidas, herbicidas, drogas, aminas,

identificacion sistematica de muestras desconocidas.*°

1.7 Rendimiento

El rendimiento (%v/w) relaciona la maxima cantidad de aceite que puede obtenerse a
partir de una especie de interés, esto va a depender del método o de la técnica de

extraccion.*4!

Entre algunos de los factores que afectan el rendimiento del aceite esencial estan: las
condiciones de cultivo y geobotanicas, época de recoleccion, lugar geografico, genética
de la planta (parte, edad y estado fenoldgico), manejo y almacenamiento del material
vegetal, el método de obtencion del aceite y por la cantidad del aceite esencial de la

planta 7,8,42,43
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1.8 Propiedades fisicas del aceite esencial

Las propiedades fisicas permiten evaluar la calidad de los aceites esenciales, entre ellas

se encuentran la densidad relativa y el indice de refraccion.®

1.8.1 Densidad Relativa. Es la relacion entre la densidad de un liquido y la densidad del
agua a una determinada temperatura. Se obtiene a partir de un picnémetro, el cual
mantiene el volumen de los liquidos y por ello es muy utilizado para determinar la

densidad de liquidos biolégicos, la salinidad, entre otros.*

1.8.2 indice de refraccién. Representa la relacion aire-sustancia, entre la velocidad de
unrayo de luz en el vacio y la velocidad de la luz a través de la sustancia. Es un método

ampliamente utilizado, ya que guarda relacion directa con la pureza del aceite esencial.*
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2. METODOLOGIA

2.1 Sujetos de analisis

A continuacion, se describen la ubicacion del estudio y la materia prima empleada para

el desarrollo experimental.

2.1.1 Ubicacion de estudio. Las muestras fueron recolectadas en tres sectores de la
provincia de El Oro: Chilla, Pifias y Arenillas (llustracion 3). La extraccion y
caracterizacion del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) fue realizada en la Planta

de Bioproductos de la Universidad Técnica Particular de Loja.

Cabe mencionar que cada sector se encuentra a diferentes altitudes y temperaturas, ya
que al aumentar la altitud la temperatura disminuye. Por consiguiente, Chilla posee una
altitud de 3906 m.s.n.m. y una temperatura promedio de 10 a 28 °C, mientras que Pifias
tiene una altitud de 1014 m.s.n.m. con una temperatura promedio de 16 a 22 °C, y

Arenillas posee una altitud de 227 m.s.n.m. con una temperatura de 18 a 30 °C.*’

llustracion 3. Puntos de recolecciéon de la especie de ruda (Ruta graveolens)

El Guabo

£

o
= t

Portovelo

Fuente: Gobierno Auténomo Descentralizado Provincial de El Oro, 2015.%®
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2.1.2 Materia Prima o Muestra. La muestra empleada para el proceso de extraccion y
caracterizacion del aceite esencial fue de ruda (Ruta graveolens), una planta aromética
de gran interés por sus propiedades medicinales y por su efecto contra
microorganismos. Para realizar el estudio experimental las muestras fueron
recolectadas de tres sectores de la provincia de El Oro: Chilla, Pifias y Arenillas. El peso

de las muestras fue de 3,45 Kg; 3,85 Kg y 4,15 Kg, respectivamente.

Por consiguiente, las muestras fueron depositadas en un saco y enviadas
inmediatamente para su extraccion, esto con el propdésito de evitar algin dafio por

factores externos como la humedad o el calor.

2.2 Materiales y métodos

En el siguiente apartado se presentan los materiales y equipos de laboratorio requeridos

para la experimentacion, asi como los métodos para su desarrollo.

2.2.1 Reactivos, materiales y equipos. A continuacion, se presentan los reactivos,
materiales y equipos empleados para la extraccion y caracterizacion del aceite esencial

de Ruta graveolens:

Cuadro 1. Materiales y Equipo de Laboratorio.

Insumos Materiales Equipos

Agua Materiales de vidrio Destilador  Arrastre
de Vapor (Escala

piloto)

Diclorometano Micropipetas y puntas Balanza Analitica

Sulfato de sodio anhidro | Frascos ambar pequefios y | Cromatdgrafo

viales acoplado a masas
Dimetilsulfoxido anhidro | Marcador Refractobmetro
Cinta

Fuente: Elaboracion Propia
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2.2.2 Métodos. En el desarrollo del trabajo de investigacién se emplearon los siguientes

métodos:

2.2.2.1 Extraccion del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens). La obtencion del aceite

esencial fue realizada por medio del método de destilacion por arrastre de vapor a

escala piloto en la Planta de Bioproductos de la Universidad Técnica Particular de Loja.

El procedimiento fue el siguiente:

La muestra fue colocada en la segunda rejilla que posee el equipo, considerando
que el espacio de la muestra debe llenar solo el 75% de la capacidad del tanque.
La tapa del tanque se cerr6 manualmente, por consiguiente, se instalaron las
mangueras de entrada y salida de agua del refrigerante en la parte del
condensador para que fluya continuamente.

La cantidad de agua a usar depende del limite permitido por el medidor de agua.
El agua cubre en su totalidad la primera rejilla o platos de campanas de barboteo
gque se encuentran en la parte inferior del tanque. Mas arriba, se encuentra la
segunda rejilla donde fue depositada la materia vegetal troceada previamente.
El equipo se expone a una fuente de calor en la parte inferior. El cual se calienta
por un tiempo de 45 minutos, después de esperar el tiempo establecido se
produce la extraccion del aceite.

El vapor generado pasa por medio de la materia vegetal, pero al salir del cuello
del cisne se enfria en el condensador, pasando a estado liquido para ser
receptado por un florentino.

Al finalizar el proceso, es recogido el aceite por una pipeta de Pasteur, para
medir su volumen y ser envasado en un vial (frasco de color ambar para evitar
la luz), al cual se le asigna una rotulacion.

Para la conservacion de las condiciones del aceite, las muestras se almacenaron

en refrigeracion entre 4 - 12°C.

Recoleccién del aceite esencial

Después de realizar la extraccién del aceite esencial se recoge el mismo en una

pipeta de Pasteur para su medicién (Volumen), luego se procede a envasar en un

frasco ambar y se rotula.
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2.2.2.2 Determinacion del rendimiento. El rendimiento del aceite esencial se realizé por
medio de la relacién entre el volumen obtenido del aceite y el peso de la muestra. Dicho
esto, se plantea la siguiente formula para la obtencién del rendimiento del aceite

esencial de ruda (Ruta graveolens):

Volumen (mL)

%R = «100 (1)

Peso (g)

Donde,
R: Rendimiento (%)
V: Volumen del aceite esencial extraido (mL)

P: Peso de la materia vegetal (g)

2.2.2.3 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Para la
caracterizaciéon del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) se utilizé el cromatégrafo
de gases de la serie Agilent 6890N acoplado a un espectrémetro de masas Agilent serie
5973 inert; que dispone de un sistema de datos “software MSD-Chemstation D.01.00
SP1”. Para esta caracterizacion se utilizé una columna capilar no polar DB-5MS.

e Preparacion de muestra

Después de la obtencion del aceite esencial se realizdé un tratamiento previo a las
muestras obtenidas para eliminar el contenido de agua que quedo al recolectar el aceite,
para ello se empled una solucién de sulfato de sodio anhidro (Na.SO.) que por sus
propiedades higroscoépicas elimina el agua, la cual actué por 30 minutos y luego se
trasvasé a otros recipientes rotulados; esto con la finalidad de evitar problemas en el

andlisis cromatografo.

La muestra se prepar6 en viales etiquetados, en estos se colocaron 990 ul de

diclorometano y 10 ul de aceite esencial para obtener una concentracién de 1% (v/v).
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Se realiz6 una inyeccién de hidrocarburos (C10-decano a C25-pentacosano), los cuales
sirven de patron para la determinacion de los indices de retencién de Kovats y la

identificacion de los componentes.

e Corrida cromatografica en la columna capilar DB-5MS acoplada a

espectrometria de masas.

Los parametros operacionales para la corrida de las muestras se encuentran a

continuacion:

Horno: Programacién de temperatura

e Temperatura inicial: 50 °C
e Temperatura final: 230 °C
e Tiempo inicial: 3 minutos

¢ Rampa: 3 °C/min

Inyector:

¢ Modo: Split

e Temperatura inicial: 250 °C
e Volumen de inyeccion: 1 ulL
¢ Radio de particion: 50:1

e Gas: Helio

Columna: DB-5MS

¢ Modo: Flujo constante

¢ Flujo inicial: 0.9 mL/min

e Temperatura méxima: 350 °C

e Velocidad Promedio: 35 cm/seg
e Presion inicial nominal: 6.49 psi

e Presion de salida: vacio
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Detector

e Temperatura: 250 °C

e Gas: Nitrogeno

¢ Identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos quimicos del

aceite esencial.

Se integraron los compuestos por medio del software del equipo para obtener los

cromatogramas Y utilizar los picos integrados para la identificacion de los compuestos.

Con los picos detectados fue posible determinar los indices de retencion de Kovats por
medio de la relacion entre los tiempos de retencion de los hidrocarburos (C10 — C25) y

el tiempo de retencién de los componentes. Para ello se empled la siguiente ecuacion:

tRX—tRn
tRN—tRn (2)

IR =100 n + 100 *

Donde:

IR: indice de retencién de Kovats

n: Numero de atomos de carbono en el n-alcano

tRX: Tiempo de retencién del compuesto analizado que eluye en el centro de n-alcanos
tRn: Tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado

tRN: Tiempo de retencion del n-alcano que eluye después del compuesto analizado

Es importante considerar, que para la identificacion de los componentes se compararon
los indices de retencion de Kovats (IR) obtenidos mediante las corridas cromatograficas
de la columna DB-5MS con los reportados por Adams “° y con la base de datos NIST
(National Institute of Standards and Technology), considerando que debe existir entre

ellos una diferencia inferior a 20 unidades.
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2.2.2.4 Determinacion de las propiedades fisicas. Las propiedades fisicas que se

determinaran son: la densidad relativa y el indice de refraccion.

e Determinacion de la densidad relativa.

Este parametro se lo realizara mediante el uso de la nhorma AFNOR NF T75-111 (ISO
279:1998). Cabe mencionar que se debe considerar que la determinacién de la densidad
se realiza a una temperatura constante, de preferencia a temperatura ambiente entre 20
y 25 °C (Anexo A).

e Determinaciéon del indice de refraccion.

Se calculard empleando la norma AFNOR NF 75-112 (ISO 280:1998), mediante la
utilizacion de un refractometro, este dispositivo permite medir la velocidad de una
propagacion de luz en el aceite esencial a una temperatura determinada de 20 °C
(Anexo B).

2.3 Técnicas de procesamiento de datos

Para la investigacion es éptimo realizar la técnica de estadistica descriptica, la cual
permitird recoger, almacenar, ordenar y realizar tablas o graficos con los datos

obtenidos.®°

De esta manera sera posible realizar la comparacion entre los resultados obtenidos del

aceite esencial de las tres muestras y compararlos con los estudios de otros autores.

Los datos obtenidos de los componentes principales del aceite esencial se analizaran
con el programa estadistico SPSS version 25. Para ello se realizara un analisis de

componentes principales (PCA).

Los datos de la densidad y el indice de refraccion se analizaran con el programa

estadistico STATGRAPHICS 19, esto con la finalidad de realizar un analisis de varianza.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Recoleccion de material vegetal

En la Tabla 3 se muestra el peso de las muestras recolectadas y la cantidad del aceite
esencial extraido de Chilla (Muestra A), Pifias (Muestra B) y Arenillas (Muestra C),

respectivamente.

Tabla 3. Cantidad de materia vegetal y aceite esencial extraido

Muestra Peso (g) Aceite extraido (g)
A 3450 1,4173
B 3850 2,7281
C 4150 3,3304

Fuente: Elaboracion Propia

3.2 Determinacién del Rendimiento

A continuacion, en la Tabla 4 se muestra el rendimiento de las diferentes muestras del
aceite esencial de ruda (Ruta graveolens).

Tabla 4. Rendimiento de los aceites esenciales de ruda (Ruta graveolens)

Muestra Rendimiento (%) X
A 0,0495
B 0,0844 0,0760
C 0,0942

Fuente: Elaboracion Propia
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De acuerdo a la Tabla 4, se podria decir que no existe gran diferencia entre los
porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales, siendo asi que los resultados
obtenidos de la Muestra C (Arenillas, 227 m.s.n.m.) presenta un mayor rendimiento
correspondiente al 0,0941 % en comparacion a la Muestra A (Chilla, 3906 m.s.n.m.) y
Muestra B (Pifias, 1014 m.s.n.m.), esto puede atribuirse a diversos factores como la
ubicacién geografica, la altitud, la temperatura, el suelo, el nivel de estrés, y las

condiciones climaticas.

Segln investigaciones realizadas en Ecuador (Guayaquil, 4 m.s.n.m.) por Ramén 13, el
rendimiento del aceite esencial oscila entre 0,164 y 0,23 %, comparando con los
rendimientos obtenidos de la experimentacion existe una gran diferencia, de la misma
manera en dos estudios realizados en la ciudad de Latacunga (2860 m.s.n.m.) por
Montero y Fernandez %%, obtuvieron un rendimiento del 0,007 y 0,13 %,

respectivamente.

Sin embargo, estudios realizados en Venezuela (Merida, 1630 m.n.s.m.) por Meccia 3,
sostienen que el rendimiento del aceite esencial es 0,1 %, mientras que en Pera (Lima,
2240 m.s.n.m.), Ruiz et al 2 menciona que el rendimiento es 0,27 %. Y en Iran (Lahijan,

4 m.s.n.m.), Soleimani >3 determino un rendimiento de 0,4 %.

El rendimiento es muy variado y podemos observar que las muestras analizadas por
nosotros son las que menor rendimiento han generado al compararlas con el resto de

investigaciones nacionales e internacionales.®1051-53

3.3 Composiciéon quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

Se llevo a cabo el andlisis cuantitativo y cualitativo para realizar la identificacion de los
componentes de los aceites obtenidos, de los cuales se identificaron 5 compuestos
mayoritarios como se muestran en los Anexos C, D y E, en donde se pueden visualizar
los cromatogramas, de modo que cada pico integrado hace referencia al compuesto

conforme el area proporcional a su concentracion.

La Tabla 5, 6 y 7, representan la composicion quimica de las muestras de Chilla, Pifias

y Arenillas, correspondientes a las Muestras A, B y C, respectivamente.

43



Tabla 5. Composicién quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens),

Muestra A
Compuestos Tiempo de Area LRIc LRIr
Retencion (min)  Relativa (%)

2-Nonanona 18,785 26,06 1099 1087
Nonanal <n-> 19,734 0,28 1113 1100
Myroxide <(Z)-> 21,206 0,45 1135 1131
Verbenol <cis-> 21,900 3,65 1145 1137
Decanona <2-> 25,577 2,69 1199 1190
Hexyl (2E)-butanoate 28,049 2,58 1241 1242
Undecanona <2-> 31,603 46,75 1300 1293
Nonanyl acetate <n-> 32,484 0,42 1317 1311
Undecanal <2-methyl-> 35,280 1,50 1372 1365
Methyl decyl ketone 36,749 1,91 1401 1388
(=2-dodecanona)
Caryophyllene <(E)-> 37,810 0,17 1425 1419
Acoradiene <10-epi-B-> 40,399 0,69 1482 1474
Germacrene D 40,650 0,56 1488 1480
Zingiberene <a-> 41,201 0,65 1500 1493
Tridecanone <2-> 41,307 2,15 1503 1495
Cuprenene <a-> 41,820 0,30 1516 1505
Germacrene B 43,558 0,25 1562 1559
Nerolidol <(E)-> 43,875 0,53 1570 1561

Fuente: Elaboracion Propia
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Tabla 6. Composicién quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens),

Muestra B
Compuestos Tiempo de Area Relativa L RIc LRI
Retencion (min) (%)

2-Nonanona 18,720 39,06 1098 1088
Myroxide <(Z)-> 21,332 0,42 1137 1131
Verbenol <cis-> 21,900 3,67 1145 1137
Decanona <2-> 25,573 2,09 1199 1190
Hexyl (2E)-butanoate 28,043 1,32 1240 1242
Undecanona <2-> 31,624 43,99 1300 1293
Nonanyl acetate <n-> 32,484 0,27 1317 1311
Undecanal <2-methyl-> 35,284 1,27 1372 1365
Methyl decyl ketone 36,749 1,16 1401 1388
(=2-dodecanona)
Tridecanone <2-> 41,307 1,29 1503 1495
Pinene <B-> 12,092 0,23 992 974
Octanone <2-> 12,384 0,41 997 988
Rosefuran epoxide 22,730 0,23 1157 1173

Fuente: Elaboracion Propia

45



Tabla 7. Composicién quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens),

Muestra C
Compuestos Tiempo de Area Relativa L RIc LRI
Retencion (min) (%)

2-Nonanona 18,741 35,30 1099 1087
Myroxide <(Z)-> 21,342 0,46 1137 1131
Verbenol <cis-> 21,907 3,92 1145 1137
Decanona <2-> 25,584 2,11 1199 1190
Hexyl (2E)-butanoate 28,053 1,56 1241 1242
Undecanone <2-> 31,624 47,09 1300 1293
Nonanyl acetate <n-> 32,491 0,30 1317 1311
Undecanal <2-methyl-> 35,294 1,33 1373 1365
Methyl decyl ketone 36,760 1,15 1402 1388
(=2-dodecanona)
Germacrene B 43,575 0,20 1562 1559
Tridecanone <2-> 41,317 1,34 1503 1495
Octanone <2-> 12,401 0,21 998 988

Fuente: Elaboracion Propia

Al obtener el perfil quimico cualitativo y cuantitativo se determiné que existe una
variacion, puesto que en la Muestra A se obtuvieron 18 compuestos, mientras que en

las Muestras B y C se encontraron 13 y 12 compuestos, respectivamente.

Por otro lado, el andlisis de componentes principales en donde se realiz6 la comparacion
entre si de la compaosicion de las tres muestras en estudio, nos permite observar que se
encuentran ubicadas en un mismo cuadrante y la distancia entre ellas no es
pronunciada, es decir tienen un comportamiento considerablemente semejante. Los

resultados del andlisis multivariado se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Analisis de componentes principales (PCA) que involucra las
composiciones relativas (%) de los aceites esenciales de ruda (Ruta graveolens)
obtenidas por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) de

diferentes regiones de la provincia de El Oro.
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Fuente: Elaboracion Propia

Para verificar la viabilidad del PCA, se utilizé el indice Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) vy la
prueba de Bartlett. El célculo del indice KMO dio como resultado un valor de 0,5 y la
prueba de Bartlett ha obtenido una p<0,001, lo que significa que la prueba es

significativa.

3.3.1 Comparacion de los componentes mayoritarios. En la Tabla 8 y en la Figura 2 se
presentan el andlisis del perfil quimico de los componentes principales de ruda (Ruta
graveolens) se realizé en funcion de los compuestos mayoritarios de los cuales se
identificaron 5 componentes comunes, siendo estos los siguientes: 2-Undecanone, 2-

Nonanone, Cis-Verbenol, 2-Decanone, Hexyl (2E)-butanoate.
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Tabla 8. Datos agrupados de acuerdo al andlisis de componentes principales del

aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

2- 2- Cis- 2- Hexyl (2E)-
Muestra Undecanone Nonanone Verbenol Decanone butanoate
(%) (%) (%) (%) (%)
A 46,75 26,06 3,65 2,69 2,59
B 43,99 39,06 3,67 2,09 1,32
C 47,09 35,30 3,92 2,11 1,56

Fuente: Elaboracion Propia

Figura 2. Relacion de la concentracion de los componentes principales de las

muestras de aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)
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Hexyl (2E)-butanoate (%) 2,59 1,32 1,56
m 2-Decanone (%) 2,69 2,09 2,11
= Cis-Verbenol (%) 3,65 3,67 3,92
2-Nonanone (%) 26,06 39,06 35,3
m 2-Undecanone (%) 46,75 43,99 47,09

Muestras

Fuente: Elaboracion Propia

En este caso observamos que los compuestos mayoritarios en nuestras tres muestras

son comunes 'y semejantes en cuanto a su concentracion.
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Por lo tanto, se podria decir que dentro de nuestro pais, la planta presenta diferencias
notables en su composicion como es el caso del estudio realizado en Guayaquil por
Ramoén 3, en el cual se registraron los siguientes compuestos mayoritarios: 2-
undecanona (39,97 %), 2-nonanona (38,05 %), pregeijerene (3,12 %), hexadecanoic
acid (2,45 %) y 2-decanona (1,99 %); mientras que en Latacunga por Fernandez et al
como mayoritarios se encontraron: 2-undecanona (46,74 %), 2-nonanona (28,14 %),
isomatumin (5,17 %), geireno (5,02 %) y 2-decanona (2,04 %).

Sin embargo, referente a estudios internacionales se ha demostrado que la compasicion
quimica del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) tiende a variar segun su ubicacion
geografica, como es el caso de Venezuela 2 que entre sus componentes mayoritarios
estan 2-undecanona (43,0 %), 2-nonanona (33,5 %), pregeijereno (6 %), trans-anetol
(3,5 %) y 2-decanona (3,3 %). Y en otros paises como Brasil 2 los mayoritarios son 2-
undecanona (47,21 %), 2-nonanona (39,17 %), Acetato de Etilo (7,31 %), 2-decanona
(2,03 %), diethyl phthalate (1,73 %); en Per( %2 2-undecanona (40,88 %), 2 nonanona
(28,96 %), 5,6-dietenil-1-metil-ciclohexeno (4,22 %), 3-cariofileno (3,40 %), 2-decanona
(1,19 %); y en Iran 53 2-undecanona (33,9 %), 2-nonanona (8,8 %), 2-heptanol acetate
(17,5 %), 1 dodecanol (11 %) y 2-decanona (1,9 %).

Una vez analizados los resultados proporcionados por las investigaciones antes
mencionadas podemos observar que 2-undecanona, 2-nonanona y 2-decanona
resultaron ser compuestos comunes entre las investigaciones antes mencionadas con
los obtenidos en la presente investigacion. Es importante mencionar que las diferencias
en la composicion quimica del aceite esencial surgen por agentes fisicos como la
ubicacion geogréfica, condiciones climaticas, variaciones estacionales, calidad del
suelo, inclusive por el método de procesamiento, los protocolos de extraccion, entre

otras.

3.4 Determinacion de las propiedades fisicas del aceite esencial de ruda (Ruta

graveolens)

Las propiedades fisicas que se analizaron del aceite esencial fueron la densidad relativa
y el indice de refraccién, ya que un valor menor del indice de refraccion y densidad

dependen de la cantidad de fenoles por lo que afectarian a la calidad y pureza del aceite.

49



3.3.1 Densidad Relativa. En la Tabla 9, se muestra el valor promedio obtenido de la

densidad relativa de ruda (Ruta graveolens) que permitir4 analizar su calidad.

Tabla 9. Densidad relativa del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

Densidad (g/mL)

Muestra R1 R2 R3 x
A 0,83 0,83 0,84

B 0,84 0,845 0,83 0,8386
C 0,852 0,84 0,84

Fuente: Elaboracion Propia

La densidad relativa obtenida del promedio de las muestras fue de 0,8386 g/mL, este
valor se encuentra dentro de 0,80 — 1,18 g/mL de acuerdo al pardmetro establecido por
la literatura para aceites esenciales *, la misma que indica la calidad y pureza de dicho

aceite.

La Tabla ANOVA (Anexo F), descompone la varianza de densidad en dos componentes:
un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en
este caso es igual a 1,83532 es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que, el valor-P de la razon-F es mayor o igual que 0,05 no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de densidad con un

nivel de ubicacion y otro, con un nivel de confianza del 95,0%.

3.3.2 indice de Refraccién. En la Tabla 10 se presentan los resultados obtenidas de la

muestra del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens).
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Tabla 10. indice de refraccién del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

indice de Refraccién

Muestra R1 R2 R3 x

A 1,4899 1,4888 1,492

B 1,4908 1,4897 1,4889 1,4897
C 1,4889 1,4892 1,4895

Fuente: Elaboracion Propia

El indice de refraccion promedio de las muestras fue de 1,4897, valor que se encuentra
entre 1,40 — 1,61 acorde a los parametros reportados en la literatura para aceites
esenciales.> Cabe mencionar que esta propiedad fisica indica la calidad y la pureza del

aceite esencial. Dicha propiedad cambia si se diluye o se mezcla con otras sustancias.

La Tabla ANOVA (Anexo G), descompone la varianza de IR en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este
caso es igual a 0,665142, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que, el valor-P de la razén-F es mayor o igual que 0,05, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de IR con un nivel de

ubicacién y otro, con un nivel de confianza del 95,0%.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e Se obtuvo el aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) de las diferentes
muestras, de la cuales el rendimiento promedio fue de 0,0760 %, un valor bajo
al reportado por la literatura, ya que debe estar alrededor de 0,3 % para ser
viable para la extraccion del aceite. Cabe mencionar que no existe diferencia

considerable entre los porcentajes de rendimiento de las muestras tratadas.

e La densidad relativa promedio fue de 0,8386 g/mL y el indice de refraccion
promedio de 1,4897; valores que se encuentran dentro de los parametros
establecidos en la literatura, de modo que se obtuvo un aceite puro y de calidad.
El analisis estadistico demostré que no existe una variacion significativa entre

las 3 muestras obtenidas.

e Elandlisis de la composicion quimica de los aceites estudiados demostré que no
existe una gran diferencia entre ellos, pero se puede identificar una mayor
semejanza entre las muestras provenientes de Arenillas y Pifias. La
caracterizacion de los aceites de Chilla, Pifias y Arenillas, presentaron 18, 13y
12 compuestos, respectivamente; de los cuales se identificaron 5 compuestos
comunes y mayoritarios, siendo estos los siguientes: 2-Undecanona, 2-
Nonanona, Cis-Verbenol, 2-Decanona, Hexyl (2E)-butanoate. Sin embargo, al
comparar con investigaciones relacionadas y realizadas a nivel nacional e
internacional, se observa que, de los 5 metabolitos antes mencionados, 3 de
ellos coinciden con la informacion sefialada en estos estudios, los cuales son las
cetonas alifadticas de cadena larga como 2-Undecanona, 2-Nonanona y 2-

Decanona, pero difieren cuantitativamente en su composicion.
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Las muestras procesadas se tomaron en tres sectores de la provincia que tienen
diferentes altitudes geogréficas, en etapa de floracion, en temporada seca en un
rango de tiempo de 15 dias y posteriormente procesadas con un mismo método.
Las variaciones en sus composiciones segun la bibliografia sefialan que pueden
verse afectadas segun sus origenes geograficos, las variaciones estacionales,
condiciones geobotanicas (composicion del suelo y fertilizacién mineral), el nivel
de estrés, los métodos de procesamiento y los protocolos de extraccion, entre
otros factores reportados, que de una u otra manera modifican el perfil quimico
cualitativo y cuantitativo. En el presente estudio el factor de mayor relevancia es

la altura.

4.2 Recomendaciones

Realizar una recoleccion y seleccién adecuada de la materia vegetal silvestre

para no afectar la obtencion de resultados.

Realizar estudios de la especie de ruda (Ruta graveolens) en etapas de floracion
y post-floracién, para obtener mas informacion sobre sus perfiles quimicos y la

variacion de estos.

Desarrollar otros estudios sobre la caracterizacion del aceite esencial de ruda
(Ruta graveolens) para conocer sus propiedades bioactivas para su

aprovechamiento en el tratamiento de microorganismos patégenos.

Evaluar los polifenoles totales del aceite esencial para determinar cémo afecta

en la calidad y pureza del mismo.
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ANEXOS

ANEXO A. Determinacion de la densidad relativa a 20 °C

DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75 - 111 JUNIO 1982

PROPUESTA:

El presente método estd basado en la norma ISO 279-1981 publicada por la

Organizacion Internacional de Normalizacion.

OBJETIVO DE APLICACION:

La presente norma especifica el método referido a la determinacion de la densidad

relativa a 20 °C de los aceites esenciales.

REFERENCIAS:

e NF T 75— 003 Aceites esenciales — reglas generales para la preparacion.

e NF T 75-110 Aceites esenciales — preparacion de la muestra previa al analisis.
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PRINCIPIO:

La densidad relativa a 20 °C de un aceite esencial se define como la masa de un

determinado volumen de aceite a 20 °C sobre la masa de un volumen igual de agua
destilada a 20 °C.

NOTA:

Si es necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del
aceite para indicar la norma referente al aceite esencial. La correccion para 20
°C es de 0.0007 a 0.0008 por grado centigrado.

La masa volumétrica a 20 °C de un aceite esencial se reporta como la masa de

un cierto volumen del aceite esencial a 20 °C.

APARATOS:

Picnémetro de vidrio

Bafio termostatico, mantenido a una temperatura de 20 °C £0.2 °C.
Termdmetro de precisién graduado de 10 a 30 °C, con una variacion de 0.2 °C
a0.1

°C.

Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:

Preparacion del picnémetro: limpiar rigurosamente y luego enjuagar el
picnémetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de
aire seco. Si es necesario limpiar el picnémetro con un trapo seco o con papel
filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, pesar el
picnédmetro, con el tapdn en su sitio con un mg de precision.

Peso del agua destilada: llenar el picnémetro con agua recién destilada, que esté
a una temperatura de 20 °C. Coloque el picnémetro en el bafio termostatico.
Durante 30 minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapén del

picnémetro en su sitio.
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e Secar el exterior del picnébmetro con un trapo seco o papel filtro. Cuando se
equilibre la temperatura con el cuarto de balanza, pesar el picnémetro lleno con
el tapon en su sitio con 1 mg. De precision lleno igual que en el caso anterior.

e Peso del aceite esencial: vaciar el picnémetro, luego enjuagar y secar como en
el inicio. Efectuar las mismas operaciones solo que esta vez sera con aceite

esencial en lugar de agua.

EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa se expresa con la siguiente formula.

d2 = T2 3)
20 mq—mg
Donde:
d%: Densidad relativa a 20 °C, referido al agua a 20 °C

mg: Masa en gramo del picnémetro vacio
m,: Masa en gramo del picnbmetro con agua

m,: Masa en gramos del picnOmetro con aceite esencial

64



ANEXO B. Determinacion del indice de Refraccion

DETERMINACION DEL iINDICE DE REFRACCION

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75— 112 /1988

PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilicen, la medida directa del angulo de refraccién o la
observacion del limite de refraccion total. El aceite se mantendrd dentro de las

condiciones de iso-tropismo y de transparencia.

DEFINICION:

El indice de refraccion de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa desde el aire a través del aceite esencial, manteniendo la

temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589.3+0.3) nm, correspondiente a la radiacion D1 y

D2 del espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20 °C, salvo para los aceites esenciales que no son
liquidos a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25y 30

°C segun el punto de fusién del aceite considerado.
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APARATOS:

Refractometro: utilice un refractometro clasico que permita la lectura de los indices de

refraccion entre: 1.300 y 1.700 o con una precisién de +0.0002.

Ajuste el aparato de manera que, a una temperatura de 20 °C, se tenga los siguientes

indices de refraccion segun:

1.3330 para agua destilada.
1.4906 para el p-cimeno.
1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patrén deben ser puros, de calidad para la refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabrica del equipo.

MODO DE OPERACION:
Determinacioén:

Pasar una corriente de agua en el refractometro, a fin de mantener el aparato a la
temperatura de referencia de 20 °C salvo para los aceites esenciales que no son liquidos
a esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20 °C y 30 °C,
segun el punto de fusién del aceite esencial considerado. Esta temperatura no debe

diferir de la temperatura de referencia mas de +0.2 °C y debe mantenerse a +0.2 °C.

Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura igual a la que

se realizara la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.
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Resultados:

Célculos: el indice de refraccion a la temperatura de referencia esta dado por la siguiente

formula:

nb =nb +0.0004 (t —T) (4)

Donde:

ntD: valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, 0 aquella a la que se ha efectuado

la determinacion.
F: factor de correccién (0.0004).
t’: temperatura a la que se efectu0 la lectura.70

T: temperatura a 20 °C.

Nota:

Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion es de +0.0002.

67



ANEXO C. Perfil cromatografico del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) obtenido de la muestra de Chilla

-
1? 8

2580 10.015.020.025:030:095.040.045.050.055.060.0
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ANEXO D. Perfil cromatografico del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) obtenido de la muestra de Pifias

TTIITETTSITY 170y

o =2 NN w B ol

80 10.015.020.025:030:085.040.045.050.055.060.0
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ANEXO E. Perfil cromatogréfico del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) obtenido de la muestra de Arenillas

TNTETTSITY Ty

O = N W B~ o

2890 10.015.020.025:030:095.040.045.050.055.060.0
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ANEXO F. Tabla ANOVA para densidad por Ubicacién

Sumade
Fuente Gl |Cuadrado Medio |Razén-F| Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 0,000170889 2 0,0000854444 1,84 0,2388
Intra grupos 0,000279333 6 0,0000465556
0,000450222 8

Total (Corr.)
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ANEXO G. Tabla ANOVA para IR por Ubicacion

Sumade
Fuente Gl |Cuadrado Medio |Razén-F| Valor-P
Cuadrados
Entre grupos | 0,00000161556 2 8,07778E-7 0,67 0,5484

Intra grupos 0,00000728667 6 | 0,00000121444

Total (Corr.) 0,00000890222 8

72



