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Resumen

El presente estudio se determind la composicion quimica del aceite esencial de Annona
muricata. La recoleccién del material vegetal para la extraccion del aceite esencial se
localizdé en la parroquia Malacatos del canton Loja. El rendimiento del aceite esencial
fue de 0.05 mL/kg. Para la extraccion del aceite esencial se utiliz6 el método de
destilacién por arrastre de vapor. La composicion quimica fue determinada mediante
cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas (GC-MS) y el detector
de ionizacion de llama (GC-FID). Se identificaron 37 compuestos que corresponden a
un 96,48% del aceite esencial. Los compuestos que se encontraron con mayor
proporcion fueron: trans-Cariofileno (50,55%), a-Pinene (7,59), Elemene <d-> (4,31%),
B-Pineno (2,84%), Germacrene D (2,61%), Humulene <a-> (2,21%), a-Selineno
(2,08%), Phellandrene <B-> (1,81%). También, se determiné el exceso enantiomérico y
distribucion de 5 pares de enantiomeros dando como resultado: B-pinene, a-Pinene,

Limonene, muurolene y &-cadinene.

Palabras claves: Annona muricata, aceite esencial, composicién quimica, destilacion

por arrastre de vapor, enantiomeros.
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Abstract

The present study determined the chemical composition of the essential oil Annona
muricata. The collection of the plant material for the extraction of the essential oil was
located in the Malacatos parish of the Loja canton. The yield of the essential oil was 0.05
ml/kg. For the extraction of the essential oil, the steam distillation method was used. The
chemical composition was determined by gas chromatography coupled to a mass
spectrometer (GC-MS) and flame ionization detector (GC-FID). Thirty-seven compounds
were identified, corresponding to 96.48% of the essential oil. The compounds found with
the highest proportion were: trans-Caryophyllene (50.55%), a-Pinene (7.59), Elemene
<®-> (4.31%), B-Pinene (2.84%), Germacrene D (2.61%), Humulene <a-> (2.21%), a-
Selinene (2.08%), Phellandrene <B-> (1.81%).

Also, the enantiomeric excess and distribution of 5 pairs of enantiomers were determined

resulting in: B-pinene, a-Pinene, Limonene, muurolene and &-cadinene.

Keywords: Annona muricata, essential oil, chemical composition, steam distillation,

enantiomers.



Introduccion

En la actualidad existen una gran variedad de plantas medicinales que crecen y son
recolectadas en Ecuador, las mismas contienen metabolitos que presentan actividad
bioldgica, ademas a la mayoria de las plantas que crecen en nuestro pais, no se les ha
realizado un estudio profundo para conocer las grandes propiedades curativas que
poseen, algunas de estas plantas son consumidas por las personas, sin embargo
existen otras que lastimosamente no son consumidas por no ser reconocidas por la
poblacion (Azuero, 2015).

Las propiedades antibacteriales y antimicéticas de algunos aceites esenciales actuan
en forma de mecanismo de defensa contra patdgenos de la planta, e incluso ahuyentan
insectos o0 animales destructores. Presentan una gran variedad de aplicaciones: desde
agentes saborizantes a esencias de productos cosméticos (Sanchez Llambi, 2016).

El objetivo general es desarrollar el estudio de aceites esenciales provenientes de
especies vegetales, y determinar los componentes quimicos del aceite esencial de
Annona Muricata, el mismo que inicié con la recoleccion del material vegetal, al cual
luego de un tratamiento post cosecha se le extrajo el aceite esencial mediante
destilacion por arrastre con vapor, posterior al aceite obtenido se le determiné la
composicion quimica mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a
Espectrometria de masas CG/MS y un detector de lonizacion de llama CG/FID.

Esta investigacion contribuye al estudio de la flora aromatica y medicinal de la Region
Sur del Ecuador. Con este estudio se expande el conocimiento sobre la existencia de
los aceites esenciales, sus propiedades y usos para aplicaciones en las diferentes
industrias tales como: Farmacéutica, Cosmética y Alimenticia.

Se desarrolla en tres capitulos, el primer capitulo titulado Marco Tedérico trata sobre el
estado del arte, el segundo capitulo presenta las técnicas y los materiales utilizados
para llevar a cabo la investigacion, finalmente en el tercer y ultimo capitulo se analizan

y discuten los resultados.



Capitulo Uno
Marco Teérico
1.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos aromaticos volatiles y altamente
concentrados destilados de la corteza, raices, semillas, flores u hojas de las plantas.
Se obtienen mediante la extraccion de agua o vapor de las hojas, pétalos, madera,
agujas, brotes o raices de la planta aromaticas. Aunque muchos aceites esenciales son
agua destilada (Wilson, 2018).

Muchos aromaterapeutas y legos consideran que los aceites esenciales naturales
son completamente seguros. Esto se basa en la creencia errébnea de que todas las
plantas son seguras porque son naturales. Ademas, la toxicidad de los aceites
esenciales puede ser completamente distinta a la de la planta, no solo por su mayor
concentracién, sino también por sus propiedades fisicoquimicas.

Los aceites esenciales, como productos de destilacién, son mezclas de sustancias
quimicas que en su mayoria tienen un bajo peso molecular lo que, en combinacién con
su lipofilicidad, les permite atravesar las membranas de una manera muy eficiente

(aemps, 2018).

1.1.1 Clasificaciéon

Los aceites esenciales generalmente se encuentran en tallos, hojas, raices,
semillas, flores y fruto (Wilson, 2018). Los aceites esenciales se clasifican con base en
diferentes criterios: consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes

mayoritarios. (Martinez, 2003).

1.1.1.1 Seguin su composicion.

Esencias Fluidas, estas son muy volatiles manejadas a temperatura ambiente.

Balsamos, mas consistentes, menos volatiles y con facilidad a reaccionar entre

si en procesos de polimerizacion. Y por ultimo las



Oleorresinas, de aroma muy concentrado y textura viscosa e incluso en algunos

casos semisolida.

1.1.1.2Segun su origen.

Aceites Esenciales Naturales, estos evidentemente se obtienen directamente
de la planta y ademas no sufren modificacién posterior de ningun tipo, ni fisico ni
quimico, l6gicamente son los mejores, pero también los mas caros.

Aceites Esenciales Artificiales, o reconstituidos, estos se producen
enriqueciendo el propio Aceite Esencial con uno o algunos de sus componentes
principales, y en ocasiones de plantas diferentes, estd compuesto por
numerosos componentes quimicos naturales, que pueden compartirse entre

varias plantas.

1.1.1.3 Segun su naturaleza quimica.

Compuestos alifaticos de bajo peso molecular, alcanos, alcohol, cetonas,
ésteres acidos.

Mono-terpenoides, son los aceites esenciales ricos en enmono-terpenos.
Sesquirerpenoides, son los aceites esenciales ricos en ensesquiterpenos.
Fenilpropanoides, son los aceites esenciales ricos en enfenil-propano.

(Dufort, 2017).

1.2 Métodos de extraccion

Los aceites esenciales se pueden obtener por distintos métodos. El mas frecuente
es la extraccion en corriente de vapor (destilacion). Otros métodos aplicables en casos
concretos son la expresion en frio del pericarpio de los citricos, el denominado enflorado
con grasas a temperatura ambiente para extraer algunos aromas florales delicados
(jazmin, azahar, rosa) y la extraccion con disolventes organicos a temperatura ambiente

(Lopez, 2004).



1.2.1 Destilacion por arrastre de vapor

La destilacién por arrastre de vapor de agua es el método mas comun para
obtencion de aceites esenciales. Se trata de un proceso de separacion por el cual,
mediante el uso de vapor de agua se vaporizan los componentes volatiles de la materia
vegetal (Villaverde, 2018).

La destilacion por arrastre con vapor es una técnica usada para separar
sustancias organicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no volatiles
que se encuentran en la mezcla, como resinas o sales inorganicas, u otros compuestos
organicos no arrastrables.

El procedimiento consiste en hacer pasar un flujo de vapor a través de la materia
prima, de modo que arrastra consigo los aceites esenciales. Posteriormente, estos
vapores se enfrian y se condensan, dando lugar al destilado liquido formado por dos
fases inmiscibles, la acuosa y la organica, que es el aceite esencial. Estas se pueden
separar por decantacién gracias a la diferencia de densidad existente entre ambas
(Villaverde, 2018).

Se distinguen tres tipos de destilacion: hidrodestilacion o destilacion con agua,
destilacion con agua y vapor y destilacion en corrientes de vapor. Son iguales desde el
punto de vista puramente tedrico; sin embargo, existen ciertas variaciones en la practica
y en los resultados obtenidos, debido a algunas reacciones que ocurren durante la
destilacion. A continuacion, la Figura 1, presenta el Proceso de destilacion por arrastre

de vapor.



Figura 1

Diagrama de Equipo de Destilacién por Arrastre de Vapor

vaper de agua Agua caliente
cargado de
aceites esenciales

Aceite Esencial

Planta aromidtica

Vapor de agua

Agua
Hidrolato
Hidrolato y o

calor _..2 / ) / '; Aceite esencial

\LP\AIU‘J\ Esenciero

Nota. Adoptado al diagrama de destilaciéon (Martinez, 2019)

1.3 Caracterizacion

Dentro de los analisis cromatograficos se encuentra la cromatografia de gases con
detector de llama (GC-FID) el cual nos permite conocer la cantidad de compuestos que
constituyen la parte volatil. Por otra parte, la cromatografia de gases acoplado a un
espectrémetro de masas (GC-MS) se emplea para conocer e identificar los compuestos

que conforman la muestra inyectada (Pino, 2015).

Existen varias formas de analizar el aceite esencial pero el tipo de analisis que mas
destaca es el cualitativo, perteneciente a los ensayos fisicoquimicos en donde se
encuentran los analisis cromatograficos, ya que estos, son necesarios para conocer su

composicién o modificaciones que se han producido (Bandoni, 2003).

1.3.1 Cromatografia de gases

La caracterizacion de los aceites esenciales como metabolito secundario vegetal
tiene por objeto conocer su composicién quimica ademas de evaluar el rendimiento de
la extraccion y la calidad del aceite esencial (caracteristicas organolépticas, densidad e

indice de refraccion). Los aceites esenciales estan constituidos por una mezcla de



diferentes sustancias organicas siendo estos: hidrocarburos aliciclicos y aromaticos, sus
derivados oxigenados alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, sustancias azufradas y
nitrogenadas (Abalco, 2020).

La cromatografia de gases (GC) es una de las técnicas mas aplicadas vy
aceptadas para la determinacién de compuestos organicos de volatilidad alta o media
en mezclas complejas por su elevada capacidad de resolucién. Sin embargo, a medida
que aumenta la complejidad de las muestras y disminuye el nivel de concentracién de
los analitos, la posibilidad de coalicion aumenta y la necesidad de aumentar la
selectividad y sensibilidad del proceso de separacidon- deteccion también se incrementa

(Arnanz, 2019).

1.3.2 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

La cromatografia de gases-masas es una técnica que combina la capacidad de
separacion que presenta la cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad
selectiva del detector de masas. Esta combinacion permite analizar y cuantificar
compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. Esta técnica
esta indicada para la separacién de compuestos organicos volatiles y semivolatiles.
Hidrocarburos Poliaromaticos (PAHSs), Pesticidas clorados y VOCs son separados de

forma adecuada mediante esta técnica (Villa, 2017).

1.3.3 Cromatografia de gases por ionizacion de la llama

El detector de ionizacion de llama (FID) es el detector mas extensamente
utilizado, y por lo general, uno de los mas aplicables en cromatografia de gases. En un
quemador el efluente de la columna se mezcla con H» y aire para luego encenderse
eléctricamente. La mayoria de los compuestos organicos, cuando se pirolizan a la
temperatura de una llama de Hy/aire, producen iones y electrones que pueden conducir
la electricidad a través de la llama.

La ionizacién de la llama de compuestos que contienen carbono no es un



proceso bien establecido, aunque se observa que el nUmero de iones que se producen
es relativamente proporcional al numero de atomos de carbono reducidos en la llama.

El detector de ionizacién de llama responde al numero de atomos de carbono
que entra en el detector por unidad de tiempo, por ello, es mas un detector sensible a la
masa, que un sistema sensible a la concentracién (Linde, 2007). En la Figura 2 se
observa el proceso de ionizacién de la llama.

Figura 2

Detector por lonizacién de la llama (FID).

Nota. Adoptado de (Linde, 2007).

1.4 Propiedades de los Aceites Esenciales

Los aceites esenciales tienen numerosas propiedades medicinales que les son
comunes. Son eficaces frente a numerosos gérmenes y virus distintos, asi como frente
a los hongos. Cada aceite esencial tiene su propia propiedad terapéutica especifica,
para determinarla, es preciso seguir los consejos de la ficha técnica del fabricante o leer
bibliografia muy especializada, preferentemente redactada por médicos o farmacéuticos
(Pino, 2015).

Las propiedades de los aceites esenciales son muy variables debido a la
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heterogeneidad de sus componentes, desde el punto de visto farmacolégico. Algunas
de las moléculas presentes en los aceites esenciales de ciertas plantas poseen gran
interés terapéutico, lo que ha dado origen a la aromaterapia. Estas acciones, por sus

efectos sobre la piel, han encontrado también su aplicacion en cosmética (Lopez, 2004).

1.4.1 Usos y aplicaciones

Los aceites esenciales suelen tener aplicaciones en diferentes rubros de la
industria y la ciencia, tales como:

Industria cosmética, de perfumeria, del jabén y de los ambientadores: Los
aceites esenciales son utilizados para dar olor a los perfumes o para fijar los olores.

Industria alimenticia: La conservacion de algunos alimentos, principalmente
carnicos, se facilita con la ayuda de aceites esenciales.

Botanica: La presencia de aceites esenciales permite clasificar plantas, arboles y
flores por familias.

Medicina: Algunos aceites esenciales, como el de lavanda, se utilizan en el
tratamiento de heridas y quemaduras.

Aromaterapia

Productos de uso veterinario: Alimento para animales, aerosoles y
desodorantes, medicamentos y preparaciones antiparasitos (QuimiNet, 2012).

Ademas, los Aceites Esenciales se usan en la elaboracion de adhesivos, pastas,
colas, vendajes quirurgicos, articulos quirdrgicos, guantes, compuestos a prueba de
agua, articulos de goma para uso general, papeleria especial, tintas, materiales de
envoltura, materiales de embalaje, cintas adhesivas y utensilios de cocina.

En la industria de pulimentos, limpiadores, pinturas, quemadores; en la del
petrdleo en solventes de la nafta, aceites lubricantes, destilados especiales del petréleo
y ceras. En la elaboracion de polimeros, pinturas (caseras y diluidas) y barnices. En la
industria del cuero, materiales de tapiceria, preparaciones de tintes y pigmentos en la

industria textil (Gildardo, 2010).
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1.5 Plantas medicinales

El Ecuador es considerado uno de los paises mas megadiversos de vida silvestre
del mundo; sin embargo, sus recursos naturales se ven amenazados por la explotacion
indiscriminada que los seres humanos realizamos en ella. Ademas, el aumento de la
poblacién genera una importante ampliacion de la zona urbana y de la frontera agricola,
ya que se requieren mas alimentos para mantener esta poblacion, teniendo como
consecuencias la destrucciéon de los ecosistemas como el paramo, bosques nativos
tropicales y andinos (Henrry, 2019).

Se pueden encontrar gran variedad de plantas con usos medicinales que se
expenden en mercados de Costa, Sierra y Amazonia (Azuero, 2015).

Las plantas medicinales, son aquellos vegetales que elaboran unos productos
llamados principios activos, que son sustancias que ejercen una accién farmacoldgica,
beneficiosa o perjudicial, sobre el organismo vivo. La medicina tradicional se utiliza
globalmente y tiene una importancia econémica que esta creciendo rapidamente. En los
paises en vias de desarrollo la medicina tradicional a menudo es el unico modo de

tratamiento accesible y econémicamente factible (Henrry, 2019).

1.5.1 Flora Ecuatoriana

En la actualidad, la diversidad de plantas ecuatorianas es amplia; se estima que
existen 20 000 especies, incluyendo helechos y planta con semillas. De acuerdo con el
Catalogo de Plantas Vasculares del Ecuador (1999), preparado por mas de 200
cientificos, hasta el momento se han descrito 15 306 especies de plantas, las cuales se
encuentran depositados en los herbarios de todo el mundo. La diversidad en el Ecuador
resulta extremadamente alta cuando la comparamos con la de otros paises (Azuero,
2015).

Ecuador posee alrededor del 10% de todas las especies de plantas que hay en el
planeta. De este porcentaje, la mayor cantidad crece en la cordillera de los Andes, en la

zona noroccidental, donde se calcula que hay aproximadamente 10 mil especies. En la
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region amazonica existe también un alto numero de especies vegetales, alrededor de
8.200, por ejemplo, de las orquideas se han identificado 2.725 especies. En las
Galapagos, en cambio, hay cerca de 600 especies nativas y otras 250 introducidas por
el hombre, aproximadamente. De las doce zonas claves de biodiversidad identificadas
por el naturalista Norman Myers, tres se encuentran en el Ecuador continental. La
diversidad climatica ha dado lugar a mas de 25 mil especies de arboles.

La rica vegetacion ofrece ejemplares de gran utilidad como la chinchona, balsa,
alcanfor, ceiba, tagua o marfil vegetal, productores de caucho, canela, vainilla,
zarzaparrilla, verbasco e ipecacuana, y arboles productores de madera, como el cedro

y el nogal (Aguirre, y otros, 2013).

1.5.2 Flora aromatica del Ecuador

En la actualidad, las hierbas aromaticas, su uso y la exportacién es un tema de
actualidad en el Ecuador, aunque el tema no es nuevo, hay muchas razones para este
auge, actuales sistemas de atencidén de salud, incluida la medicina moderna y sus
terapias que se basan en plantas y sus componentes, otro factor importante para este
auge en las exportaciones es que la mayor parte de la poblacion mundial depende de
la medicina tradicional para cubrir sus necesidades diarias de salud, especialmente en
los paises en desarrollo.

Las plantas medicinales son un gran aliado para la salud humana, para
contrarrestar un sin numero de enfermedades. Ecuador es una zona rica en recursos
naturales y de abundante produccion de plantas aromaticas, o que da la oportunidad
de crear variedad de productos a base de plantas aromaticas, aprovechar los recursos
naturales e impulsar la agroindustria. La tendencia mundial por el consumo de productos
de origen natural ha sido la pauta para el inicio de este proyecto, dando como resultado
una excelente bebida aromatica, caliente y endulzada. El producto es de preparacion
instantanea, cien por ciento de origen natural, de exquisito sabor y aroma, y totalmente

innovador; representa una potencial alternativa para el consumidor de bebidas calientes,
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naturales y saludables (Vargas Corrales, 2013).

El consumo de hierbas aromaticas en el Ecuador es tradicional y generalizado,
es una costumbre que llega de los indigenas, que tuvieron una nocién amplia del uso y
las propiedades de las plantas nativas e hicieron de ello una aplicacion adecuada para
la prevencidon y el tratamiento de varias enfermedades que afectan al hombre
(Balladeras, 2015).

Las plantas aromaticas constituyen cultivos que estan al alcance de pequefnos
productores agricolas en el Ecuador, pues solo con la utilizacion de materiales y semillas
disponibles en las propiedades de los campesinos y la utilizacién de la mano de obra
que se dispone, sea de mujeres, jéovenes y hombres sin necesidad de tecnificacion se
pueden llevar a cabo, tanto para la produccion como para el procesamiento (Balladeras,

2015).

1.6 La Familia Annonaceae

La familia Annonaceae abarca a un grupo de plantas que producen frutos de sabor
exquisito, ademas, de su importancia econémica en algunas regiones del mundo. Esta
compuesta principalmente por plantas tropicales, siendo muchas de ellas nativas de
Ecuador, Peru y Brasil.

Comprende cerca de 2 500 especies agrupadas taxonémicamente entre 130 y 140
géneros. Es la familia mas amplia dentro del suborden Magnoliales, el mas primitivo de
las angiospermas. Las plantas pertenecientes a esta familia estan distribuidas a través
de areas subtropicales y tropicales; en América 900 especies (Gonzalez, 2013).

Annonaceae contribuye a la diversidad de arboles en los bosques neotropicales y
con lianas y arboles a los bosques lluviosos del Viejo Mundo, sus estrategias fenologicas

permiten a su vez dar cabida a otras especies que sincronicamente conviven con ellas.

1.6.1 Annona muricata
Annona muricata es mas conocida como guanabana. El fruto de la planta se

denomina guanabano. Graviola es uno de los nhombres populares. Pero hay muchos
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otros, entre ellos: catuche, catoche, masasamba, corosol, chachiman, «huana
huana», «chirimoya brasilena», cohosol, araticu, zapote, penhe, «anona de
México» y «anona de la India».

Guanabana (Annona muricata Linneo) es un arbol frutal originario de Peru, donde
tiene gran envergadura, alcanzando alturas de hasta 8 o 10 metros. Este arbol frutal se
ha aclimatado en numerosos paises de clima subtropical (donde no se produzcas
heladas), tales como Filipinas, norte de Australia, y otros. Las hojas son grandes,
brillantes, de un intenso color verde, muy olorosas.

Los principios activos de estas plantas se denominan
genéricamente acetogeninas. De hecho, las acetogeninas se hallan también en otras
especies de la familia botanica Annoniaceae (annoniaceas).

Los usos médicos de la guanabana son tan numerosos como poco estudiados. En
la cultura popular de las regiones donde crece este arbol, se prepara una infusién de las
hojas para su aplicacion como cataplasmas (emplastos) con el fin de aliviar la
inflamacién de los ganglios durante la parotiditis (paperas).

Figura 3

Annona muricata o Guanabana

Nota. Especie en estado natural
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Capitulo Dos
Materiales y Métodos
2.1 Metodologia
El proceso metodolégico aplicado en la presente investigacion se encuentra
descrito en la Figura 4.
Figura 4

Esquema de la metodologia de la investigacion

»Se identifico la materia vegetal

Identificacion de la materia
vegetal

+La captacion se realizo en la parroquia
Recoleccion de la Muestra Malacatos

*Metodo de destilacion por arrastre de vapor
Destilacion

+GC-MS
Determinacion Composicion . EeHl i
Quimica del AE +ldentificacion de compuestos quimicos

Nota. Se detalla el desarrollo del procedimiento del aceite esencial de Annona

muricata.
2.1.1 Recoleccion de la materia vegetal
La materia prima que se aplico en esta investigacion fue recolectada en el Sector

El Porvenir ubicado a 24Km desde la ciudad de Loja, perteneciente a la parroquia

Malacatos.
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Para mayor facilidad la materia vegetal se transportd en bolsas de plastico color
negro, se mantuvo en un lugar seco y aislado de la luz, posteriormente se procedié a
separar y seleccionar la materia vegetal para proceder a destilar.

Se realizaron tres recolecciones del material vegetal, dos de las primeras
recolecciones en estado de floracion, y la tercera se encontré en estado de fructificacion.

A continuacién, la Figura 5y 6 presenta el proceso de recoleccion.

Figura5y 6

Recoleccion de la especie Annona muricata

2.1.2 Tratamiento postcosecha del material vegetal

Este tratamiento de seleccion, se efectio con la finalidad de eliminar las partes
en mal estado, como ramas secas, en descomposicion con el propésito de conservar
las caracteristicas fisicas, organolépticas y farmacoldgicas del material.

Se utilizan las hojas adecuadas para lograr un adecuado contacto con el vapor
generado durante la destilacion para que se atraviese con mayor facilidad, y de esa

manera no perturbe los resultados.

2.1.3 Extraccion del aceite esencial
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La materia vegetal una vez sometida al tratamiento postcosecha se encuentra
lista para continuar con el proceso de obtencidén del aceite esencial por el método de
destilacion por arrastre con vapor, que tiene como finalidad separar los compuestos
volatiles de los insolubles y otros no volatiles presentes en la muestra como se puede
observar en la Figura 7.

Figura 7

Destilacion por arrastre de vapor

Nota. Proceso de obtencion del aceite esencial
de Annona muricata
La muestra fue obtenida por la destilacion de arrastre de vapor en el laboratorio
de la Seccion de Ingenieria de Procesos del Departamento de Quimica y Ciencias
Exactas de la Universidad Técnica de Loja. En donde se obtuvieron 3 muestras

mediante 3 destilaciones.

Primeramente, se procedio a llenar el destilador con agua en la parte inferior,
posteriormente se afadid el material vegetal sobre la rejilla dentro del destilador, para
luego cerrar el destilador y colocar las mangueras de entrada y salida del agua de
enfriamiento, el procedimiento se llevé a cabo por un lapso de tres horas. Al finalizar la

destilacion se recolecté el aceite esencial en un florentino en el cual se produce la
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separacion del agua-aceite, posteriormente se dispone el volumen de aceite en una

probeta.

Finalmente, el aceite es envasado en un frasco color ambar, que le permite

conservarse en buen estado, evitando la degradacion por el efecto de la luz.

Este aceite luego para su conservacion se mantiene en refrigeracion.

2.1.4 Determinacion del rendimiento

El rendimiento del aceite esencial depende de varios factores y condiciones de
la materia vegetal, una vez realizadas las tres destilaciones se procede a determinar el
rendimiento de cada muestra, relacionando el volumen obtenido como se puede mostrar
en la figura 7 empleada en la destilacion, los calculos de rendimiento se presentan en el

Apéndice |I.

2.1.5 Determinacién de la composiciéon quimica del aceite esencial

El aceite esencial de la especie de Annona Muricata es llevado a analisis al
cromatografo de gases acoplado a espectroscopia de masas (GC-MS) para realizar el
analisis cualitativo, y a un detector de ionizacién de llama (GC-FID) para andlisis
cuantitativo, para aplicar las corridas cromatografias se empled una columna capilar de

30 metros, asi como dos columnas una no-polar DB5-MS y otra polar HP-INNOWAX.

2.1.6 Cromatografia de gases (GC)

Para la identificacion de los compuestos quimicos del aceite esencial de Annona
Muricata por Cromatografia de Gases acoplado a la Espectrometria de Masas (CG-EM)
se desarroll6é con la aplicacion de un Cromatografo de Gases Agilent y la obtencion de
los espectros de cada compuesto individual. Y las inyecciones son realizadas en las

columnas capilares DB5-MS y HP-INNOWAX.
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El equipo empleado para hacer los respectivos analisis es un Cromatografo de
Gases, acoplado a un espectrometro de masas; en donde el equipo dispone de un
sistema de datos “MSD-Chemstation D.01.00 SP1”, cuenta con un inyector automatico
Split/splitless y un detector de ionizacién de llama (FID) (ver Figura 8), provisto de un
generador de hidrogeno Gas Generator.

Figura 8

Cromatdégrafo de Gases Empleado en Andlisis de Muestra

Nota. Equipo de cromatografia de gases Agilent serie 6890N

acoplado a espectrémetro de masas

2.1.7 Preparacion de la muestra

Previo a ser colocada la muestra en el equipo de cromatografia, se verifica que
la misma no contenga trazas de agua que se pudieron haber quedado al momento de
ser puesta luego de la destilacion en frascos ambar previamente homogenizado, esto
con la finalidad de evitar posibles dafios del equipo al momento de realizar la inyeccion.

Las muestras son preparadas en viales debidamente etiquetados en referencia
a la muestra que se toma, luego en cada uno de los viales se coloca 10 pL de aceite
esencial Annona muricata, y 990 pL de diclorometano, dando una disolucién al 1% (v/v).
Seguidamente se realiza la inyeccion de hidrocarburos (Cdecano a C25-pentacosano),
mas conocidos con el nombre de TPH-6RPM de CHEM SERVICE, esto para la
determinacion de indices de retencion e identificacion de cada compuesto, los cuales
son inyectados en las mismas condiciones que los viales con muestras del aceite

esencial.
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Figura 9

Disoluciones de Annona muricata

=

Nota. Preparacion de la muestra para las respectivas

inyecciones del AE de Annona muricata

2.1.7.1 Corrida cromatografia en la columna DB-5MS acoplada a
espectrometria de masas. Para la inyeccion cromatografica de las

muestras del aceite esencial y los hidrocarburos se emplea una columna

no polar DB5-MS.

Las condiciones empleadas en esta corrida cromatografica se describen en la

Figura 10.
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Figura 10

Condiciones para Operar la Corrida Cromatografica con Columna DB-5MS en GC-MS

*Gas usado: Helio
*Modo: Split
Sistema de Inyeccion +Temperatura inicial: 220 °C
*Radio de particion: 40:1
*Presion: 11.02 psi

* Temperatura inicial: 50°C
*Tiempo inicial: 3 min
*Temperatura final 230°C
*Tiempo final: 3 min
*Rampa 3 °C/min

*Tipo: DB-5ms
*Modo: Flujo constante
* Temperatura maxima: 350°C
*Flujo inicial: 0.9 ml/min
*Presion inicial nominal: 11.02 psi
*Velocidad promedio: 23 cm/seg
*Presion de salida: Ambiente

*Gas empleado: Nitrogeno
*Temperatura: 100°C
21.7.2 Corrida cromatografica en la columna HP-INNOWAX
acoplada a espectrometria de masas. Para la inyeccion cromatografica de las

muestras del aceite esencial y los hidrocarburos se emplea una columna HP-INNOWAX.
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Figura 11

Condiciones de operacion de la corrida cromatografica con Columna polar HP-

INNOWAX acoplada a espectrometria de masas.

*Gas usado: Helio
*Modo: Split
* Temperatura inicial: 220 °C
*Radio de particion: 50:1

Sistema de Inyeccion

* Temperatura inicial: 50°C
*Tiempo inicial: 3 min
* Temperatura final 230°C
*Tiempo final: 3 min
*Rampa 3 °C/min

*Tipo: HP-Innowax
*Modo: Flujo constante
e Temperatura maxima: 270°C
*Flujo inicial: 0.9 ml/min
*Presion inicial nominal: 6.49 psi
*Velocidad promedio: 35 cm/seg
*Presién de salida: Ambiente

Detector *Temperatura: 250 °C

2.1.7.3 Corrida cromatografica en la columna DB-5MS acoplada al detector
de ionizacién de la llama (FID). Para la inyeccién cromatografica se utilizé la columna
DB-5MS, y se cambio6 las condiciones de operacion las cuales se visualizan en la Figura
12.

Para ser inyectadas en el detector de ionizacién de la llama (FID), se utilizé un
proceso ya mencionado en la Figura 11, al mismo que se adiciona la inyeccion de
hidrocarburos TPH-6RPM de CHEM SERVICE que son utilizados como modelos para la

corrida.
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Figura 12
Condiciones para Operar la corrida Cromatografica en Columna DB-5MS en
GC-FID

*Gas usado: Helio
*Modo: Split
Sistema de Inyeccién * Temperatura inicial: 220 °C
*Radio de particion: 40:1
*Presion: 11.02 psi

* Temperatura inicial: 50°C
*Tiempo inicial: 3 min
*Temperatura final 230°C
*Tiempo final: 3 min
*Rampa 3 °C/min

*Tipo: DB-5ms
*Modo: Flujo constante
* Temperatura maxima: 350°C
Columna *Flujo inicial: 0.9 ml/min
*Presion inicial nominal: 11.02 psi
*Velocidad promedio: 23 cm/seg
*Presion de salida: Ambiente

*Gas empleado: Nitrogeno

Detector «Temperatura: 100°C

2.1.7.4 Corrida cromatografica en la columna HP-INNOWAX acoplada al
detector de ionizacién en la llama (FID). La preparacién de muestras se aplica el
proceso indicado en la Figura 12 con la inyeccion de hidrocarburos, de tal manera se
llevd a cabo en la columna polar. La descripcién de tal proceso se visualizara

posteriormente en la Figura 13.
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Figura 13
Condiciones para Operar la corrida Cromatografica en Columna HP-INNOWAX

acoplada al detector de ionizacién en la llama (FID).

*Gas usado: Helio
*Modo: Split
* Temperatura inicial: 220 °C
*Radio de particion: 50:1

Sistema de Inyeccion

*Temperatura inicial: 50°C
*Tiempo inicial: 3 min
* Temperatura final 230°C
*Tiempo final: 3 min
*Rampa 3 °C/min

*Tipo: HP-Innowax
*Modo: Flujo constante
* Temperatura maxima: 270°C
*Flujo inicial: 0.9 ml/min
*Presion inicial nominal: 6.49 psi
*Velocidad promedio: 35 cm/seg
*Presién de salida: Ambiente

Detector *Temperatura: 250 °C

2.1.8 Identificacion de los compuestos quimicos del aceite esencial de Annona
Muricata

El cromatograma es una representacion grafica donde se pueden visualizar los
compuestos. Para eso se procede a integrar a los compuestos mediante un sistema de
integracion Chemstation integratorautoin1, obteniendo asi los picos, que nos permite el
analisis cuantitativo mediante la concentracion del compuesto.

Después de obtener los cromatogramas se procede a calcular los indices de
Retencién (IR) de los picos integrados, los cuales se calculan por comparacion de los
tiempos de retencién de los hidrocarburos (C10-C25) con relacion al tiempo de retencién

de los componentes del aceite esencial aplicando la siguiente ecuacion.
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t —t
IR = 100n + 100 * =X__Rn

RN — tRn
Doénde:

IR: indice de Retencion 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.

La identificacion de los compuestos se realiza a partir de los indices de Retencion
(IR) determinados experimentalmente en las corridas cromatograficas tanto en la
columna polar cono en la apolar, estos valores son debidamente comparados con los
reportados por (Adams, 2007). La diferencia entre el IR calculado y el leido debe ser
menor a 20 unidades. También se toma en cuenta parametros como el nimero de CAS
que presenta cada compuesto de tal modo que facilite la busqueda y la identificacién de

los IR de los constituyentes quimicos del aceite esencial.
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2.1.8.1 Cuantificacion de los compuestos identificados mediante
cromatografia de gases acoplada al detector de ionizacién de llama (FID), en
ambas columnas polar y no polar. Para la elucion de los compuestos, se procede a
la cuantificacién de estos. Los datos de hidrocarburos obtenidos en masas y en FID son
utilizados para calcular una ecuacion de la recta con la cual se obtiene los tiempos de
retencion de cada compuesto.

Estos tiempos de retencién calculados se comparan con los tiempos de
retencién detectados de cada muestra; los tiempos de retencién se van ajustando a los

compuestos encontrados en cada columna, polar y no polar.
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Capitulo Tres
Resultados

3.1 Recoleccion de la materia vegetal

Se realizaron tres salidas de campo para recolectar la materia vegetal. En la
siguiente Tabla 1 se observa la cantidad recolectada.

Tabla 1

Muestra recolectada (Kilogramos)

Recolecciones Kilogramos
1 3,750
2 4,165
3 3,520

Nota. Para cada recoleccion se traté de tomar de 3 y 5 kg de muestra. 3.2

Rendimiento del aceite esencial

Los resultados de los rendimientos obtenidos del AE de Annona muricata se
observa en la Tabla 2, donde se calcul6 el rendimiento, el promedio y la desviacion
estandar de los valores. Las muestras se etiquetaron de la siguiente manera AM1, AM2
y AM3.

Tabla 2

Calculo del Rendimiento de la extraccion.

Muestras  Rendimiento X 0
calculado
(%)
AM1 0,053 0,05 0,007
AM2 0,055
AM3 0,042

X- media aritmética

O: desviacion estandar
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3.3 Composicién Quimica del aceite esencial Annona muricata

1.3.1 Andlisis cuantitativo y cualitativo

La determinacion de la composicion quimica de Annona muricata se logré mediante
la inyeccién en la columna DB-5MS (no polar), acoplado a la espectrometria de masas
(GC-MS) y a un detector de ionizacion de la llama (GC-FID); el analisis de la muestra
que arrojo el cromatograma se observa en la Figura 14 y 15.

Figura 14

Cromatograma de la columna DB5-MS del aceite esencial Annona muricata

180000

160000 |

k| JLPE Hﬂ?

A
an Fro Ll_ ;.y{skh‘f-‘ w7 ‘ : R

Nota. Resultados experimentales
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Figura 15

Cromatograma de la columna HP INNOWAX

T 5 = 8 o F o o o
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Nota. Resultados experimentales
En las figuras 14 y 15 expuestas anteriormente del cromatograma los picos que se
observan indican los compuestos obtenidos del aceite esencial, en el eje de las
abscisas presenta el indice de retencion mientras que, el eje de las ordenadas
representa la abundancia de la composicidon presente de Annona muricata, de tal
manera que los compuestos mayoritarios que se observan en el perfil cromatografico
son aquellos que tienen una mayor altitud con relacién a los demas.

En el analisis cualitativo de los componentes, es necesario utilizar los indices
de retencién calculados para que puedan ser comparados con aquellos que han
sido obtenidos mediante la experimentacion con la finalidad de que se pueda comparar
cada uno de los espectros con la bibliografia del programa "MSD-Chemstation
D.01.00.SP1" y del libro denominado “ldentification of essential oil
components by gas Chromatography/Mass spectrometry” (Adams, 2007).

En la tabla 3, se muestran los resultados de la columna DB5-MS y HP INNOWAX,

también se detalla la composicion quimica del aceite esencial de Annona muricata; los
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mismos que estan dispuestos de acuerdo con el orden de elucién en la columna DB5-
MS

Se resaltan también los IK calculados y los reportados en la literatura, el porcentaje
promedio relativo para cada muestra, la media relativa y la desviacion estandar de las

tres muestras inyectadas en el GC.



Tabla 3

Composicioén quimica del aceite esencial de Annona muricata en la Columba DB5-MS y HP INNOWAX
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DB-5MS HP-INNOWAX
Pico IK IK % de cantidad Relativa - % de car_ltidad _
Compuestos cal | Ref. Media o IK Cal | IK Ref. Relativa Media c
AM1 | AM2 AM3 AM1 | AM2 AM3
1 B-tricloroetano 853 1,44 1,98 1,65 1,69 0,27 1065 1058 0,44 | 0,98 0,65 0,69 0,27
2 Acido isovalérico 855 0,33 | 0,36 0,38 0,35 0,02 1071 1078 0,23 | 1,26 0,28 0,59 0,58
3 a-gurjeneno 865 1,81 2,27 0,20 1,43 1,09 1523 1529 2,14 1,15 2,78 2,02 0,82
4 a-Pinene 867 | 862 | 6,95 | 8,51 7,32 7,59 0,81 1087 1082 442 | 4,37 4,41 4,40 0,03
5 B-Pinene 873 | 877 | 298 | 3,73 1,81 2,84 0,97 1148 1150 2,69 | 2,67 2,71 2,69 0,02
6 Ethyl 4-pentenoate | 877 0,77 0,97 3,07 1,60 1,28 1145 1149 0,08 | 0,09 0,09 0,09 0,00
7 Propilciclohexano 879 0,27 | 0,36 0,09 0,24 0,14 1250 1253 0,25 | 0,33 0,29 0,29 0,04
8 a-Terpinene 881 0,20 1,18 0,82 0,73 0,50 1157 1183 0,82 | 0,82 0,18 0,61 0,37
9 y-Terpinene 882 0,85 | 0,55 0,32 0,57 0,27 1209 1231 0,17 | 0,17 0,19 0,18 0,01
10 D-Limonene 889 0,43 0,06 0,98 0,49 0,46 1170 1203 1,47 1,46 1,49 1,47 0,02
11 Hexadienol 904 0,26 | 0,38 0,29 0,31 0,06 1689 1684 0,38 | 0,29 0,26 0,31 0,06
12 B-Selineno 921 2,26 0,11 0,11 0,83 1,24 1740 1743 2,52 | 244 2,45 2,47 0,05
13 a-Selineno 931 | 936 | 0,89 | 2,95 2,41 2,08 1,07 1747 1744 3,09 | 3,01 3,02 3,04 0,05
14 m-Menthane 933 0,79 1,14 0,97 0,96 0,18 1792 1790 0,47 | 0,46 0,41 0,45 0,03
15 Acido alilacético 936 0,47 1,05 0,86 0,79 0,29 1562 1557 0,45 | 0,39 1,47 0,77 0,61
16 Elemene 943 2,83 | 0,14 0,33 1,10 1,50 1675 1660 2,20 | 3,19 3,19 2,86 0,57
17 B-copaeno 953 0,15 | 3,71 2,97 2,28 1,87 1732 1725 475 | 4,61 4,62 4,66 0,08
18 Estragole 954 0,79 1,29 1,19 1,09 0,27 1706 1701 1,69 | 1,67 1,69 1,69 0,01
19 Terpinen-4-ol 959 0,55 | 0,99 0,85 0,80 0,22 629 635 0,39 | 0,39 0,40 0,39 0,01
20 a-sabineno 975 | 975 | 0,11 0,20 0,47 0,26 0,19 1747 1744 242 | 242 2,45 2,43 0,02
21 Myrcene 991 | 990 | 0,19 | 0,34 0,53 0,35 0,17 1526 1534 0,15 | 0,15 0,14 0,15 0,01
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22 Caryophyllene oxide | 1022 0,10 | 0,18 0,19 0,16 0,05 1992 1999 0,38 | 0,37 0,31 0,36 0,04
23 3-Phellandrene 1028 | 1029 | 2,33 | 1,14 1,96 1,81 0,61 1123 1118 1,22 | 1,21 2,31 1,58 0,63
24 Ledol 1331 0,50 | 0,15 0,17 0,27 0,20 2016 2030 0,11 | 0,10 0,09 0,10 0,01
25 Elemene <d-> 1334|1338 | 0,28 | 0,42 0,45 0,39 0,09 1796 1790 0,20 | 0,19 0,19 0,19 0,01
26 a-Cadinol 1381 0,074 | 0,09 0,07 0,08 0,01 2143 2124 0,12 | 0,11 0,11 0,11 0,00
27 0-Elmeno 1389 | 1390 | 4,28 | 4,19 4,48 4,31 0,15 1845 1839 3,60 | 347 3,56 3,55 0,07
28 Phytol 1402 1,90 | 0,25 0,07 0,74 1,01 2285 2281 1,53 | 0,51 0,52 0,85 0,58
29 Gurjunene <a-> 1405|1409 | 2,03 | 1,81 0,21 1,35 0,99 1523 1529 2,31 | 2,22 2,20 2,25 0,06
30 Trans-Cariofileno | 1417 | 1419 | 53,19 | 47,73 | 50,73 50,55 2,73 1608 1612 | 45,67 | 45,74 | 45,50 | 45,64 0,12
31 Humulene <a-> 1454 | 1454 | 2,66 | 2,00 1,98 2,21 0,39 1711 1705 2,18 | 2,11 2,12 2,14 0,04
32 Valencene 2 1458 | 1460 | 0,25 | 0,30 2,07 0,88 1,04 - - 0,32 | 0,32 0,31 0,31 0,01
33 Germacrene D 1479 | 1481 | 2,16 | 2,79 2,87 2,61 1,26 2042 2053 211 | 2,78 2,20 2,36 0,36
34 Muurolene <a-> 1487 | 1490 | 0,28 | 0,39 0,36 0,34 1,47 1715 1704 0,40 | 0,41 0,41 0,41 0,01
35 Germacrene B 1494 | 1500 | 0,18 | 2,36 0,37 0,97 1,21 1581 1584 2,89 | 2,81 2,75 2,82 0,07
36 Bicyclogermacrene | 1498 | 1500 | 0,45 | 0,20 2,46 1,04 1,24 2151 2148 0,23 | 2,21 0,12 0,85 1,18
37 Cadinene <d-> 1518 | 1523 | 0,12 | 0,55 0,19 0,29 0,23 2143 2124 1,12 | 0,11 0,11 0,44 0,58
Total Identificado 96,38 96,17

Nota. En esta tabla se exponen todos los compuestos obtenidos por medio de la columna no polar DB5MS donde; *= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos
identificados en la columna DB5- MS; += Porcentajes promedio con relacion al % area de los picos reportados en la columna DB-5MS; o= Desviacion estandar; IKCal=
Indice de Kovats calculado; IKRef= Indice de Kovats descrito en bibliografia: a. (Adams, 2007)
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Los picos observados en el aceite de Annona muricata corresponden a un total de
37 compuestos identificados, obtenidos mediante la corrida cromatografica en la
columna DB5-MS resultando de esto un porcentaje de identificacion del 96,38%.

Los compuestos mayoritarios del aceite esencial Annona muricata en la columna
DB5-MS, se pueden observar la figura 16, entre los cuales tenemos: trans-Cariofileno
(50,55%), a-Pinene (7,59), Elemene <0-> (4,31%), B-Pineno (2,84%), Germacrene D
(2,61%), Humulene <a-> (2,21%), a-Selineno (2,08%), Phellandrene <B-> (1,81%).

Figura 16

Compuestos mayoritarios del aceite esencias en la Columna DB5-MS.

DB5-MS
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Nota. El eje “y” simboliza la cantidad de compuestos en porcentaje presente
en el aceire esencial de Annona muricata.
Los compuestos mayoritarios del aceite esencial Annona muricata en la columna
HP INNOWAX, se pueden observar la figura 17, entre los cuales tenemos: Trans-
Cariofileno (45,64%), a-Pineno (4,40%), d-Elemene (3,55%), a-Selineno (3,04%), B-
Pineno (2,69%), Germacrene D (2,36%), Humulene <a-> (2,14), B-Phellandrene

(1,58%).
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Figura 17

Compuestos mayoritarios del aceite esencial en la Columna HP INNOWAX

HP INNOWAX-MS
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Nota. El eje “y” simboliza la cantidad de compuestos en porcentaje presente en el
aceite esencial de Annona muricata.

Los compuestos mayoritarios presentados anteriormente concuerdan casi en su
totalidad con lo expuesto por (Gina, y otros, 2016) en donde, su identificacion de
compuestos mayoritarios corresponde a: trans-cariofileno (21,3%), germacreno A
(14,2%), Germacreno D (8,8%) y a-E-bergamoteno (7,9%). Observando que los
compuestos en efecto, comparten los dos metabolitos mayoritarios con una relacion de
procentaje mayor entre los tomados de bibliografia y los experimentales; la composicion
del resto de compuestos mayoritarios se pudo ver afectada por la fluctuacion en el
método de destilacion vy la volatilizacion de algunos de los compuestos del aceite
esencial.

La especies de la familia Annonaceae han demostrado propiedades como
insecticidas y antibacterianas, y se han utilizado para los tratamientos médicos (Gabriel,
2018).

Las hojas de Annona muricata. Contienen alcaloides a los cuales se les atribuye
propiedades antitumorales y antioxidantes, entre los tipos de alcaloides como reticulina,

coreximine, coclarine, anomurina, annomuricin E, annomuricin C, muricatocin C,
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gigantetroneina y muricapentocin. Los aceites esenciales de las hojas contienen -
caryophyllene, &-cadinene, epi-a-cadinol y a-cadinol (Pascuala, 2020).

En lo que respecta al analisis cuantitativo, se lo realizé acoplando el detector de
ionizacion de la llama al cromatégrafo de gases en la columna no polar DB-5MS vy la
columna polar HP-INNOWAX.

En la tabla 4, se muestran los resultados obtenidos de las corridas cromatograficas
con el detector de ionizacion de la llama FID, comparados con los porcentajes obtenidos
en masas, con los cuales se puede realizar el analisis cuantitativo de los compuestos
que conforman el aceite esencial.

Se resaltan también los IK calculados y los reportados en la literatura, el porcentaje
promedio relativo para cada muestra, la media relativa y la desviacion estandar de las

tres muestras inyectadas en el GC.



Tabla 4

Compuestos mayoritarios obtenidos en GC-FID con Columna DB5-MS y la Columna HP INNOWAX FID
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DB5-MS

HP-INNOWAX

% de Cantidad Relativa

% de Cantidad Relativa

PICO Compuestos Media Media o
AM1 AM2 AM3 AM1 AM2 AM3

MS |(FID | MS | FID | MS | FID | MS | FID |MS |FID | MS | FID | MS | FID | MS | FID | MS | FID | MS | FID
1 ’B-tricloroetano 144 1175|1198 | 165|165 | 155|169 | 165 |0,27|0,10| 044 | 1,13 | 0,98 | 0,05 | 0,65 | 0,05 | 0,69 | 0,41 | 0,27 | 0,63
2 Acido isovalérico | 0,33 | 0,18 | 0,36 | 0,12 | 0,38 | 0,11 | 0,35 | 0,14 |0,02|0,04 | 0,23 | 0,23 | 1,26 | 1,16 | 0,28 | 1,18 | 0,59 | 0,86 | 0,58 | 0,55
3 a-gurjeneno 1,81 - 2,27 - 0,20 - 1,43 - 1,09 - 2,14 10,20 | 1,15 0,25 | 2,78 | 0,27 | 2,02 | 0,24 | 0,82 | 0,04
4 a-Pinene 6,95 | 2,76 | 8,51 | 2,76 | 7,32 | 2,75 | 7,59 | 2,76 | 0,81 0,01 | 442 | 296 | 4,37 | 224 | 441 | 3,21 | 4,40 | 2,80 | 0,03 | 0,50
5 B-pinene 298 | 0,77 | 3,73 | 0,77 | 1,81 | 0,73 | 2,84 | 0,76 |0,97 | 0,02 | 269 | 2,84 | 2,67 | 2,86 | 2,71 | 2,45 | 2,69 | 2,72 | 0,02 | 0,23
6 | Ethyl 4-pentenoate | 0,77 - 0,97 | 0,48 | 3,07 | 0,66 | 1,60 | 0,38 |1,28]| 0,13 | 0,08 - 0,09 - 0,09 - 0,09 - 0,00 | -
7 Propilciclohexano | 0,27 - 0,36 | 0,83 | 0,09 | 0,78 | 0,24 | 0,54 |0,14| 0,04 | 0,25 - 0,33 - 0,29 - 0,29 - 0,04 | -
8 a-Terpineno 02003118 | 043 | 0,82 | 046 | 0,73 | 0,41 |0,50|0,06| 0,82 | 1,08 |0,82 | 1,09 | 0,18 | 1,07 | 0,61 | 1,08 | 0,37 | 0,01
9 y-Terpinene 0,85 048 | 055|011 0,32 | 0,77 | 0,57 | 0,45 |0,27]| 0,33 | 0,17 | 1,01 | 0,17 | 1,34 | 0,19 | 1,17 | 0,18 | 1,18 | 0,01 | 0,17
10 D-Limonene 0,43 - 0,06 - 0,98 - 0,49 - 046| - 1,47 | 319 | 1,46 | 341|149 | 3,81 | 147 | 3,47 | 0,02 |0,31
11 Hexadienol 0,26 - 0,38 | 0,16 | 0,29 | 0,45 | 0,31 | 0,20 | 0,06 | 0,21 ] 0,38 - 0,29 - 0,26 - 0,31 - 0,06 | -
12 B-Selineno 2,26 |1,05| 0,11 | 1,06 | 0,11 | 0,35 0,83 | 0,82 |1,24|0,41| 252 | 3,08 | 244 | 3,26 | 245 | 3,91 | 2,47 | 3,42 | 0,05 |0,44
13 a-Selineno 0,89 | 015 | 295 | 157 | 241 | 153 | 2,08 | 1,08 |1,07|0,81 | 3,09 | 3,89 | 3,01 | 3,55 | 3,02 | 3,84 | 3,04 | 3,76 | 0,05 0,18
14 m-Menthane 0,79 - 1,14 - 0,97 - 0,96 - 0,18 - 0,47 - 0,46 - 0,41 - 0,45 - 0,03 | -
15 Acido alilacético | 0,47 | 0,53 | 1,05 | 0,43 | 0,86 | 0,47 | 0,79 | 0,48 |0,29| 0,05 | 0,45 - 0,39 - 1,47 - 0,77 - 061] -
16 Elemene 283073014 0,76 | 0,33 | 0,79 | 110 ]| 0,76 |1,50|0,03 | 2,20 | 0,19 | 3,19 | 0,21 | 3,19 | 0,18 | 2,86 | 0,19 | 0,57 | 0,02
17 B-copaeno 0,15 - 3,71 - 2,97 - 2,28 - 1,87 - 4,75 | 3,19 [ 461 | 391 | 462 | 3,22 | 466 | 3,44 | 0,08 |0,41
18 Estragole 0,79 1011129 |0,14 119 |1 0,15|1,09 | 0,13 |0,27]|0,02 | 169 | 0,33 | 1,67 | 0,36 | 1,69 | 0,28 | 1,69 | 0,32 | 0,01 | 0,04
19 Terpinen-4-ol 055|012 09 |0,11) 085 0,11] 0,80 | 0,11 [0,22]0,01]0,39 ] 0,94 10,39 0,90 | 0,40 | 0,93 | 0,39 | 0,92 | 0,01 | 0,02
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20 a-sabineno 0,11 (0,11 0,20 | 0,12 | 0,47 | 0,12 | 0,26 | 0,12 |[0,19] 0,01 | 242 | 3,20 | 2,42 | 355 | 2,45 | 3,33 | 243 | 3,36 | 0,02 | 0,18
21 Myrcene 0,19 { 0,08 | 0,34 | 0,01 | 0,53 | 0,09 | 0,35 | 0,06 |0,17]| 0,05 | 0,15 - 0,15 - 0,14 - 0,15 - 0,01 ] -
Caryophyllene
22 oxide 0,10 - 0,18 - 0,19 - 0,16 - 0,05 - 0,38 | 0,28 | 0,37 | 0,46 | 0,31 | 0,25 | 0,36 | 0,33 | 0,04 [ 0,12
23 B-Phellandrene | 2,33 | 1,57 | 1,14 | 0,56 | 1,96 | 0,76 | 1,81 | 0,96 |0,61|0/54 | 1,22 | 247 | 121 | 2,87 | 2,31 | 3,21 | 1,58 | 2,85 | 0,63 | 0,37
24 Ledol 0,50 | 0,76 | 0,15 | 0,75 | 0,17 | 0,71 | 0,27 | 0,74 |0,20]| 0,03 | 0,11 ]| 0,12 | 0,10 | 0,11 | 0,09 | 0,25 | 0,170 | 0,16 | 0,01 | 0,08
25 Elemene <d-> 0,28 - 0,42 - 0,45 - 0,39 - 0,09| - 020|018 019 ]0,18 | 0,19 | 0,174 | 0,19 | 0,17 | 0,01 | 0,02
26 a-Cadinol 0,074 0,26 | 0,09 | 0,43 | 0,07 | 0,42 | 0,08 | 0,37 |0,01]|0,10| 0,12 | 0,12 | 0,11 | 0,11 | 0,11 | 0,14 | 0,11 | 0,12 | 0,00 | 0,01
27 0-Elemeno 4,28 | 6,71 | 419 | 580 | 448 | 6,71 | 431 | 6,41 |0,15]/0,53 | 3,60 | 1,20 | 347 | 1,34 | 3,56 | 1,20 | 3,55 | 1,25 | 0,07 | 0,08
28 Phytol 1,90 - 0,25 - 0,07 - 0,74 - 1,01 - 1,53 10,73 | 051 ]0,74 | 052 | 0,76 | 0,85 | 0,74 | 0,58 | 0,02
29 Gurjunene <a-> | 2,03 | 4,35 | 1,81 | 445 | 0,21 | 437 | 1,35 | 439 {0,99]|0,05| 2,31 ]| 0,20 | 2,22 | 0,12 | 2,20 | 0,21 | 2,25 | 0,18 | 0,06 | 0,05
30 | Trans-Cariofileno | 53,19 |45,10| 47,73 |44,10| 50,73 |47,10| 50,55 | 45,43 | 2,73 | 1,53 | 45,67 | 49,53 | 45,74 | 53,66 | 45,50 | 52,54 | 45,64 |51,91| 0,12 | 2,14
31 Humulene <a-> | 266 | 445 | 2,00 | 455 | 198 | 444 | 2,21 | 448 |0,39|0,06 | 2,18 | 3,99 | 211 | 319 | 2,12 | 3,21 | 2,14 | 3,46 | 0,04 | 0,46
32 Valencene 2 0,25 - 0,30 - 2,07 - 0,88 - 1,04 - 0,32 - 0,32 - 0,31 - 0,31 - 0,01 ] -
33 Germacrene D 216 | 744 | 2,79 | 749 | 287 | 7,83 | 261|759 |0,39/0,21 | 211 | 211 | 2,78 | 2,60 | 2,20 | 2,57 | 0,70 | 2,65 | 0,36 | 0,28
34 Muurolene <a-> | 0,28 | 2,36 | 0,39 | 6,71 | 0,36 | 2,32 | 0,34 | 3,80 |0,06|2,52| 0,40 | 0,27 | 0,41 | 0,24 | 0,41 | 0,20 | 0,41 | 0,24 | 0,01 | 0,03
35 Germacrene B 0,18 - 2,36 - 0,37 - 0,97 - 1,21 - 2,89 - 2,81 - 2,75 - 2,82 - 0,07 | -
36 |Bicyclogermacrene | 0,45 |15,44| 0,20 [15,35| 2,46 1,04 110,26 | 1,24 | 0,06 | 0,23 - 2,21 - 0,12 - 0,85 - 1,18 | -
37 Cadinene <d-> 0,12 - 0,55 - 0,19 - 0,29 - 0,23| - 1,12 1112 /011 ]110] 0,11 | 1,11 ] 0,44 | 0,74 | 0,58 | 0,01
Total identificado 96,38 95,28 94,51 92,95

Nota. AM1= Primera muestra de aceite; AM2= Segunda muestra de aceite; AM3= Tercera muestra de aceite; MS= Espectrometria de masas; FID= lonizacién de la

llama
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Para la identificacion de los compuestos pertenecientes a DB5-MS FID y a HP
INNOWAX FID, se efectio una comparacion con los resultados de espectrometria de
masas, estableciendo los siguientes compuestos mayoritarios: trans-cariofileno
(51,91%), a-Selineno (3,76%), Humulene <a-> (3,46%), phellandrene <B-> (2,85%), a-

Pineno (2,80%), B-Pineno (2,72%), Germacrene D (2,65%), Elemene <d-> (1,25%).

3.4 Analisis enantiomérico del aceite esencial

La identificacion y aislamiento de los diferentes componentes de los aceites
esenciales ha constituido siempre un desafio para los quimicos por su complejidad y
variabilidad de composicion. El analisis enantiomérico es un ejemplo de técnica analitica
cuyo desarrollo se ha visto acelerado por la importancia de la aplicacién de sus
resultados a la caracterizacion de mezclas volatiles como los aceites esenciales

(Eduardo, 2018).

Para el aceite esencial de Annona muricata se identifico cinco pares de
enantiomeros con su respectiva distribucion y exceso enantiomérico. Donde, tres de

ellos son monoterpenos y los dos ultimos pertenecen al grupo de los sesquiterpenos.

Los compuestos que presentan un mayor exceso enantiomeérico son: (-) y (+) o-

pinene, y (-) y (+) Limonene como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5

Enantiébmeros del Aceite Esencial de Annona muricata

Distribucion Exceso
RT Compuesto IK Area Enantiomérica Enantiomérico
(%) (%)
5,75 (-)-B-pinene 997 1576065 0,05 99.85
6,60 (+)-B-pinene 1015 2228303 58,57

3,03 (-)-a-pinene 936 1230701 0,07
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+)-0-
3,36 *) 944 1363482 52 56 99,74
pinene
8,48 - 1057 420548 0,02
’ limonene ’ 99,95
8,65 (-)-limonene 1061 5043328 92.30
(+)-
36,63 1710 7554037 99.73
muurolene 82 33
36,80 Cr 1715 808109 9,66
muurolene
(+)5-
37.28 1728 18652293 67,28
cadinene 34 56
()5
37.44 1732 9071983 32,72

cadinene
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Conclusiones
El aceite esencial de Annona muricata presento un rendimiento del 0,05%.

En la composicion quimica del aceite esencia de Annona muricata se identificaron 37
compuestos de los cuales se logré una identificacién de 96,38% en la columna DB-5MS,
a diferencia de la columna HP INNOWAX, representa un 96,17%.

Se identificaron 8 compuestos mayoritarios en la columna DB5-MS son: trans-
Cariofileno (50,55%), a-Pinene (7,59), Elemene <&-> (4,31%), B-Pineno (2,84%),
Germacrene D (2,61%), Humulene <a-> (2,21%), a-Selineno (2,08%), Phellandrene <@3-
> (1,81%).

Se identificaron 8 compuestos mayoritarios en la columna HP INNOWAX son:
trans-Cariofileno (45,64%), a-Pinene (4,40), Elemene <d-> (3,55%), a-Selineno
(3,04%), B-Pineno (2,69%), Germacrene D (2,36%), Humulene <a-> (2,14%),
Phellandrene <B-> (1,58%).

En el andlisis de distribucién enantiomérica se determiné cinco pares de
enantidmeros los cuales fueron: B-pinene, a-pinene, limonene, muurolene y &-cadinene.
El exceso enantiomérico mostro que el (+)-limonene y el (+)-B-pinene se encuentran

practicamente puros.


https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C127913&Units=SI&Mask=2280
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C127913&Units=SI&Mask=2280
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C127913&Units=SI&Mask=2280
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Recomendaciones
Realizar un estudio previo del sector en el cual se va a llevar a cabo el estudio,

con el fin de garantizar la existencia de la especie.

Realizar un procedimiento adecuado para la seleccién de la materia vegetal, ya que,
durante el proceso puede arrastrar impurezas dando como resultado un aceite esencial

en pésimas condiciones.

Desarrollar investigaciones sobre la actividad biologica, antioxidante y en forma
farmacéutica por lo que las hojas de Annona muricata contienen alcaloides a los cuales

se les atribuye propiedades antitumorales y antioxidantes.
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Apéndice

Apéndice uno
Determinacion del porcentaje de rendimiento

Para él %R de los aceites esenciales se relaciond el volumen del aceite esencial
obtenido por cada destilacion, con la cantidad de materia vegetal usado para cada
destilacion.

_ volumen (ml)

«100
(peso /gr)

%R

Donde:
%R: porcentaje de rendimiento
V: volumen del aceite esencial extraido de cada destilacién (ml)

P: peso del material vegetal usado para cada destilacion (gr)
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Apéndice dos

indice de Kovats
Obtenido los cromatogramas se procedio a calcular mediante la ecuacion los indices de
Kovats (lk) de los picos integrados, comparando el tiempo de retencion de los
hidrocarburos con el tiempo de retencion de los componentes del aceite esencial

aplicando la siguiente formula.

tRX — tRX

Ik = 100n + 100*m

Donde:

Ik: indice de retencion de Kovats.

n: NUmero de atomos de carbono en n-alcano.

trx: Tiempo de retencién del compuesto analizado, que eluye en el centro de n- alcano

trn: Tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado.

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

La identificacidon de los compuestos se realizé en base a los indices de retencion
(IR) determinados experimentalmente en las corridas cromatografias tanto en la
columna polar como en la no polar, valores que fueron comparados con los reportados
por (Adams, 2009), bases de datos como Nist (National Institude of Standards and
Technology) y en los articulos de revistas como Flavour and Fragance: de modo que la

diferencia entre IR calculado y el leido debe ser menos a 20 unidades.
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Apéndice tres

Exceso enantiomérico

Para este calculo se relaciona la distribucion enantiomérica que resulto con anterioridad

aplicando la siguiente formula.

[R—S]

100
[R+S]

ee(%) =

Donde:

ee(%): exceso enantiomérico

R: enantidmero (+)

S: enantiémero (-)
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