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Resumen:

Ruta graveolens, conocida como ruda, es una planta de la familia de la Rutaceae,
nativa de Europa e introducida en América en la Edad Media. Su aceite esencial
esta compuesto por terpenos y terpenoides como los: flavonoides, cumarinas,
furanocomarinas y mayoritariamente por cetonas. Ademas, al aceite esencial de R.
graveolens se le ha atribuido varias propiedades biolégicas como una actividad
antimicrobiana en contra de especies de bacterias patdogenas (Gram positivas y
Gram negativas), asi como actividad insecticida y anticancerigena.

En este trabajo se evalud la composicion del aceite esencial de Ruta graveolens
obtenidos de diferentes zonas geograficas, en los cantones de Cuenca y Morona.
El analisis se realiz6 mediante un método optimizado para cromatografia de gases
con deteccién de ionizacién a la llama (GC-FID). En la optimizacién del método se
observé que una mayor area de picos cromatograficos se obtuvdé a una de
temperatura de inyeccién 160 °C. Sin embargo, una mejor resolucion se obtiene a
220 °Cy para cubrir el amplio rango de temperaturas de ebullicién de los posibles
componentes del aceite esencial, se continud los analisis subsecuentes a esta
temperatura. Los principales componentes del aceite esencial de Ruta graveolens
identificados fueron el 2-nonanona y 2-undecanona, tanto en los ejemplares del
canton Cuenca como los del canton Morona. Al comparar la composicion general
de los aceites de los ejemplares de ambos cantones, se observé una diferencia
significativa atribuida a las variaciones por la zona geogréfica donde se recolectaron

las muestras.

Palabras claves: Aceite esencial. Ruta graveolens. Morona. Cuenca. Variacion
geografica.
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Abstract:

Ruta graveolens, known as rue, is a plant of the Rutaceae family, native to Europe
and introduced to America in the Middle Ages. Its essential oil is composed of
terpenes and terpenoids such as: flavonoids, coumarins, furancomarins and mainly
ketones. In addition, the essential oil of R. graveolens has been attributed several
biological properties such as antimicrobial activity against pathogenic bacteria
species (Gram positive and Gram negative), as well as insecticidal and anticancer

activity.

In this work, the composition of Ruta graveolens’ essential oil obtained from different
geographical areas, in the cantons of Cuenca and Morona, were evaluated. The
analysis was performed using an optimized method for gas chromatography with
flame ionization detection (GC-FID). In the optimization of the method, it was
observed that a major area of chromatographic peaks was obtained at an injection
temperature of 160 °C. However, a better resolution is obtained at 220 °C and, to
cover the wide range of boiling temperatures of the possible components of the
essential oil, subsequent analyzes were continued at this temperature. The main
components of the essential oil of Ruta graveolens identified were 2-nonanone and
2-undecanone, both in the specimens from the Cuenca canton and those from the
Morona canton. When comparing the general composition of the oils of the
specimens from both cantons, a significant difference was observed attributed to the

variations by the geographical area where the samples were collected.

Keywords: Essential oil. Ruta graveolens. Morona. Cuenca. Geographic variation.
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Introduccion

Las plantas, como seres vivos, dependen para su desarrollo de factores
geograficos, climaticos, nutricionales, entre otros. En respuesta a estos factores, las
plantas generaran variaciones fenotipicas, asi como en la produccion de
metabolitos primarios y secundarios.

Ruta graveolens es una planta introducida de origen europeo, comunmente
conocida en el Ecuador con el nombre de Ruda. Esta planta es ampliamente
utilizada en la medicina tradicional y, debido a su resistencia y adaptabilidad a
diferentes factores ambientales, es cultivable en las cuatro regiones del Ecuador.
Los aceites esenciales de las plantas son un conjunto de metabolitos secundarios,
principalmente compuestos volatiles, que le brindan a la planta caracteristicas de
sabor, olor y actividad biolégica que podria ser de interés farmacoldgico. En
particular, el aceite esencial de Ruta graveolens esta compuesto principalmente por
metil- cetonas, los cuales le confieren sus propiedades de interés bioldgico.

Debido al amplio uso de R. graveolens, al interés farmacologico de determinados
compuestos de su aceite esencial, y considerando que el cultivo de la ruda puede
adaptarse a diferentes regiones geogréaficas y condiciones climaticas del Ecuador,
en este trabajo de titulacion se planteé la evaluacion de las diferencias en la
composicién del aceite esencial entre ejemplares de la regidbn amazonica (cantén

Morona) y la region interandina (cantén Cuenca).

Hipotesis del estudio

Existen diferencias cuali-cuantitativas en la composicion del aceite esencial de R.
graveolens obtenidas de los cantones Cuenca y Morona.

Objetivo general

Evaluar la variacion de la composicion del aceite esencial de R. graveolens entre

muestras de la especie provenientes del cantén Cuenca y Morona.
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Objetivos especificos

« Estimar el rendimiento del aceite esencial de ejemplares de R. graveolens

recolectados en los cantones Cuenca y Morona.

o Determinar la composicion de los aceites esenciales extraidos de las
muestras de R. graveolens mediante GC-FID.
e Analizar las diferencias entre la composicion de los aceites esenciales de los

ejemplares de R. graveolens de las zonas estudiadas.
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. Marco teorico

1.1 Descripcion botanica de Ruta graveolens

La especie de Ruta graveolens pertenece a la familia de las Rutaceae, considerada
como una hierba lampifia y en su base puede ser lefiosa. Esta planta es perenne y
posee una altura que puede oscilar entre 30 y 60 cm. Posee hojas alternas, bi o tri-
pinnado-partidas, punteadas-glandular, segmentos lineares, elipticos u obovados.
Sus flores se disponen en grupos terminales de un color amarillo, con la corola de
4 o 5 pétalos. El fruto se encuentra en forma capsular de 4-5 l6bulos (Calderin &
Calderin, 2020; Rojas et al., 2011).

1.2 Descripcion etnobotanica de Ruta graveolens

Los saberes tradicionales son parte importante para las diferentes culturas de
Latinoamérica. R. graveolens, comunmente conocida como Ruda en Ecuador,
posee una amplia aplicacion empirica y tradicional. Su infusién se suele usar para
el tratamiento de célicos y problemas gastrointestinales. También se suele usar en
rituales para curar el espanto. Las partes que se utilizan con estos fines son las
hojas y el tallo, y se lo toma en modo de infusién, decoccion o macerado (Galvis &
Torres, 2017; Zambrano et al., 2015).

1.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromaticos extraidos de diferentes
partes de la plata como las hojas, corteza, semillas, flores y cascaras (Ansah et al.,
2019). Quimicamente, los aceites esenciales son mezclas complejas de
hidrocarburos pertenecientes de la serie polietilénica del grupo mono y
sesquiterpenos, y de otros compuestos oxigenados como alcoholes, aldehidos,
cetonas, acidos, esteres y 6xidos (Labrada et al., 2018). Los aceites esenciales son
considerados como compuestos bioactivos naturales que pueden brindar efectos

positivos al crecimiento y salud de los animales (Omonijo et al., 2018).
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Los aceites esenciales pueden clasificarse segun varios criterios relacionados con
diferentes métodos de extracciéon, composicion quimica, aroma, etc. Con respecto
al aroma, los mas reconocidos son los aceites citricos, herbaceos, alcanforados,
florales, lefiosos, terrosos y picantes. Estos aromas suelen atribuirse a la parte de
la planta de la que se extrae el aceite. Tal es el caso de los aceites lefiosos que se
obtienen de la corteza y partes lefiosas de las plantas; o los aceites terrosos son
extraidos de las raices u otras partes subterrdneas de las plantas (Ansah et al.,
2019).

1.4 Composicién quimica del aceite esencial R. graveolens

La composicion quimica de los aceites esenciales puede ser muy variada. Entre
los principales componentes estan alcoholes (unidos a la estructura terpénica),
aldehidos ciclicos y terpenoides; cetonas, éter fendlico, éster, fenilpropanos y

sesquiterpenos (Ansah et al., 2019) (Anexo 1).

Se ha reportado que los compuestos que mayoritariamente se encuentra en el
aceite esencial R. graveolens son la 2-undecanona, 2-nonanona, 1-nonanona. Se
considera que las metil-2-cetonas, en particular la 2-undecanona y la 2-nonanona,
representan aproximadamente mas del 50% de la composicion total del aceite (Attia
et al., 2018; Chaaban et al., 2019; Perera et al., 2019; Poonkodi et al., 2017).

1.5 Caracteristicas fisicas del aceite esencial de Ruta graveolens

Los aceites esenciales poseen caracteristicas fisicas generales que incluyen ser
Opticamente activas, volatiles, densidad inferior al agua e insolubles en el mismo.
Las caracteristicas fisicas del aceite esencial de R. graveolens se presenta en la
Tabla 1 (Montoya, 2010).
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del aceite esencial de Ruta graveolens. Fuente:
(Liberty Natural, 2021; SVA organic, 2021).

Aspecto a 20°C: Liquido

Color: De incoloro a amarillo palido
Rotacion optica: -3a4°

Densidad a 20°C: 0,826 - 0,876 g/ml

indice de refraccion nD20: 1,4250 a 1,4850

Solubilidad en agua: Insoluble

1.6 Actividad biolégica del aceite esencial de Ruta graveolens

Al aceite esencial de ruda se le han atribuido algunas propiedades de tipo bioldgico
incluyen hepatotoxicidad, antioxidante, antiinflamatorio, citotdxico, antitumoral,
antifangico, anticonceptivo e infertiflidad, ademas de cierta actividad
anticancerigena e insecticida (Gentile et al., 2018; Ghramh et al., 2020; Poonkodi
et al., 2017).

e Actividad citotdoxica

El aceite esencial de Ruta graveolens presenta un efecto citotdxico con una
viabilidad menor al 40% en seis horas de cultivo de linfocitos humanos (Mena et al.,
2016). El aceite esencial de Ruta graveolens utilizado en concentraciones mayores
75 pl/ml manifiesta citotoxicidad en el desarrollo de los embriones de Tetraoygus
niger (Castro et al., 2011).

En el extracto acuoso de R. graveolens se han reportado compuestos como
alcaloides de tipo acridinas y quinolinas, flavonoides, cumarinas, fitotoxinas y
terpenos, los cuales le confieren las propiedades citotoxicas de la planta (Ghramh
et al., 2020; Rojas et al., 2011).
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e Actividad antioxidante

Dentro del cuerpo humano se producen especies reactivas de caracter oxidativo
gue provocan efectos negativos a largo plazo, dichas especies reactivas pueden

verse neutralizados por sustancias antioxidantes (Coronado et al., 2015).

La actividad antioxidante del aceite esencial de Ruta graveolens evaluada mediante
el método del radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH) obteniendo resultados
relativamente bajos, presentando un ICso de 16,14 mg/ml esto frente al &cido
ascorbico de 2,4 pg/ml, se considera estos resultados podria deberse a la ausencia

de compuestos aromaticos (Castro et al., 2011).
e Actividad antimicrobiana

El aceite esencial de Ruta graveolens presenta una actividad antimicrobiana
ante microorganismos Gram positivos y Gram negativos patdgenos para el ser
humano (Ghramh et al., 2020).

La actividad antibacteriana del aceite esencial de R. graveolens ha presentado
mayor efecto sobre las cepas de S. aureus (Delgadillo et al., 2017). También
presenta actividad antimicrobiana frente a K. pneumoniae ATCC 10031 (MIC 4,5-
5,2 ug/ml), P. aeruginosa ATCC 10145 (MIC 5,8-6,3 pug/ml) y E. coli ATCC 8739
(7,5-7,94 png/ml), S. aureus ATCC6538 (MIC 3,5-3,9 ug/ml) (Attia et al., 2018).. El
aceite esencial de R. graveolens tiene una mayor actividad antibiética con S. aureus
(ATCC 25923), B. cereus (ATCC 10876), M. flavus (ATCC 25923), E. faecalis
(ATCC 49452), P. mirabilis (ATCC 35659) con zonas de inhibicion mayores a 20
mm (MIC 1,48 pg/ml) indicando que el aceite esencial de R. graveolens presenta
una mayor actividad antimicrobiana sobre las bacterias gram positivas (Reddy & Al-
Rajab, 2016).

Por otro lado, el aceite esencial de ruda posee actividad antifungica contra cepas C.
albicans (ATCC 10231). Ademas las cepas A. fumigatus (MNHN 566) y F. oxyporum
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(MNHN 963917) son mas sensibles al aceite esencial en relacion con la anfotericina
B (Attia et al., 2018; Reddy & Al-Rajab, 2016).

e Actividad insecticida

La actividad insecticida del aceite esencial de ruda depende de la concentracion del
aceite, la especie que se somete y el periodo de exposicion (Chaaban et al., 2019).
Se ha reportado una actividad insecticida efectiva en larvas de mosca (Ghramh
et al., 2020). El aceite esencial de Ruta graveolens posee una actividad insecticida
significativa frente a C. cephalonica y S. zeamais, que puede deberse a las 2 metil

cetonas, que son sus constituyentes principales (Perera et al., 2019).
o Actividad antitumoral y anticancerigena

El aceite esencial de R. graveolens produce una disminucion en la angiogénesis en
células endoteliales umbilicales humanas, pero manteniendo la viabilidad celular
(Gentile et al., 2018). La actividad anticancerigena se ha descrito en lineas celulares
de HeLa y HepG2 ademas de reduccién del crecimiento en estas ultimas (Ghramh
et al., 2020).

e Actividad abortiva

Esta propiedad se le ha atribuido al extracto acuoso de R. graveolens que interfiere
en el sistema reproductivo, alterando el nivel hormonal y la morfologia de los ovarios

en ratas hembra (Rojas et al., 2011).

1.7 Factores que influyen en la composicidén de aceites esenciales

Los componentes del aceite esencial estan sujetos a las exigencias que presentan
las plantas en su proceso biolégico que esta condicionado por factores que influyen
en su composicion. Entre estos factores estan el origen de la especie, la parte que
se somete para la extraccion, las condiciones climaticas, la temperatura, calidad de

tierra, humedad, entre otros (Usano et al., 2014). En patrticular, la procedencia de
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las plantas, es decir la zona geografica, y las condiciones de crecimiento influyen
de manera significativa la composicion del aceite esencial, asi como en su actividad

bioldgica (Zarate et al., 2018).

1.7.1 Factores geogréficos

La variabilidad de la composicion del aceite esencial de R. graveolens podria verse
influenciado por efectos climéticos, variacion estacional, el lugar de crecimiento, las
precipitaciones, las condiciones geograficas, la salinidad del suelo, el periodo de
cosecha y el efecto de la luz (Reddy & Al-Rajab, 2016), asi como se ha observado
en otras especies. Por ejemplo, se han reportado diferencias en las actividades
antioxidantes e inhibidoras de la acetilcolinesterasa de aceites esenciales de
especies de Hertia cheirifolia que fueron recolectadas de diferentes zonas
bioclimaticas de Tunez (Rahali etal., 2020). También se reporté diferencias
significativas en la composicion del aceite esencial de Salvia verbenaca atribuido a
las diferencias en zona geografica y altitud de los lugares donde fueron recolectadas
las muestras (Mannu et al., 2020).

Para el caso de Ruta graveolens, la composicion del aceite de plantas provenientes
de los estados de Mérida y Miranda en Venezuela presentd diferencias en sus
componentes mayoritarios 2-nonanona, 2-undecanona y pregeijereno, asi como su
actividad antibacteriana, segun el lugar de recoleccion de las muestras. Con
respecto a especies del género Ruta, se ha reportado variabilidad del aceite
esencial de R. montana en su composicién, rendimiento, actividad antioxidante y
antimicrobiana, entre muestras recolectadas de diferentes zonas geograficas de
Algeria. El rendimiento vario entre 0,43% hasta 1,45%. En cuanto a la composicion
del aceite esencial, se observd que los componentes mayoritarios son cetonas
como: 2-undecanona, 2-nonanona y 2-decanona, ademas de una diferencia
significativa en la composicién porcentual segun las zonas geograficas. Asi mismo,
se report6 una diferencia significativa en la capacidad de eliminacion de radicales
libres DPPH estables, asi como en el halo de inhibicion del aceite esencial en
diferentes especies patdogenas de bacterias (Mohammedi et al., 2020).
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1.7.2 Condiciones del suelo

La composicion del suelo y condiciones climaticas tienen gran influencia sobre los
compuestos producidos por una planta, e incluso esta variacion puede manifestarse

en individuos de la misma especie (Vasquez et al., 2020; Zarate et al., 2018).

El rendimiento del aceite esencial de Rosmarinus officinalis varia significativamente
segun las caracteristicas del suelo como el pH, el carbonato de calcio total y activo
y la relacion nitrégeno-fésforo. De igual manera el aceite esencial de Thymus
algeriensis varia en su rendimiento segun el pH, salinidad y relacién nitrégeno-
fésforo (Mehalaine & Chenchouni, 2020)

Los componentes principales de Zanthoxylum armatum varian significativamente en
relacion al contenido de nitrogeno total, carbono organico y pH del suelo. EI mayor
contenido linalool, limoneno, 2-undecanona, mirceno, 2-tridecanona y alfa
bergamoteno se obtuvieron a una menor concentracion de carbono orgénico en el
suelo (Phuyal et al., 2019)

Se hareportado que el aceite esencial de R. graveolens presenta variaciones en su
composiciébn segun los niveles de estrés hidrico, existiendo una relacion
directamente proporcional y también se ha observado que algunos compuestos no
se encuentran en el aceite esencial de los ejemplares expuestos a un mayor estrés
hidrico (Huertas et al., 2008).

1.7.3 Estado fenoldgico

Se ha reportado que existe variacion en la composicion del aceite esencial de Salvia
officinalis de acuerdo con su estado fenoldgico (etapa vegetativa, etapa de floracion
y etapa de fructificacion). En particular, en la etapa de floracién existe una mayor
concentracion de eucaliptol (20,4%); mientras que el alcanfor presenté su menor
concentracion (7,2%) en la etapa vegetativa y un mayor valor (21,8%) en la etapa

de fructificacion. Por su parte, el viridiflorol mostr6 su mayor concentracién en la
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etapa vegetativa (12,0%) y la menor en la etapa de fructificacion (3,3%) (Ben et al.,
2016).

La composicion del aceite esencial de Salvia verbenaca esta influenciada por el
estado fenoldgico en la que se encuentra la misma. Los principales constituyentes
del aceite esencial variaron significativamente segun la etapa de floracion, etapa de
fructificacion temprana, etapa de fructificacion tardia. En la etapa floracion la
concentracion de p-cimeno es del 11,4% frente a un 5,6% presente en la etapa
fructificacion temprana. Mientras que el viridiflorol varia su porcentaje en las tres
etapas: floracion (7%), fructificacion temprana (9,1%) y un 13,5% en la fructificacién
tardia (Ben et al., 2019).

En ejemplares de Lavanda angustifolia se ha observado que el contenido de linalool
y acetato de linalilo varian entre el estado en floracién y durante el fin del
florecimiento. El aceite obtenido de plantas en floracion se caracteriz6 por contener
41,4% de linalool y 21,5% de acetato de linalilo; mientras que de las plantas que
estaban en el fin del florecimiento fue de 43,5% y 18,9%, respectivamente (Cantor
et al., 2018).

Estas variaciones también han sido observadas en el aceite esencial de Valeriana
jatamansi, en el que la composicién porcentual del aceite present6é diferencias
significativas con respecto a las diferentes etapas de su ciclo de vida de la planta.
En particular, el aceite de la planta en etapa de pre-floracién presentdé una

concentracion mas alta de compuestos fendlicos (Jugran et al., 2021).

1.7.4 Procesamiento de la planta

Uno de los principales procesos para secar una planta es la utilizacion de aire
caliente; sin embargo, se ha evidenciado una variacion en la composicion del aceite
esencial que se obtiene por este método debido a la degradacion de compuestos
termolabiles. Especificamente, el rendimiento del aceite esencial de una planta

presenta variaciones al ser sometida a diferentes condiciones de secado y de flujo
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de aire, donde un aumento de temperatura y flujo permite un secado mas rapido

pero el rendimiento disminuye (Silveira et al., 2019).

La influencia del secado ha sido reportada en varias especies. Por ejemplo, el perfil
de composicidon quimica del aceite esencial de Mentha x piperita L varia
significativamente segun el método de secado. La concentracion de mentol se
incrementa con el secado por microondas; mientras que la concentracion de
mentona es significativamente menor en las plantas secadas por este método (Beigi
et al., 2018). En el aceite esencial de Thymus daenesis se ha reportado un mayor
rendimiento con el secado por horno al vacio a 35°C, sin tratamiento pre-secado.
La mayor concentracién de timol se obtiene por secado al vacio a 55°C, sin
embargo, existe una reduccion de monoterpenos como: a-tujeno, a-pineno,

mirceno, a y y terpineno, p-cimeno y eucaliptol (Dehghani et al., 2018).

1.8 Meétodos de extraccion de aceites esenciales

Los métodos de extraccidn convencionales generalmente consumen una mayor
cantidad de energia, por lo que se han ido desarrollando nuevos métodos que son

mas eficientes y ecologicos (Stratakos & Koidis, 2016).

El método de extraccion del aceite esencial puede influir en la composicién y
rendimiento del mismo. Por ejemplo, el aceite esencial de Flos chrysanthemi
presenta un mayor rendimiento con fluidos supercriticos, asi como una mayor
cantidad de compuestos oxigenados al igual que en la extraccion por microondas.
En cambio el aceite esencial obtenido por hidrodestilacibn posee una mayor
cantidad de terpenos (Jing et al., 2019). A continuacion, se presentan los métodos

mas comlUnmente utilizados en la extraccion de aceites esenciales.

1.8.1 Prensado

Es el método de extraccion de aceites esenciales mas antiguo. Este método se
realiza mediante la aplicacién de cualquier tipo de presion sobre las glandulas que

contienen aceite esencial, en las cascaras o cuticulas de la planta. La aplicacion de
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este método es practicamente exclusiva en plantas del género Citrus debido a que
Su aceite posee una amplia gama de compuestos termolabiles (Stratakos & Koidis,
2016).

1.8.2 Destilacién por arrastre de vapor

El método consiste en depositar la materia vegetal en un recipiente cerrado por el
gue va a pasar vapor. El material vegetal no mantiene contacto con el agua, el calor
del vapor provoca que la estructura celular vegetal se rompa y degrade liberando
asi el aceite esencial y siendo arrastrado por el vapor. El vapor se debe condensar
hasta el estado liquido en donde se encuentra el aceite esencial que finalmente
debe ser extraido. Este método presenta algunas desventajas como la
transformacion o degradacion de compuestos termolabiles y un contacto con el
agua al final de procesos puede producir hidrdlisis (Tongnuanchan & Benjakul,
2014).

1.8.3 Extraccién con solventes voléatiles

Este método conocido como extraccion soélido-liquida consiste en sumergir a la
droga vegetal en solventes. La mezcla liquida se filtra y se destila para la separacién
del aceite esencial. Durante el proceso de extraccion se usan temperaturas bajas
por lo que el método puede ser aplicado para aceites esenciales con compuestos
termolébiles (Stratakos & Koidis, 2016).

1.8.4 Enfloracion

Se usa principalmente para la extraccion de aceites esenciales de flores. El proceso
consiste en dispersar una grasa fria inodora purificada sobre el material vegetal. El
aceite esencial aromatico que se desprende de las flores se impregna en la grasa y
el proceso se repite hasta conseguir la saturacion de la grasa. Finalmente, el aceite
esencial se extrae de la grasa con el uso de alcohol. Es un proceso que requiere

bastante trabajo y tiempo (Stratakos & Koidis, 2016).
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1.8.5 Fluidos supercriticos

Este método presenta un mayor rendimiento que los procesos de destilacion, una
mayor conservacion de compuestos volatiles y menor tiempo de extraccion. La
extraccion consiste en colocar el material vegetal en un recipiente por el cual pasan
fluidos supercriticos a un flujo determinado hasta conseguir las condiciones de
extraccion adecuadas. Debido a que no se utilizan temperaturas elevadas para el
proceso de extraccion, este método no descompone compuestos termolabiles y es
un método mas ecoldgico debido a que no usa solventes organicos téxicos
(Stratakos & Koidis, 2016).

1.8.6 Hidrodestilacién

La hidrodestilacion se usa principalmente para la extraccibn de compuestos
insolubles en agua con un elevado punto de ebullicion. El proceso de extraccion
consiste en sumergir a la materia vegetal en agua dentro de un recipiente.
Posteriormente se somete a una elevada temperatura hasta llegar a ebullicién. Este
método previene el sobrecalentamiento debido a que la materia vegetal esta
rodeada de agua, mientras que el aceite esencial se condensa en una fraccion
acuosa, y finalmente se separa de la fase acuosa por decantacion o uso de

solventes (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

1.8.7 Extraccion por microondas

Se usa principalmente para la extraccion de aceites esenciales de plantas
aromaticas, especias y semillas secas. Este método presenta ventajas como: un
mayor rendimiento, menor tiempo de extraccion y ecoldgico, en relacion con la
hidrodestilacién y destilacion por arrastre de vapor. El método combina el
calentamiento por microondas, donde también existe un cambio en la polaridad del
agua por las ondas y el calor juega el rol de producir destilacién en seco, se realiza
a presion atmosfeérica sin ningun tipo de solvente y se extraen los aceites esenciales

en una sola etapa (EI-Shemy, 2020; Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
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1.9 Meétodos analiticos para aceites esenciales

Existe una gran variedad de métodos y técnicas que nos permiten elaborar los
perfiles quimicos de los aceites esenciales. Por lo general, para determinar la
composicion y calidad del aceite esencial se aplican métodos cromatograficos y
Espectrometria de masas (MS). Debido a la volatilidad de los compuestos presentes
en el aceite esencial uno de los métodos mas adecuados para trabajar es por

cromatografia de gases (Beale et al., 2017; EI-Shemy, 2020).

1.9.1 Cromatografia de gases (GC)

Este método se fundamenta en la separacion de compuestos que provienen de una
matriz compleja (aceite esencial) en funcion a la afinidad a sus dos fases, una movil
y otra fija, asi como de la temperatura. La fase movil es aquella que se puede mover
dentro de la columna ya sea por capilaridad o presién transportando los compuestos
através de la fase fija. Por lo general la fase moévil es un gas de una elevada pureza,
mientras que la fase fija se trata de un sdlido que permitira la retencién de los
compuestos en relacién con su afinidad. En el analisis de aceites esenciales se usan
solventes apolares (hexano y pentano) para ser introducidos al inyector el cual se
encuentra a una elevada temperatura. La fase mévil transporta la mezcla del aceite
esencial con el solvente a través de la columna. En la columna la temperatura puede
bajar a 50 °C y se establece un gradiente de temperatura creciente donde los
componentes alcanzan diferentes distancias a lo largo de la columna. Los
compuestos que recorren la columna tienen un punto de volatilizacién donde por
medio de un detector se captara la sefal producida por el compuesto y se proyecta
en el monitor mostrandose como picos. La deteccién del compuesto se puede

realizar por el indice de retencion (EI-Shemy, 2020).
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Il. Metodologia

2.1 Disefio de investigacion

Analitico experimental de corte transversal.

2.2  Marco muestral
Son los elementos de la poblacion que forman parte de la muestra finalmente
seleccionada (ACCID, 2017).

2.2.1 Poblaciony area de estudio

Los ejemplares de Ruta graveolens analizados fueron plantas adultas, sexualmente
maduras. Los ejemplares se obtuvieron de cultivos en el cantdon Cuenca, provincia
del Azuay, y en el cantdbn Morona, cuya cabecera cantonal es Macas, provincia

Morona Santiago.

En las areas de estudio se registraron los datos de la latitud y longitud de los puntos
exactos de coleccibn mediante un GPS (Aplicacibn maps.me). Estos datos se
presentan en la Tabla 2 y la ubicacion en el mapa en el Anexo 2.

Tabla 2. Lugar de recoleccién de ejemplares de Ruta graveolens

Canton Coordenadas Referencia Codificacién
(latitud y longitud)

Morona -2,261814,-78.140198 Proafio M1
Morona -2.288491,-78.122686 La Florida M2
Morona -2.306327,-78.117032 27 de Febrero M3
Cuenca -2.920234,-79.075254 Bafios C1
Cuenca -2.896585,-79.075254 San Joaquin Cc2
Cuenca -2.921932,-79.088184 Barabdn C3
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2.2.2 Tamafio y toma de muestra

Se recolecté una muestra de R. graveolens de tres puntos distintos dentro del
canton Cuenca y del canton Morona. Las muestras se analizaron individualmente

segun el lugar de recoleccidn, resultando en un total de seis muestras analiticas.

Al momento de obtener la muestra se aplico las buenas practicas de recoleccion de
material vegetal y se registraron los siguientes datos: nombre de la persona que
colecta, fecha y hora, tiempo estimado hasta procesar la muestra, nombre de la

especie recolectada, provincia y cantéon (Tabla 3).

Tabla 3. Ficha de datos de recoleccion de ejemplares de R. graveolens

Fecha Hora Provincia Cantén

03/01/21 09:58 Morona Morona
Santiago

03/01/21 11:16 Morona Morona
Santiago

03/01/21 12:44 Morona Morona
Santiago

03/01/21 14:37 Azuay Cuenca

03/01/21 15:45 Azuay Cuenca

03/01/21 10:31 Azuay Cuenca

07/01/21 10:05 Morona Morona
Santiago*

10/01/21 09:16 Azuay* Cuenca

*Se volvidé a tomar la muestra por extraccion ineficiente del aceite esencial
2.3 Métodos y materiales

2.3.1 Materiales, equipos y reactivos

La analitica de la presente tesis se desarrollé en el Laboratorio de fitoquimica del
grupo de investigacion de Plantas Medicinales y Productos Naturales,
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Departamento de Biociencias, y en el laboratorio de Andlisis instrumental de la

Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Cuenca.

El listado de los equipos, materiales, reactivos e insumos utilizados se presenta

encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Materiales, equipos y reactivos

Cromatografo de gases, modelo 6890N, equipado con un
detector de ionizacibn a la llama (FID) y un inyector

split/splitless (Agilent Technologies)

Balanza analitica (Ohaus)
Generador de hidrégeno H2-90 (Parker)

Equipos : . :
Homogeneizador vortex (Biobase)

Pipetas automaticas de 10-100 pl; 100-1000 pl (Glassco)
Ultra Freezer -80 °C (Fisher Scientific)

Recirculador para refrigeracion (VWR)

Manta calefactora (Termo Scientific)
Matraz balén 1000 ml

Tubos de ensayo medianos con tapones

Tubos coénicos plasticos de 15 ml

Frascos volumétricos de 50, 100 y 500 ml

_ Puntas descartables para micropipetas
Materiales

Vasos de precipitacion de 50, 100 y 500 mli

Microtubos

Microjeringas de inyeccion para GC

Férulas
Columna capilar GC Zebron ZB-5 (60 m x 0.25 mm x 0,25 um)

_ Agua destilada
Reactivos vy

) Aires sintetico ultrapuro
estandares

Nitrégeno ultrapuro
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Sulfato de sodio anhidro

Hexano grado cromatogréafico

Mezcla de estandares de sustancias volatiles*

Guantes
Insumos Mascatrillas
de Zapatones

laboratorio Cofias

Jabon

*Lista completa de estandares descritos en la Tabla 6

2.3.2 Preparacion de la muestra

Los ejemplares colectados de R. graveolens fueron llevados al laboratorio dentro de
las primeras 24 horas después del muestreo. Las muestras fueron inspeccionadas
de manera visual y se eliminaron manualmente las impurezas (organicas e
inorganicas). El material vegetal seleccionado para la extraccion fueron las hojas y
tallos no lefiosos, que fueron lavadas primero con agua corriente y después en agua
destilada. Finalmente, el material vegetal lavado fue colocado en una estufa a 37 °C
durante un periodo de 1 a 5 dias, hasta alcanzar peso constante.

2.3.3 Extraccion del aceite esencial

La extraccion se realizé a partir del material vegetal seco por hidrodestilacion. El
proceso se realizé segun el PNT OG 007 del Laboratorio de fitoquimica del proyecto
VLIR de la Universidad de Cuenca, se tomaron alrededor de 100 gramos de hojas
secas en un bal6on de aforo de fondo redondo y se agregd agua destilada,
manteniendo una proporcion 1/10. La hidrodestilacién se llevo a cabo por tres horas,
obteniéndose una mezcla agua-aceite esencial en un tubo de ensayo. Para separar
la fase oleosa del exceso de la fase acuosa, se afiadidé una cantidad suficiente de
sulfato de sodio anhidro en el tubo de ensayo y se centrifugé a 3000 rpm por 5
minutos para finalmente por medio de pipeta eliminar el agua residual

(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
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El aceite esencial resultante se separo, con el uso de una micropipeta, en dos viales

con un volumen igual en cada uno. Las muestras fueron almacenadas a temperatura

de refrigeracion (2-8 °C) hasta su analisis posterior.
2.3.4 Determinacion del rendimiento de los aceites esenciales
El rendimiento, expresado en porcentaje p/p del aceite esencial obtenido frente a la

cantidad de muestra inicial. Se determind mediante la férmula:

% aceite esencial = (masa del aceite esencial/masa de la muestra seca) x 100
(Fuller et al., 2018).

2.4 Método analitico

La determinacion de la composicién del aceite esencial de Ruta graveolens se
realizd por cromatografia de gases con deteccidn por ionizacion a la llama (GC-
FID).

Los parametros del método analitico optimizado se presentan a continuacion (Tabla
5).

Tabla 5. Parametros analiticos del método optimizado en GC-FID

Parametros analiticos Condicion optimizada
Temperatura del inyector 160; 220 °C
Inyector split/splitless Split 1:10
Rampa de temperatura del horno Se inicia 60 °C por 1 min, luego se

eleva hasta 120 °C a 10 °C/min, se
continué con otra rampa a 5 °C/min
hasta 150 °C, se mantuvo una
isoterma por 7 min. Finalmente se

elevo la temperatura hasta 270 °C a
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razon de 3 °C/min y se mantuvo a esa

temperatura por 5 min.

Flujo de nitrégeno en la columna 1 ml/min
Flujo de aire/hidrogeno detector FID ~ 300:30 ml/min

Temperatura del detector FID 280 °C

2.4.1 Soluciones de estandares

Para el analisis y caracterizacion de la composicién del aceite esencial de R.

graveolens se contd con 37 estandares analiticos (Tabla 6). Se prepararon

soluciones stock individuales de 1000 pg/ml en hexano, con excepciéon de B-

cariofileno y cinamaldehido que fueron disueltos en metanol debido a que eran

soluciones comerciales disueltos en este solvente.

Tabla 6. Estandares analiticos. (ChemSpider, 2021; Merck, 2021)

; Punto de
) Numero ] ) L
Estandar Formula estructural | Formula | ebullicion
CAS .
Q)
0
2-nonanona 821-55-6 | M~ _~_| CoHO 195
(-)-a-Tujona 546-80-5 Ci10H160 201
(+)-Mentona 3391-87-5 5 Ci10H180 207
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HO
+)-Terpinen-4-o -10- 10H1s
(+)-Terpi 4-0l| 2438-10-0 C10H180 212
X
(-)-Carveol, '
mezcla de 99-48-9 C10H160 227
isdmeros
2-undecanona 112-12-9 W\/\/\fo C11H220 231
Acetato de
150-845 | YTy | CaoHezO 240
citronelilo o
7/
Eugenol 97-53-0 C10H1202 254
O_
(-)-a-Bisabolol | 23089-26-1 CisH260 153
(+)-a-Pineno 7785-70-8 CioH1s 158
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...........

(-)-B-Pineno 18172-67-3 C1oH1s 166

Eucaliptol 470-82-6 C10H180 172

O
) %2, OH
(-)-Linalool 126-91-0 M Ci10H180 198

X
HO (A
(-)-Isopulegol 89-79-2 \Q C10H180 212
Citral 5392-40-5 ﬂ_/_< C10H160 225
o=

Geraniol 106-24-1

)\/\/I\/\ C10H180 230
= =~
oH

Acetato de

8]
105873 | J I~ C12H2002 245
geranilo X X A
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Nerolidol 7212-44-4 Q\W C15H260 122
HO
6-Metil-5-hepten-
110-93-0 _ CsH140 173
2-ona o
a-Terpineno 99-86-5 jﬁ CioH1se 174
y-Terpineno 99-85-4 jﬁ CioH16 182
~o
(x)-Citronelal 106-23-0 Ci10H180 208
Acetato de \
o 115-95-7 C12H2002 220
linalilo ,L
—/ 0" o
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0
(+)-Carvona 2244-16-8 C10H140 231
NS
OH
Carvacrol 499-75-2 C10H140 236,8
Farnesol 4602-84-0 M\/l\/\ Ci1sH260 111
O H)
-Mi -35- H 167
B-Mirceno 123-35-3 ~ | _ CioH16 6
(R)-(+)-
_ 5989-27-5 CioH1s 176
Limoneno
PN
OH
Hidrato de
_ 546-79-2 © OH: 200
sabineno ' C10H200>
/=\
Terpinoleno 586-62-9 CioH16 185
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(+)-1sopulegol | 104870-56-6 Lo Ci10H180 212
DL-Mentol 89-78-1 C10H200 212
OH
(+)-Pulegona 89-82-7 C10H160 224
(-)-Oxido de
o 1139-30-6 C15H240 263
cariofileno
Esclareol 515-03-7 C20H3602 220
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Cinamaldehido 104-55-2 CoHsO 248

B-Cariofileno 87-44-5 CisH24 130

Los estandares en solucion, a una concentracion de 1000 pg/ml, fueron inyectados
individualmente en el GC-FID y analizados con la finalidad de determinar el tiempo

de retencion y constatar la aplicabilidad del método optimizado.

Para los experimentos de pre-validacion, se prepararon 5 pools de 7 a 8 estandares
que difieran considerablemente en el tiempo de retencibn (Anexo 2). La
concentracion de cada pool fue de 100 pg/ml. Se realizaron diluciones sucesivas a
partir de cada pool hasta concentraciones de 75, 50, 25, 10 y 5 pg/ml

respectivamente.

2.4.2 Pre-validacion del método analitico

La pre-validaciéon del método analitico se realizd siguiendo la estrategia “single-
laboratory” que corresponde a la evaluacion de los parametros minimos y
necesarios para asegurar la calidad y aplicabilidad del método optimizado. Los
parametros por evaluarse fueron el rango dinamico lineal, la linealidad, la precision
inter-dia e intra-dia, los limites de deteccion y los limites de cuantificacion
(Taverniers et al., 2004).
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e Linealidad y rango dindmico lineal

La linealidad hace referencia a la proporcionalidad directa entre la sefial del equipo
y la concentracion del analito dentro de un mismo rango; y el rango dinamico lineal
corresponde al intervalo entre la concentracibn mas baja y alta del compuesto

analizado, manteniendo la linealidad (Shabir, 2003).

La linealidad y el rango dindmico lineal se evaluaron construyendo las curvas de
calibracion, siguiendo el método de estandarizacion externa, para cada uno de los
estandares, para lo que se analizaron los pools de estandares preparados a 5, 10,

25, 50, 75y 100 pg/ml. Los analisis se realizaron por triplicado.
e Precision inter-dia e intra-dia

La precision es un indicador sobre la proximidad que existe entre los valores
obtenidos mediante mediciones repetidas de una cantidad en condiciones

especificas (Araujo, 2009).

La precision intra-dia de cada compuesto se determind a 6 niveles de concentracion
(5, 10, 25, 50, 75 y 100 pug/ml) analizando cada pool por triplicado a cada nivel de
concentracion. La precision inter-dia se determind analizando cada pool por
triplicado durante 3 dias consecutivos a una concentracion de 75 pug/ml. La precision
inter e intra-dia fueron expresadas como coeficiente de variacion (% CV). El % CV
inter-dia se calcul6 como el pooled CV de cada dia en base a un analisis de varianza
de un factor; mientras que el % CV intra-dia se calculd6 como el valor de % CV
promedio de los 3 dias analizados (Kamala et al., 2015; Taverniers et al., 2004).

e Limites de deteccidon y limites de cuantificacion

El limite de deteccion (LOD) es aquella concentracion del analito que se puede
detectar, pero no necesariamente se puede cuantificar (Shrivastava & Gupta,

2011). El limite de cuantificacion (LOQ) hace referencia de la concentracion minima
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de un analito que se puede detectar con una precision y exactitud aceptables dentro

de la prueba indicada (Shrivastava & Gupta, 2011).

En este estudio, el limite de deteccion (LOD) para cada analito se calculo a partir de

la curva de calibracion de los 4 niveles mas bajos analizados, usando la férmula:

LOD = 3*Seb/m

Donde Seb es el error estandar del intercepto y m es la pendiente de la curva de

calibracion.

El limite de cuantificacion (LOQ) se calcul6 como LOD x 2.

2.4.3 Andlisis de datos

Los picos cromatogréficos fueron identificados por comparacién con los tiempos de
retencion (tR) de los estandares, estimando una ventana tR con un valor de + 0,05
min del promedio de los tiempos obtenidos de los pools a una concentracion de 75

ppm analizados por triplicado durante tres dias consecutivos.

Las concentraciones de cada analito en las muestras fueron calculadas por

interpolacién del area de cada compuesto en la curva de calibracion.

La comparacion de la composicion del aceite esencial de los ejemplares de R.
graveolens del canton Cuenca con los ejemplares del cantbn Morona se realizé
mediante una prueba T pareada. Ademas, se aplico otra prueba T pareada para
evaluar si existieron diferencias entre las inyecciones a 160 y 220 °C. Los célculos
de los parametros de pre-validacién se realizaron en el software Microsoft Excel y

el andlisis estadistico en el software Stata 10.0, con un nivel de confianza del 95 %.
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lll. Resultados y discusién

3.1 Rendimiento de extraccion del aceite esencial de Ruta graveolens

El aceite esencial de Ruta graveolens fue obtenido de hojas y tallos no lefiosos de
las muestras mediante hidrodestilacion. El rendimiento final de cada muestra
analizada fue ligeramente diferente, incluyendo la variante de las zonas de
recoleccion de los cantones Cuenca (Region Interandina) y Morona (Region

Amazobnica) (Tabla 7).

Tabla 7. Rendimiento en % p/p obtenido de las muestras de Ruta graveolens de los
cantones Morona y Cuenca.

Muestra  Regidn geografica de recoleccién Rendimiento (% p/p)

Proafio Amazonia 0,56

La Florida Amazonia 0,47
27 de Febrero Amazonia 0,52
Bafos Interandina 0,27
Barabon Interandina 0,70
San Joaquin Interandina 0,29

Un rendimiento similar (0,39%) se ha reportado en frutos secos de Ruta graveolens
(Semerdjieva et al., 2019) y de la misma manera se han presentado rendimientos
mayores a 1,7% de partes aéreas de Ruta graveolens (Bouabida & Dris, 2020) lo
cual indicaria la variabilidad de contenido de aceite esencial en la planta. La
variabilidad en el rendimiento del aceite esencial puede deberse a diferentes
factores como las condiciones climéticas, el suelo, estaciones del afio, entre otros.
Esta variabilidad en el rendimiento del aceite esencial de R. graveolens también se
ha reportado en ejemplares en México en un rango de 0,58 % a 0,62 % (Rojas et al.,
2011). Asi mismo el aceite esencial de Siparuna muricata, recolectada en cuatro
localidades diferentes del Ecuador, presentd diferencias significativas en su
composicion y rendimiento, las mismas que fueron influenciadas por el suelo y sus

elementos quimicos (Burneo et al., 2021).
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3.2 Paradmetros analiticos del método optimizado

En este trabajo se optimizo el método analitico por GC-FID con la mejor resolucion
cromatografica para el andlisis de aceite esencial de R. graveolens. En el método
optimizado se evaluaron los pardmetros analiticos considerados en un proceso de
pre-validacion. En la Tabla 8 se presentan los valores de pre-validacion para cada
uno de los 37 estandares que conformaron la biblioteca de compuestos analizados

con el método analitico optimizado, asi como los tR promedio y las ventanas de tR.

En la optimizacion del método también se evalud la temperatura de inyeccion, que
luego de revision bibliografica y pruebas preliminares se optd por inyectar a 160 y
220 °C. Para algunos compuestos se observo una clara variacion segun la
temperatura de inyeccion, especificamente para Carveol, Nerolidol, Bisabolol,
Farnesol, Geraniol y Citral. Las areas de los picos analizados a 160 °C y 220 °C
fueron comparadas mediante una prueba T pareada. Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.0004) entre las areas resultantes de las 2
temperaturas de inyeccion, siendo mayores las areas obtenidas a 160 °C. Los
resultados de estos analisis se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 8. ParAmetros analiticos de pre-validacion: Limites de deteccion (LOD), limites de cuantificacion (LOQ), precision
intra e interdia y linealidad, y ventanas de tiempo de retencion (tR)

Precision Precision Rango
Compuestos (uLgC/)rEI) (Lll_g?rgl) Intradia Interdia R? Iinegal (r:l?n) Vere:r?ir:]z; tR
(%CV) (%CV) (ug/ml)
2-nonanona 10,55 21,10 1,30 1,41 0,9884 5-75 12,81 12,76 ; 12,86
(-)-a-Tujona 10,46 20,91 1,28 1,38 0,9885 5-75 13,43 13,38 ; 13,48
(+)-Mentona 10,38 20,75 1,28 1,38 0,9942 5-100 14,57 14,52 ; 14,62
(+)-Terpinen-4-ol 10,37 20,75 1,27 1,39 0,9887 5-75 15,19 15,14 ; 15,24
I(;gn?jrr(‘)’so' mezclade 15,49 20,97 1,16 129 09886 575 16,22 16,17 ; 16,27
|(;c))nc1:earr<;/seO| mezclade 1543 20,86 1,23 1,38 09887 575 1659 16,54 ; 16,64
2-undecanona 10,43 20,87 1,22 1,41 0,9887 5-75 18,41 18,36 ; 18,46
Acetato de citronelilo 10,55 21,10 1,29 1,47 0,9888 5-75 20,67 20,62 ; 20,72
Eugenol 10,86 21,72 1,97 2,14 0,9880 5-75 21,32 21,27 ; 21,37
(-)-a-Bisabolol 10,60 21,21 1,65 1,75 0,9889 5-75 3549 3544 ; 3554
(+)-a-Pineno 7,30 14,60 4,59 4,79 0,9915 5-75 9,94 9,89 ; 9,99
(-)-B-Pineno 7,07 14,14 4,54 4,75 0,9917 5-75 10,80 10,75 ; 10,85
Eucaliptol 7,01 14,01 4,48 4,67 0,9919 5-75 11,84 11,79 ; 11,89
(-)-Linalool 7,01 14,03 4,37 4,55 0,9921 5-75 13,02 12,97 ; 13,07
(-)-sopulegol 7,24 14,48 4,37 4,55 0,9918  5-75 14,37 14,32 ; 14,42
Citral 7,51 15,02 4,31 4,45 0,9914 5-75 16,78 16,73 ; 16,83
Geraniol 7,13 14,26 4,06 4,20 0,9916 5-75 17,02 16,97 ; 17,07
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Citral 7,38 14,76 4,20 4,34 0,9914 5-75 17,67 17,62 17,72
Acetato de geranilo 7,21 14,42 3,93 4,04 0,9918 5-75 22,00 21,95 22,05
Nerolidol 6,65 13,31 3,56 3,65 0,9928 5-75 28,89 28,84 28,94
Nerolidol 6,59 13,17 1,82 2,06 0,9928 5-75 30,22 30,17 30,27
6-Metil-5-hepten-2-ona 8,25 16,49 2,52 2,59 0,9915 5-75 10,68 10,63 10,73
a-Terpineno 8,18 16,36 2,42 2,52 0,9917 5-75 11,47 11,42 11,52
y-Terpineno 8,15 16,31 2,39 2,51 0,9917 5-75 12,30 12,25 12,35
(x)-Citronelal 8,34 16,69 2,36 2,47 0,9913 5-75 14,25 14,20 14,30
Acetato de linalilo 7,61 15,23 2,68 2,74 0,9919 5-75 17,02 16,97 17,07
(+)-Carvona 8,27 16,55 2,38 2,46 0,9959 5-100 17,10 17,05 17,15
Carvacrol 10,55 21,10 2,52 2,60 0,9957 5-100 18,71 18,66 18,76
Farnesol 7,93 15,87 2,25 2,26 0,9959 5-100 36,73 36,68 36,78
B-Mirceno 1,35 2,69 3,60 4,40 0,9948 5-100 10,79 10,74 10,84
(R)-(+)-Limoneno 1,21 2,42 2,90 3,31 0,9947 5-100 11,72 11,67 11,77
Hidrato de sabineno 1,36 2,73 2,76 3,20 0,9947 5-100 12,52 12,47 12,57
Terpinoleno 1,40 2,80 2,83 3,24 0,9948 5-100 1296 12,91 13,01
(+)-Isopulegol 1,44 2,88 2,85 3,27 0,9946 5-100 14,36 14,31 14,41
DL-Mentol 1,24 2,48 2,72 3,18 0,9948 5-100 14,98 14,93 15,03
(+)-Pulegona 10,55 21,10 2,71 3,12 0,9950 5-100 17,01 16,96 17,06
(-)-Oxido de cariofileno 1,22 2,45 2,73 3,06 0,9950 5-100 31,82 31,77 31,87
Esclareol 0,69 1,38 2,24 2,30 0,9919 5-100 54,26 54,21 54,31
Cinamaldehido 3,70 7,40 6,55 7,77 0,9985 5-100 23,12 23,07 23,17
B-Cariofileno 4,75 9,50 5,97 7,36 0,9985 5-100 24,65 24,60 24,70
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Tabla 9. Comparacion de las areas de los estandares inyectados a 160 y 220°C

Compuesto Area a 220°C Area a 160°C
2-nonanona 1286,3 1192,4
(-)-a-Tujona 1020,7 1318,4
(+)-Mentona 11544 1064,9
(+)-Terpinen-4-ol 855,3 1276,2
(-)-Carveol, mezcla de

o 260,9 557,2
isdmeros

(-)-Carveol, mezcla de

- 241 489,1
isébmeros

2-undecanona 1287,5 1215,1
Acetato de citronelilo 1028,6 1079,8
Eugenol 1008,7 605
(-)-a-Bisabolol 977,3 750,2
(+)-a-Pineno 867,5 1171,4
(-)-B-Pineno 996,4 1538,9
Eucaliptol 1481,1 1441,7
(-)-Linalool 873 817,3
(-)-1sopulegol 2445,6 2641,3
Citral 261,7 392,4
Geraniol 430,8 669,5
Citral 683,2 1237,1
Acetato de geranilo 978,2 1087,8
Nerolidol 318 402,1
Nerolidol 401,8 519
6-Metil-5-hepten-2-ona 624,5 854,8
a-Terpineno 651,7 965
y-Terpineno 917,7 1404,4
(x)-Citronelal 918,8 1007,7
Acetato de linalilo 681,7 954,4

(+)-Carvona 905,4 877,7
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Carvacrol 949 1290,3
Farnesol 369,6 420

B-Mirceno 125 126,6
(R)-(+)-Limoneno 991,4 1462,1
Hidrato de sabineno 106,2 110,5
Terpinoleno 902,9 1316,7
(+)-1sopulegol 1350,9 1162,9
DL-Mentol 166,6 173,1
(+)-Pulegona 649,5 1342,1
(-)-Oxido de cariofileno 103,1 105,5
Esclareol 127,8 122,6
Cinamaldehido 99,7 98,7

B-Cariofileno 94,3 128,4

Promedio = DE 799,85 % 884,76 £537,08 P =0.0004
487,55

Los valores representan la media para muestras por triplicado (n total = 40). DE
Desviacion estandar. IC: Intervalo de confianza.

La inyeccién a 160 °C produjo picos cromatogréaficos con areas mayores, lo que
podria explicarse por una menor degradaciéon de los compuestos (Turek & Stintzing,
2013). Sin embargo, los analisis subsecuentes se realizaron a 220 °C, pues esta
temperatura asegura la volatilidad de los posibles compuestos encontrados en las
muestras, ya que ademas cubre el rango de puntos de ebullicion de al menos los
estandares disponibles. Esta es una practica comun, asi como lo observado en la
optimizacién de un método cromatografico para el analisis del aceite esencial de
Zingiber officinale var.Amaurm se tomaron como variables diferentes parametros
cromatograficos, donde la mejor resolucion del cromatograma fue dada con una
mayor temperatura del inyector y una menor tasa de incremento de temperatura
(Fitri & Sawitri, 2020).
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3.3 Caracterizacion quimica del aceite esencial de Ruta graveolens

Los picos cromatogréaficos, que representan los compuestos de la muestra los
cuales fueron identificados por comparacion con los tiempos de retencion (tR) de
los estandares para los compuestos presentes en el aceite esencial de Ruta
graveolens: B-mirceno, 2-nonanona, 2-undecanona, Terpinen-4-ol, Terpinolene, (-)
Isopulegol, Acetato de linalilo y Eugenol. Para el caso del B-mirceno y el (-)-B-
Pineno, por poseer ventanas de tR muy semejantes, se descartd este segundo
debido a que no se ha reportado en la composicién quimica del aceite esencial de
esta especie (ver Anexo 1). En la Tabla 10 se presenta la composicién quimica
porcentual de los compuestos identificados en el aceite esencial de R. graveolens

en las muestras obtenidas del cantén Cuenca y Morona.
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Tabla 10. Composicién quimica porcentual (%), de los compuestos identificados, en los aceites esenciales de Ruta

graveolens.

Compuesto tR M1 M2 M3 C1l Cc2 C3
[B-mirceno 10,78 0,45 0,35 0,12 0,19 0,12
2-nonanona 12,84 43,42 26,24 38,92 31,56 39,01 37,66
Terpinolene 12,96 0,25 0,38 0,22 0,33 0,22 0,21
1-nonanol* 13,11 0,25 0,13 0,34 0,13 0,23 0,22

(-) Isopulegol 14,36 2,10 2,65 2,83 1,66 2,35 2,57
Terpinen-4-ol 15,21 2,28 2,24 2,35 2,46 2,34 2,25
Acetato de linalilo 17,11 0,17 0,24 0,20 0,18 0,20 0,20
2-undecanona 18,40 46,22 60,23 48,97 57,92 50,26 51,27
Eugenol 21,33 1,60 2,69 2,14 1,81 1,82 1,83
1-pentadeceno* 22,60 1,10 1,64 1,28 1,87 1,41 1,52
Acido linoleico* 27,76 0,18 0,72 0,46 0,26 0,25 0,21
Pireno* 34,94 1,98 2,85 1,94 1,69 1,72 1,94

*Compuestos identificados mediante revisién bibliografica segun su orden de elucién. Fuente: (Babushok et al., 2011; Babushok &
Zenkevich, 2009).

M1: Muestra de Macas-Proafio; M2: Muestra de Macas-La Florida; M3: Muestra de Macas-27 de Febrero; C1: Muestra de Cuenca-
Barabon; C2: Muestra de Cuenca-Bafios; C3: Muestra de Cuenca San Joaquin.



Figura 1. Cromatogramas del aceite esencial de Ruta graveolens del canton

Morona
[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVADOD153.D)
[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVAD0D154.D)
[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVADOD156.D)
pA
200
150 o
100
50
O_J I A A % L
T T T T T T :
13 14 15 16 17 18 miry

Fig 1a. Cromatograma Macas-Proafio, Temperatura de inyeccién 220 °C. Se
encuentran sobrepuestas las réplicas por triplicado.
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Fig 1b. Cromatograma Macas-La Florida, Temperatura de inyeccion 220 °C. Se
encuentran sobrepuestas las réplicas por triplicado.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

1 °FID1 A, (2021 TESIS AEVADDO173.D)
[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVADOD174.0)
[ *FID1 A, (2021 TESIS AE\ADDD175.D)
pA
180
160
140
120
100
80
60
40 -
20 L
o4 L...‘_.M_.—__.___,\_K__.._ A A\
T T T T T T s
13 14 15 16 17 18 miny

Fig 1c. Cromatograma Macas-27 de Febrero, Temperatura de inyeccion 220 °C. Se
encuentran sobrepuestas las réplicas por triplicado

Figura 2. Cromatogramas del aceite esencial de Ruta graveolens del canton
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Fig 2a. Cromatograma Cuenca-Barabdn, Temperatura de inyeccion 220 °C. Se
encuentran sobrepuestas las réplicas por triplicado.

Max Andrés Galarza Crespo
Ramodn Esteban Sacaquirin Jiménez



AL N

jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVD00196.D)
[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVAD00197.D)
[ *FID1 A, (2021 TESIS AEVADOD198.D)

pA

250 o

200 o

150

100 o

50 o

O_JL A A A I

T T T T T T z
13 14 15 16 17 18 miry

Fig 2b. Cromatograma Cuenca-Bafos, Temperatura de inyeccion 220 °C. Se
encuentran sobrepuestas las réplicas por triplicado.
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Fig 2c. Cromatograma Cuenca-San Joaquin, Temperatura de inyeccion 220 °C. Se
encuentran sobrepuestas las réplicas por triplicado

Los compuestos mayoritarios identificados en las muestras fueron la 2-nonanona y
la 2-undecanona, llegando a representar entre un 60 a 80% de la composicion
relativa del aceite esencial; esto ha sido previamente reportado en ejemplares de
Ruta graveolens en Sri Lanka (Perera et al.,, 2019). En un estudio realizado en
Ecuador por Ramén, 2020 también se destaco al 2-undecanona y 2-nonanona en

el perfil quimico del aceite esencial con porcentajes de 39,9 y 38,1 %,
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respectivamente (Ramoén, 2020). Se ha reportado similares porcentajes de 2-
nonanol (34,25%) en el aceite esencial obtenido en India, indicando que existe una
mayor variabilidad en la composcion porcentual (Poonkodi et al., 2017).

3.3.1 Caracterizacion quimica segun la zona geografica

La composicion quimica del aceite esencial de Ruta graveolens se comparé entre
los ejemplares recolectados en el cantén Cuenca y el canton Morona. Al considerar
solamente los picos identificados con los estandares, se observd una diferencia
significativa entre la concentracion general de los compuestos (p<0.006), siendo
mayor la concentracién en los ejemplares de Cuenca (107,2 vs 80,11 pg/ml). Estos

resultados se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Composicion quimica (ug/ml) del aceite esencial de R. graveolens de los

ejemplares colectados en Cuenca y Morona.

Composicion Cuenca Morona
B-mirceno 254 + 0,76 509 + 1,05
2-nonanona 348,77 *+ 46,63 | 263,66 + 70,34
Terpinoleno 280 <+ 0,90 230 + 049
(-) Isopulegol 14,14 + 157 1268 + 0,59
Terpinen-4-ol 10,02 + 10,91 8,19 <+ 7,97
Acetato de linalilo 5,05 + 0,56 3,97 + 0,35
2-undecanona 409,42 + 76,90 | 293,45 + 28,51
Eugenol 30,33 + 3,81 26,53 + 3,97

Promedio + DE 107,20 + 166,61 80,11 + 122,07 P=0,006
(n=69). DE: Desviacion estandar. IC: Intervalo de confianza
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El aceite esencial de R. graveolens presenté un mayor nimero de compuestos que
los estandares disponibles que permiten su identificacion por comparaciéon del
tiempo de retencion. Por esta razon, se realizé una revision de literatura por el orden
de elucion de otros posibles compuestos presentes en los aceites. En base a la
revision, se propusieron 4 posibles compuestos adicionales que se encontrarian en
las muestras, los cuales no pueden cuantificarse por carecer de sus estandares
analiticos; sin embargo, al incluir estos posibles compuestos y contar con las areas

de los picos, fue posible determinar la composicion porcentual del aceite (Tabla 10).

Considerando que la composicion porcentual provee datos relativos que, en suma,
tendran el mismo valor en todas las muestras, no se realiz6 la comparacion de la
composicién porcentual por zona geogréafica ni en funcion de la temperatura de
inyeccion.

La composicion quimica del aceite esencial de las plantas puede verse influenciada
por diversos factores como las condiciones medioambientales, la fertilidad del suelo,
la humedad, presencia de sombra, las variaciones estacionales, el ciclo vegetativo,
la diversidad genética y la localizacion geografica (Elansary et al., 2020; Valarezo
et al., 2021). Las condiciones climaticas y geograficas que caracterizan al cantén
Cuenca y Morona son diferentes y esto podria influenciar en la variacién de la
composicién del aceite esencial de Ruta graveolens. Cuenca es una zona templada
y seca, con una temperatura promedio anual de 12.4 °C ubicada a 2.550 metros
sobre el nivel del mar; mientras que Morona es una zona mas calida y humeda, con
una temperatura promedio anual que sobrepasa los 20 °C y ubicada
aproximadamente a 1050 metros sobre el nivel del mar. Este tipo de influencia se
ha observado variaciones geograficas del aceite esencial de esta misma especie en
un estudio realizado entre los estados de Mérida y Miranda en Venezuela (Rojas
et al.,, 2011), y también otras especies como Allium sativum, Zingiber officinale,

Tagetes minuta y Lantana camara (Mugao et al., 2020).

En este trabajo se observo una composicion del aceite esencial de R. graveolens

cualitativamente similar entre los ejemplares de los 2 cantones estudiados, pero en
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concentracion diferente que, de manera general, fue mayor en el canton Cuenca.
Esto podria explicarse por una mayor influencia de factores de estrés en la
produccion de metabolitos secundarios para la especie de Ruta graveolens en este
canton. El estrés abidtico como temperatura, salinidad, irrigacion, radiacion
ultravioleta conduce a la planta a generar una mayor cantidad de metabolitos
secundarios (Molina, 2018). Se ha observado un aumento aproximadamente de un
21% en las cetonas del aceite esencial de Rosmarinus officinalis en plantas
sometidas a un estrés por falta de irrigacion frente a las plantas irrigadas
adecuadamente (Sarmoum et al., 2019). En otro estudio, se encontré que el aceite
esencial de Ruta graveolens presenta mayor concentracion de 2-nonanona en un
100% de irrigacion de la capacidad del campo (CC), mientras que la concentracién
de 2-undecanona fue mayor a una irrigacién del 50% CC y con la presencia de acido
salicilico (Attia et al., 2018). En cuanto al clima, los cambios climaticos durante
diferentes estaciones presentan una influencia en la composicion del aceite esencial
de Juniperus polycarpos, mostrando una mayor concentracion de sus componentes
principales (monoterpenos) en la estacion de invierno, la cual presentd

temperaturas mas bajas del afio (Moghaddam et al., 2018).
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V. Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

En este trabajo se optimizO un método analitico para el andlisis de aceites
esenciales por cromatografia de gases con detector FID (GC-FID) para el andlisis
de aceites esenciales, basandose en los parametros pre-analiticos idoneos para
asegurar la calidad y la aplicabilidad del método. Asi mismo se determiné que
temperatura de inyeccién mas adecuada es de 220 °C debido a que presenta una

mayor resolucion.

Tras analizar las muestras de los ejemplares de Ruta graveolens de distinta zona
geografica, se corrobor6 que los componentes mayoritarios de este aceite esencial

son 2-undecanona y 2-nonanona.

La concentracion de los compuestos identificados en el aceite esencial de esta
especie segun la zona geografica en la que se desarrolld la planta, cantdon Cuenca
y cantdon Morona, presentd una diferencia estadisticamente significativa. La
concentracion de los metabolitos analizados fue mayor en los ejemplares
provenientes del cantén Cuenca, lo que se atribuyd a las diferencias climaticas y

posible estrés abidtico.

4.2 Recomendaciones

o Ampliar la biblioteca de estdndares para la identificacion de compuestos
presentes en aceites esenciales.

« Realizar un estudio de la variabilidad del aceite esencial de Ruta graveolens
de acuerdo con su tratamiento pre-extraccion, fenofase y condiciones de
estrés controladas.

« Complementar el estudio del aceite esencial de Ruta graveolens en funcién

de sus propiedades bioldgicas y la zona geografica.
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Anexos

Anexo 1. Composicién quimica porcentual del aceite esencial de Ruta graveolens.
Fuente: (Chaaban, et al, 2019; Kathirvel, Poonkodi, Gomathi & Akila, 2017, Perera,
Karunarante & Chinthaka, 2019; Attia. et al, 2018).

Compuesto Porcentaje
2-undecanona 16,2-42,6
2-nonanol 34,3
2-nonanona 11,9-32,1
1-noneno 19,4
Metil nonil éster 15,4
1-pentadeceno 12,6
Limoneno 7,3
4-hidroxipiridina-1-6xido 6,7
Pireno 5,4
(2)-8-(3,5-dimetil-4-hidroxifenil)-2-octeno 4,1
Geireno 3,8
3-terbutil catecol 3,4
Antraceno 3,1
Isomaturinina 2,6
5,6-dietil-1-metil-ciclohexeno 2,3
2-decanona 2,2-2,7
Tumeronol B 2,2
Acido trans-4-anisil cinamico 2
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Alcohol de diacetona 1,6
Acetosiringona 15
Hedicariol 1,4

3-etoxi-4-hidroxi-4-(4-metoxi fenil) ciclopent-2-enona 1,4

Fluoranteno 1,2
2-dodecanona 1,2-2,7
Sabinena 1,1
a-Eudesmol 1
2-etenil naftaleno 0,9
Dibenzofurano 0,8
1H-fenileno 0,6
a-pineno 0,5
2-octanona 0,5
B-mirceno 0,5
Nonil dicloro acetato 0,5
Acido hexadecanoico 0,5
4-etil-1,2-dimetoxi benceno 0,5
Nonanal 0,4
a-Farneseno 0,4
Octadecano 0,3
Metil eugenol 0,3
2-tridecanona 0,3-2,5
Alfa-farneseno 0,3
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2,3-dimetoxi tolueno 0,3
4-(3,4-metilendioxi fenil)-2-butanona 0,3
Neoftadieno 0,3
2,3-dimetil anisol 0,3
4-hidroxi-3-pentil ciclohexanona 0,2
Bifenileno 0,2
3,4-metilendioxi bencil acetona 0,2
Bifenil 0,2
Hexadecano 0,2
4-amorfen-11-ol 0,2
Decanal 0,2
1-metoxi-2-metil benceno 0,2
Dodecil acetato 0,2
2-fenilnaftaleno 0,2
2-metil anisol 0,2
B-damascenona 0,2
Fenantreno 0,1-0,7
2-acetoxi tetradecano 0,1-0,2
Propanoato de linalilo 0,1
Fitol 0,1-1,7
1-metoxi-4-metil benceno 0,1
D-limoneno 0,1
Bencenobutanol 0,1
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............

1-metil fenantreno
Hexahidrofarnesil acetona
y-Eudesmol

Pentacosano

1-etil-4-metoxi benceno
3,5-dimetil anisol
o-cadineno

Elemol

1-nonanol

Indeno

5-(2,2-dimetil etil) 1,3-benzodioxol
4,5-metilen fenantreno
2-pentil-ciclohexano-1,4-diol
1-hexadecanol
1,3-ciclooctadieno

Acido miristico
9,12,15-octadecatrienal
Alcohol behenilico
y-Terpineno

Acido lineoleico

0,1
0,11
0,09-0,19
0,09
0,07
0,06
0,06
0,05-0,26

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,04
0,03
0,03

0,02
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Anexo 2. Ubicacidn geografica de los lugares de coleccion de los ejemplares de R.

graveolens (cantones Cuenca y Morona, Ecuador)
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Anexo 3. Pools de estandares agrupados por diferencias en el tiempo de retencion

Compuesto Tiempo de Tiempo de Pool andlisis
P retencion 220°C retencion 160°C

2-nonanona 12,8 12,8 1
(-)-a-Tujona 13,5 13,5 1
(+)-Mentona 14,6 14,6 1
(+)-Terpinen-4-ol 15,2 15,2 1
(—)-_Cgrveol, mezcla 16.2 16.3 1
de isbmeros
2-undecanona 18,4 18,4 1
Acetato de citronelilo 20,7 20,8 1
Eugenol 21,4 21,4 1
(-)-a-Bisabolol 35,6 35,6 1
(+)-a-Pineno 10,0 10,0 2
(-)-B-Pineno 10,8 10,8 2
Eucaliptol 11,9 11,9 2
(-)-Linalool 13,0 13,1 2
(-)-1sopulegol 14,4 14,4 2
Citral 16,8 16,8 2
Geraniol 17,1 17,1 2
Acetato de geranilo 22,1 22,1 2
Nerolidol 29,0 29,0 2
6-Metil-5-hepten-2- 107 107 3
ona
a-Terpineno 11,5 11,5 3
y-Terpineno 12,3 12,3 3
(x)-Citronelal 14,3 14,3 3
Acetato de linalilo 17,1 17,1 3
(+)-Carvona 17,2 17,2 3
Carvacrol 18,8 18,8 3
Farnesol 36,8 36,8 3
B-Mirceno 10,8 10,8 4
(R)-(+)-Limoneno 11,7 11,8 4
Hidrato de sabineno 12,6 12,5 4
Terpinoleno 13,0 13,0 4
(+)-1sopulegol 14,4 14,3 4
DL-Mentol 15,0 15,0 4
(+)-Pulegona 17,1 17,1 4
Cinamaldehido 31,9 31,8 4
B-Cariofileno 54,3 54,3 4
(-)-Oxido de 232 232 5
cariofileno
Esclareol 24,7 24,7 5
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