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Resumen

En la actualidad la busqueda de tecnologias que permitan generar aumentos significativos en
la capacidad antioxidante de las especies vegetales, corresponde a una de las necesidades para la
obtencion de alimentos con valor agregado y con mejor composicion quimica, de esta forma el
estudio de plantas como la limonaria (Cymbopogon citratus (DC) Stapf) genera gran interés
debido a la presencia de compuestos fendlicos en esta, especialmente los flavonoides
considerados potentes antioxidantes. Han sido reportados efectos anticancerigenos y anti-
mutagénicos; Asi mismo gracias a su caracteristico aroma de limon, es de considerable
importancia en la industria de alimentos siendo también una importante materia prima utilizada
en la industria farmacéutica, la industria de perfumeria y cosmética, especialmente para la
sintesis de la vitamina A.

La investigacion permitid evaluar la capacidad antioxidante de extractos de limonaria, con el
fin de identificar la respuesta del material bioldgico al ser tratado con radiacién ultravioleta B
(UV-B). Se emple6 material bioldgico en dos estados fenoldgicos, los cuales fueron expuestos a
una dosis de radiacién UV-B de 0,05Whm™, el analisis de la capacidad antioxidante de los
extractos se realizd empleando los métodos DPPH y ABTS, Asi mismo se utilizd el método de
Folin-Ciocalteau, para conocer el contenido de compuestos fenolicos en los extractos,
posteriormente se realiz6 un analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria
de masas GC-MS con el fin de determinar los perfiles cromatograficos de los extractos tratados y

controles.

De acuerdo con los resultados obtenidos una dosis de radiacion UV-B de 0,05 Whm™, genero
un aumento en la actividad antioxidante de la planta en estado fenoldgico punto de corte con

tiempo de adaptacion de 30 minutos, representada en un incremento porcentual del 15,83%
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respecto a su extracto control determinado con el meétodo DPHH, y 0,7% determinado con el

método ABTS. El andlisis de GC-MS, arrojo un aumento en el contenido de 13 de los 21

compuestos identificados en los extractos tratados respecto a los extractos control.

Palabras claves: Aromaéticas, cohobacion, ABTS, DPPH, espectroscopia



Abstract

Currently, the search for technologies that can generate significant increases in the antioxidant
capacity of plant species, corresponds to one of the needs of obtaining food with added value and
better chemical composition, in this way the study of plants as lemongrass (Cymbopogon citratus
(DC) Stapf) generates great interest due to the presence of phenolic compounds in this,
especially the flavonoids considered potent antioxidants. Anticancer and anti-mutagenic effects
have been reported; Likewise, thanks to its characteristic lemon aroma, it is of considerable
importance in the food industry and is also important raw material used in the pharmaceutical

industry, the perfumery and cosmetics industry, especially for the synthesis of vitamin A.

The research allowed to evaluate the antioxidant capacity of lemongrass extracts, in order to
identify the response of the biological material when treated with ultraviolet B radiation (UV-B).
Biological material was used in two phenological stages, which were exposed to a dose of UV-B
radiation of 0.05 Whm™, the analysis of the antioxidant capacity of the extracts was made using
the DPPH and ABTS methods. The Folin-Ciocalteau method, in order to know the content of
phenolic compounds in the extracts, an analysis was subsequently carried out by gas
chromatography coupled to mass spectrometry GC-MS in order to determine the

chromatographic profiles of the extracts and controls.

According to the results obtained, a dose of UV-B radiation of 0.05 Wh.m™, generated an
increase in antioxidant activity of the plant in phenological stage cut-off point with adaptation
time of 30 minutes, represented by a percentage increase of 15.83% with respect to its control

extract determined with the DPHH method, and 0.7% determined with the ABTS method. The
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GC-MS analysis showed an increase in the content of 13 of the 21 compounds identified in the

extracts treated with respect to the control extracts.

Keywords words: Aromatics, cohobation, ABTS, DPPH, spectroscopy
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Justificacion

Uno de los efectos ocasionados por la contaminacién ambiental generada por emisiones de
gases de efecto invernadero, es la reduccion de la capa de ozono en la alta atmosfera; el ozono es
un filtro natural contra la radiacion ultravioleta emitida por el sol. Esta reduccion en la capa de
ozono conlleva al aumento de la radiacién ultravioleta incidente en los ecosistemas terrestres con
efectos nocivos sobre los organismos. La destruccion de la capa de ozono es uno de los
problemas ambientales graves que la humanidad debe enfrentar hoy en dia, siendo esta una de las

limitantes en la produccion agricola.

La poluciéon de origen antropogénico, ha hecho posible evidenciar en las Gltimas décadas
cambios en nuestro planeta, como lo son el aumento de la variabilidad climéatica con eventos
extremos de sequia e inundaciones y un aumento considerable de la radiacion UV-B incidente.
La radiacion UV-B, comprende una pequefia regiéon del espectro electromagnético y su accion
sobre plantas y animales es considerable (Carrasco, 2009). Estos fotones se consideran
perjudiciales debido a las interacciones destructivas que presentan con moléculas celulares, tales
como aminoéacidos de proteinas, bases de acidos nucleicos y lipidos de membranas, es por ello
que se perturban procesos metabodlicos en las plantas gracias a la luz intensa, procesos como la

fotosintesis, asimilacion de glucosa, respiracion, y la fosforilaciéon (Duran et al, 1993).

Gracias a la captacion de dicha energia por la planta, los dafios que causa esta exposicion
pueden ser oxidativos, generados por la reaccién con ERO (Especies Reactivas de Oxigeno)
formados en las zonas irradiadas (Gonzalez et al, 2009) los cuales actian como oxidantes

bioldgicos, sin embargo, es importante destacar que el oxigeno divalente (O;) es el mayor
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reductor, la simple adicion de un proton da lugar a la formacion de H,O,, convirtiéndose este en
un agente oxidante muy activo (Martinez, 2007), es por ello que el dafio por UV-B, transcurre en

buena parte por intermedio de la acumulacion de ERO’s.

La mayoria de hierbas aromaticas contienen compuestos antioxidantes que son sustancias
capaces de retardar la oxidacion de los compuestos lipidicos presentes en alimentos,
disminuyendo de esta manera su deterioro durante el almacenamiento (Alvis et al, 2012), asi
mismo estos compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos, flavonoides y carotenoides) las
protegen del dafio celular y se ha demostrado que estos compuestos al ser adicionados en la

dieta, pueden generan una proteccién similar en el organismo (Castellanos, 2014).

Las plantas requieren una elevada concentracion de antioxidantes, pues el proceso de
fotosintesis da lugar a varios subproductos con una gran cantidad de radicales libres. Los
extractos de limonaria son de gran interés de estudio ya que han mostrado sus propiedades
antioxidantes empleando barrido con anién superéxido (Olorunnisola et al, 2014), asi mismo
estudios posteriores revelaron que el tanino y las fracciones flavonoides del extracto son agentes
anti-oxidantes mas activos en comparacion con fraccion de acidos fendlicos (Figueirinha et al.,

2013).

Gracias a ello el presente estudio busca la generacion de nuevo conocimiento frente a las
tecnologias de poscosecha, en el caso de la limonaria (Cymbopogon citratus), en pro de
minimizar las pérdidas de producto y generar mayor calidad en el mismo, conociendo que la
radiacion UV-B induce un estrés oxidativo a las plantas (Carrasco, 2009), la investigacion hara
posible el estudio, implementacidn e interpretacion de técnicas de analisis en los extractos de la

planta, mediante analisis de metodos que permiten buenas aproximaciones a la capacidad
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antioxidante real de la planta, en este caso se emplean los métodos DPPH y ABTS. De igual

forma se busca asociar los compuestos principales que estan relacionados con el aumento de la
capacidad antioxidante, mediante la implementacion de técnicas analiticas como los son
espectrofotometria UV-vis y la cromatografia de gases acoplada a espectro de masas (GC-MS),
asi mismo permite también la generacion de lazos institucionales por medio de la investigacion

haciendo posible el fortalecimiento de semilleros y creacion de grupos de investigacion.
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Introduccién

La radiacion solar se puede considerar como el factor ambiental externo que influye
constantemente en la vida del planeta, ya que esta controla el funcionamiento de los ecosistemas
terrestres y acuaticos bien sea por procesos fotobioldgicos (fotosintesis, fotoperiodo,
fototropismos, etc.), o también como actor principal sobre otros factores ambientales
(temperatura, humedad, etc.), mas especificamente para las plantas, la radiacion solar produce
alteraciones en la fisiologia de estas, penetrando la hoja y siendo absorbida por los croméforos o

moléculas susceptibles al efecto de la radiacion (Carrasco, 2009).

En las plantas el sistema de respuesta a las especies reactivas y los radicales libres esta
constituido por compuestos antioxidantes, cuando estos mecanismos de defensa no son
suficientes para mantener el equilibrio bioquimico de los organismos, se genera una condicién
conocida como estrés oxidativo (Soriano, 2013). La primera linea de defensa contra el estrés
oxidativo en plantas actia reduciendo la produccion de ERO mediante procesos como: (i)
adaptaciones anatomicas y fisidlogicas; (ii) mecanismos que reorganizan el aparato fotosintético
o suprimen la fotosintesis; (iii) accion de un grupo de enzimas llamadas oxidasas alternativas
(AOX) que pueden desviar electrones (e) que fluyen a través de las cadenas transportadoras
durante la respiracion y usarlos para reducir oxigeno divalente (O;) a agua (H.0) evitando la

formacion del anién superéxido O (Peralta et al, 2012).

La mayoria de plantas aromaticas contienen compuestos antioxidantes, algunos conocidos
como compuestos fendlicos, especialmente los flavonoides y las antocianinas, que muestran una
gran capacidad para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo (Kuskoski et al, 2005),

adicional los carotenoides y flavonoides neutralizan ERO como H;0,, -OH y O, (Peralta et al,
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2012).

Con el pasar de los afios se ha incrementado el interés por los antioxidantes naturales, gracias
a tres razones principales: (1) baja confianza frente a los antioxidantes sintéticos, (2) la
capacidad antioxidante de variedad de sustancias biol6gicamente activas de origen vegetal, y (3)
la concepcion sobre el consumo de ciertos agentes fitoquimicos que favorecen el tratamiento de
algunas enfermedades cronicas y el proceso de envejecimiento; ademas, la conviccion de
seguridad que generan los compuestos naturales respecto a los compuestos sintéticos (Tovar,

2013).

Los extractos de limonaria son ricos en citral, este compuesto esta relacionado con la accion
digestiva, con la actividad muscular aliviando espasmos y calambres musculares, ademas de ser
utilizado como medicamento para tratar el reumatismo y aliviar el dolor de cabeza (Asaolu et al,
2009), es importante mencionar que existen varios metabolitos secundarios generados por esta
planta los cuales son de gran interés debido a la presencia de compuestos fendlicos
especialmente los flavonoides, los culés estdn asociados con una fuerte actividad antioxidante,

siendo promisorios en tratamientos anticancerigenos y anti-mutagénicos (Mirghani et al, 2012)

Esta investigacion tiene como objeto evaluar la variacion en el contenido de fenoles totales y
la actividad antioxidante en extractos de limonaria (Cymbopogon citratus) tratados con radiacion
UV-B, en dos estados fenologicos y tiempos de adaptacion cortos, con el fin de promover el uso

de la radiacion ultravioleta B como tecnologia de poscosecha en plantas aromaticas.
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1.Estado del arte

1.1.Caracterizacién botanica

1.1.1.Clasificacién y etimologia

El género Cymbopogon comprende 140 especies ampliamente distribuidas en todo el mundo,
donde se han reportado 45 especies en la india (Geetha et al, 2014), este género pertenece a la
familia Poaceae (Gramineae) que abarca aproximadamente 800 géneros y 10.000 especies, que
predominan en la flora y fisonomia de las vegetaciones abiertas en todo el mundo. La
importancia econdmica de esta familia es incuestionable gracias a su versatilidad de uso (Longhi,
2012). El nombre Cymbopogon se deriva de las palabras griegas kymbe (Barco) y pogon (barba),
refiriéndose a la punta de la flor; Citratus se deriva del latin antiguo, que significa hojas de

limon-perfumadas (Negrelle et al, 2007).

1.1.2.Descripcion botanica

C. citratus es nativa del sudoeste de Asia (Negrelle et al, 2007). Segun Olorunnisola et al,
(2014), se ha vinculado el origen de la limonaria en Asia (Indochina, Indonesia y Malasia),
Africa y las Américas; asi mismo Arango (2006) reporta que la limonaria tiene su lugar de origen

en India, Ceilan y Peninsula Malaya. Hoy en dia es cultivada también en el trépico y subtropico.

Segun lo reportado por Shah et al, (2016) Esta es una especie vivaz, cespitosa, con un rizoma
corto, ramificado. Puede medir hasta 1,50 m de altura, sus hojas son largas y de forma plana
(Agriculture, forestry & fisheries, 2012). Le favorece el suelo areno-arcilloso, drenado y

profundo, de textura arcillosa, rico en materia organica, presenta gran resistencia a la acidez.
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Tiene la capacidad de crecer en suelos con textura arenosa, pero que tengan adecuada fertilidad,

por ello la calidad y la estructura del terreno ejercen una influencia importante sobre el
rendimiento del material vegetal y sus extractos (fundacion Chemonics Colombia, 2003). En
Colombia, tal como lo menciona Alvarez et al, (2014), esta planta es cultivada de 0 a 1900msnm,
siendo la zona cafetera el area mas representativa, pero también esta adaptada a los diversos
pisos térmicos del pais, es frecuente encontrarlo en avenidas y jardines familiares como planta

ornamental y medicinal (Mendoza et al, 2010).

1.2.Actividad bioldgica

La limonaria es considerada como hierba aromatica, segin lo indica Sousa et al, (2010), esta
planta muestra un gran nimero de aplicaciones y es popularmente utilizado por personas en
muchos paises. En Brasil, por ejemplo, el té, Infusion y extractos de limonaria, que se preparan
con hojas frescas o secas, se usan a menudo en la medicina como un restaurador, digestivo,
efectivo farmaco contra resfriados, con analgésico, anticardiopatico, Antitérmico,
antiinflamatorio del conducto urinario, diuréticos, antiespasmodicos. Alvis et al, (2012),
confirma que recientemente, se ha encontrado que los aceites esenciales de limoncillo y la canela
contienen algunas propiedades anti fangicas y poder antioxidante siendo utilizadas para la

conservacion de platanos.

Asi mismo, seguin Alarcon (2011), esta planta presenta usos terapéuticos para el reumatismo,
problemas cardiocirculatorios, como antihipertensivo, antiespasmaddico, antiasmatico, anti
fangico, antibacteriano, diaforético, expectorante, ansiolitico, para problemas de insuficiencia
digestiva hepatica, celulitis, como antiinflamatorio, sedante y vasodilatador. Indica Mendoza et

al, (2010) que se usa como anticatarral, febrifugo, antitusivo, estomaquico, carminativo, y
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ansiolitico, para aliviar el vomito, como depresor del sistema nervioso central y para disminuir el
colesterol. Se reporta también como antipaltdico, diaforético y estimulante, diurético y en el

control de la presion arterial.

Diversos estudios explican la actividad antitumoral y anticancerigena de extractos de
limonaria, por ejemplo Kauder et al, (1991), citado por Negrelle et al, (2005) reporta que el
mirceno presenta actividad antimutagenica en células mamarias, los compuestos vegetales, alfa-
limoneno y geraniol, mostraron inhibicion del céncer en higado y de membrana mucosa
intestinal en ratones, asi mismo Balboa y Lim, (1995), citado por Negrelle et al, (2005)
mencionan que los jugos derivados de la limonaria contienen inhibidores de la fase de desarrollo
de los tumores cutaneos. Ghosh, (2013), reporta que el extracto de limonaria y las emulsiones de
citral inician la muerte de células cancerosas de cuello uterino (HeLa y ME-180) controlando su

desarrollo y crecimiento.

Respecto a actividad antipaltdica, Tchoumbougnang et al, (2005), citado por Shah et al,
(2011) reporta que los extractos de Cymbopogon citratus suprimen el crecimiento del parasito
que causa la malaria en roedores (Plasmodium berghei) en un 86,6%, comparado con el farmaco

cloroquina la cual trata y previene la malaria en un 100%.

Para definir las propiedades antiinflamatorias de los extractos de limonaria, inicialmente se
realizan estudios in vitro donde se suele evaluar la actividad sobre la produccion de mediadores
de la inflamacién en lineas celulares. Normalmente, se determina la capacidad de los extractos
para capturar el radical 6xido nitrico (NOe) liberado por las células, y estimulado con un agente
inflamatorio. Acorde a lo anterior, Ferreira (2015) en su estudio reporta que una infusion de C.

citratus inhibi6 el radical (NO¢) producido por RAW 264.7 (macrofagos transformados por el
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virus de la leucemia murina Abelson) activados con lipopolisacarido (LPS), aunque en menor
medida que el té verde, pero aun asi la infusién de C. citratus continda siendo el extracto polar
més estudiado. Esta actividad antiinflamatoria se atribuye principalmente a sus polifenoles,
Flavonoides mono- y poliméricos, glucdsidos de luteolina y taninos condensados,

respectivamente.

Para su actividad antimicrobiana, Manvitha et al, (2013), refieren que los extractos etanolicos
de limonaria muestran propiedades antibacterianas potenciales contra Staphylococcus aureus
(esta es una bacteria anaerobia causante de diversos procesos infecciosos que van desde
infecciones cutaneas hasta enfermedades sistémicas mortales). Flavonoides y taninos

encontrados en los extractos de limonaria fueron atribuidos como responsables de esta actividad.

Se ha identificado el potencial antioxidante de los extractos de limonaria y sus habilidades
para reducir las ERO, por ejemplo, en estudios realizados por Olorunnisola et al, (2014) los
cuales reportan que la infusion de limonaria muestra actividad antioxidante mas fuerte en

comparacion con otros métodos de extraccion (metanol, etanol acuoso al 80% y decoccion).

1.3.Extracto de limonaria y su composicién quimica

En general, los extractos de plantas son productos formados por la mezcla de numerosas
sustancias, con una composicion quimica bastante compleja, obtenidos a partir del metabolismo
secundario de las plantas. Son lipidos simples sin acidos grasos, y estan compuestos por

sustancias volatiles (Martinez, 2008).

Segun Skaria et al, (2007) el aceite de la limonaria o hierba de limén es un liquido viscoso, de

color amarillo o de color oscuro, se pone rojo durante un almacenamiento prolongado, el cual en
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presencia de agua toma un aspecto turbio; y como menciona Khila (2010) el aceite aromatico de
sus hojas, contiene 70-90% de citral (el aldehido responsable del olor a limén), afirma
Lewinsohn et al, (1998) que debido a su caracteristico aroma de limon, el citral es de
considerable importancia en la industria de alimentos pues es empleado como materia prima en

la industria farmacéutica, en el proceso de sintesis de la vitamina A (Soto et al, 2002).

Acorde con Daniel (2015) el aceite volatil de limonaria ademas de ser rico en citral (figura 1),
contienen también flavonoides (luteonil, isoorietina y orientina), acidos fendlicos (clorogenico,
acido cafeico y cimarina) triterpenoides como cymbopogona y cymbopogonol, adicional otros de
sus componentes son el limonero, geraniol, mirceno y citronelol, la figura 1 muestra los
principales constituyentes del extracto de limonaria. Asi mismo, menciona Ferreira (2015) que se
ha revelado la presencia de otros grupos menores de fitoquimicos, a saber, alcaloides, saponinas,
antraquinonas y esteroides en hojas de limoncillo, en la tabla 1 se resumen los compuestos

identificados en los extractos de limonaria.

Tabla 1. Fitoquimicos reportados en la Limonaria (Cymbopogon citratus) Fuente,
(Ekpenyog et al, 2014)

Fitonutrientes Contenido mineral
Taninos Saponinas Sodio Potasio
Flavonoides Alcaloides Calcio Magnesio
Esteroides Aceite esencial Hierro Zinc
Fenoles Fosforo

Aceite esencial

Isolongifolene-4-5-9-10-
Citral Burneol [-Bergamotene dehidro levo — B-
elemene

a-terpineol B-Mirceno y-Muurolene a-Gurjunene
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a-Amorphene

B-O-Cimene Alo-o-cimene a-Muurolene
B-Sesquiphellandrene
a-pinene oxido Mircenol a-Farmeceno a-Elemol
t-Muurol Linalol d-Cadineno Germacrene-D
3-octin-3-ol Trans-chyssanthemal Valenceno Viridiflorol
ci}egﬂee%){gﬁoia Citronela o-Selineno Humuleno
Neral Trans-(-)-Carveol a-Guaiene t-Cadinol
Geranial Nerol B-Eudesmol Fa;?ﬁfdilag:cr};em
Citronelol Metil-n-nonil-cetona Di-n-Octilftalato Acetato geranico

Dextro-carvona

Acido genarico

Figura 1. Estructura quimica de los principales constituyentes del aceite esencial de

Limonaria (Cymbopogon citratus). Fuente, (Adaptado de Gagan et al, 2011)
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Segun Alvis et al, (2012), en la hoja de C. citratus se han identificado algunos compuestos

antioxidantes entre los cuales se destacan; isoorientina 2-O-ramndésido, isoorientia vy

swertiajaponina este Ultimo con mayor capacidad antioxidante.

1.4.0Obtencién del extracto

Segln menciona Ekpenyong (2014), la obtencion de extractos de plantas puede llevarse a
cabo por diversos métodos tales como hidrodestilacion, destilacion por arrastre de vapor,
extraccion de liquido a presion, extraccion por método Soxhlet; tomando como disolventes agua,

hexano, cloroformo y la mezcla de metanol/etanol.

Se evidencian investigaciones como las realizadas por Mirghani et al, (2012); Blanco et al,
(2009); Vasquez et al, (2015) en las cuales el método utilizado para la extraccion de aceite
esencial de limonaria fue la hidrodestilacion con aparato clevenger, por ser esta una técnica

eficaz y de implementacion a escala de laboratorio.

1.4.1.Hidrodestilacion- Cohobacion

En los métodos de separacion, cuando se usa vapor saturado como medio de arrastre y
la materia prima estd en contacto directo con el agua generadora del vapor, se denomina método
de hidrodestilacion (Cerpa, 2007). Tal como lo menciona Contreras (2010) este método se
fundamenta en llevar a estado de ebullicion el agua, para que ingrese a los tejidos de la planta y
disuelva una parte del aceite esencial presente en las estructuras contenedoras; esta disolucion
acuosa se difunde a través de las membranas de las células y el aceite se vaporiza
inmediatamente desde la superficie, luego los gases viajaran a través de los conductos del equipo

Clevenger hasta llegar al condensador, en donde son regresados a su fase liquida. Este proceso se
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prolonga hasta obtener la mayor cantidad de aceite presente en las glandulas de la plata, de tal

manera, que los vapores generados puedan ser condensados y colectados.

Complementando el proceso de hidrodestilacion, indica Fernandez et al, (2012), que el equipo
clevenger empleado, se caracteriza por ser un sistema cerrado en donde el solvente o material
extraido son "devueltos o retornados™ al balon de destilacion en un proceso que se repite hasta
que se haya considerado la total extraccion del aceite esencial, este sistema permite integrar
todas las etapas del proceso de destilacion, incluyendo la vaporizacion, la condensaciony la
decantacion. Esta "devolucion o retorno” es lo que se conoce como cohobacion; en general, el
aparato clevenger se utiliza para la destilacion de cantidades pequefias (hasta 1.0 Kg) de material

vegetal en el laboratorio (Skaria at al, 2007).

Indica Albarracin et al, (2003), que los tiempos de destilacion varian en funcion de los
compuestos que contiene el extracto, por ello los tiempos de destilacion seran mas prolongados
si la planta presenta compuestos con puntos de ebullicién altos, asi mismo la coloracion de estos

€S mas oscura, con respecto a extractos obtenidos por otros métodos.
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Figura 2. Montaje método de hidrodestilacion con aparato tipo clevenger
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1.5.Metabolismo secundario

Las células realizan un conjunto de reacciones quimicas con el fin de sintetizar sustancias
complejas a partir de unas mas simples, 0 viceversa, a esto se le conoce como metabolismo,
(Garcia et al, 2009) .Menciona Geetha et al, (2014), que las plantas sintetizan una amplia gama
de compuestos quimicos que se clasifican en funcién de sus propiedades quimicas, clase, origen
biosintético y grupos funcionales en metabolitos primarios y secundarios, donde estos Gltimos se
sintetizan durante el metabolismo secundario de las plantas; refiere Avalos et al, (2009) que las
plantas designan una parte importante del carbono asimilado y de su energia a la sintesis de

algunos compuestos que aparentemente no presentan una funcion directa en procesos
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fotosintéticos, respiratorios, asimilacién de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de

proteinas, carbohidratos o lipidos, a estos compuestos se les denomina metabolitos secundarios.

Ferreira (2015) indica que todos los componentes de las plantas se derivan del metabolismo
de los carbohidratos sintetizados durante la fotosintesis de CO, y H,O. El metabolismo
secundario sirve para mantener el metabolismo bésico en aquellas circunstancias en las que los
sustratos normales no pueden ser utilizados para el desarrollo normal de la célula, por falta de
nutrientes, asi mismo indica Ramirez (2016) que la sintesis de metabolitos secundarios se lleva a
cabo durante determinadas fases del desarrollo de la planta, es por ello y segin Valares (2011),
que el crecimiento de las plantas y la velocidad fotosintética pueden verse afectada por la oferta
edafoclimatica del medio de desarrollo, como la falta de nutrientes y carencia de agua, en tales
condiciones, carbohidratos no estructurales se pueden acumular, provocando un incremento en
la sintesis de sustancias de defensa en el metabolismo secundario. Menciona Tenorio et al,
(2006), que este tipo de compuestos denominados también como productos naturales presentan
un considerable valor medicinal y econémico, éste ultimo gracias a su empleo en la industria

cosmética, alimentaria, farmacéutica.

Se consideran a los fenoles, terpenoides, alcaloides (compuestos nitrogenados) como una
clasificacion de los compuestos que forman parte del metabolismo secundario (Valares, 2011),
donde las rutas de sintesis de los compuestos de mayor interés farmacogndstico, de acuerdo con

Fernandez (2005) son:

1.Ruta de &cido shikimico,

2.Ruta del mevalonato que da lugar a los terpenoides
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3.Rutas del metabolismo del nitrégeno, principalmente aminoacidos, que llevan a la

sintesis de alcaloides
4.Ruta del &cido maldnico que conlleva a la sintesis de fenoles en hongos y bacterias

Avalos et al, (2009)

Ferreira (2015) menciona que la ruta del &cido shikimico es responsable de la biosintesis de la
mayoria de los compuestos fendlicos de plantas, consiste en la sintesis del acido 3-
deshidroshikimico a partir de la glicolisis de fosfoenolpiruvato y de la eritrosa 4-fosfato que
proviene de la via pentosa fosfato. El &cido shikimico puede conducir a la sintesis del corismato,
participa asi en la via de aminoacidos arométicos, como triptéfano, fenilalanina y tirosina. La
fenilalanina formada por la via shikimato origina otra importante ruta biosintética de los

compuestos fenolicos, especificamente acidos fenolicos y flavonoides y derivados.

Indica Ramirez (2016), que los compuestos fendlicos se diferencian por presentar al menos un
anillo aromatico unido a al menos un grupo funcional hidroxilo. Un subgrupo de estos
compuestos fendlicos son los flavonoides, su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos
ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos (Avalos et al, 2009),
Refiere Tenorio et al, (2006), que estos son sintetizados a partir de aminoacidos, carbohidratos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos que aparentemente no son indispensables en la vida de las
plantas, pero su importancia radica segun Cartaya et al, (2001) en las funciones de estos en las
plantas resumidas en tres grupos: papel de defensa, papel de sefial quimica y efecto sobre las
enzimas, complementa Tenorio et al, (2006) que estos actlan en la formacion de pigmentos,
como filtro solares, antioxidantes, inhibidores enzimaticos, precursores de sustancias toxicas, asi
mismo estan involucrados en mecanismos de fotosensibilizacion y de transferencia de energia,

que permiten regular la fotosintesis, las reacciones de crecimiento, de control de la respiracion, la
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determinacion sexual y la defensa contra infecciones. Estos compuestos estan presentes en todos
los 6rganos de las plantas, principalmente en hojas y botones florales, segun lo indica Carvajal
(2005) los flavonoides presentan propiedades antioxidantes gracias a su capacidad de

transferencia de electrones y a su capacidad para quelar metales.

Menciona Avalos et al, (2009), que los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas
grande de metabolitos secundarios (més de 40.000 moléculas diferentes), donde La unidad
estructural basica de los terpenoides es el isopreno (2-metil-1,3-butadieno), constituido por cinco
atomos de carbono. Su union sucesiva da lugar a los distintos tipos de terpenos conocidos. De
esta forma los compuestos con un sélo isopreno son los hemiterpenos (C5), monoterpenos los de
dos (C10), sesquiterpenos los de tres (C15) y asi sucesivamente (Pala, 2002). Refiere Sepulveda
et al, (2003) que la sintesis se puede llevar a cabo por dos vias, una es la ruta del mevalonato que
se lleva al cabo en el citoplasma y la otra se denomina como la ruta DXP (5-fosfato de 1-desoxi-
D-xilulosa o fosfato metilleritriol), para biosintesis de monoterpenoides, diterpenoides vy
tetraterpenoides la cual es independiente de la del mevalonato y que se realiza en los plastidos
(McMurry, 2012). Los terpenos mas comunes en los aceites esenciales son aquellos de menor
peso molecular, y por lo tanto méas volatiles, es decir, monoterpenos y sesquiterpenos (Pala,
2002). Su interés es gracias a sus caracteristicas funciones indicadas por Morales (2013) tales
como pigmentos, hormonas, constituyentes de membranas y agentes de defensa contra

patdgenos, entre otras.

Menciona Ramos et al, (1998) que los alcaloides son, en su definicion fundamental,
compuestos heterociclicos con nitrogeno y, como su nombre indica, sustancias generalmente de
caracter béasico, aunque existen muchas excepciones, generalmente se sintetizan a partir de

aminoacidos, tales como triptofano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina. Menciona
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Oliveira et al, (2009), que esta clase de sustancias del metabolismo secundario es famosa por la

acentuada accién sobre el sistema nervioso central, siendo muchos de ellos utilizados como
venenos o alucindgenos, complementa Sepulveda et al, (2003), indicando que la sintesis de
alcaloides aumenta en respuesta al dafio generado por los insectos depredadores, donde su efecto
toxico esta dado por su capacidad de bloquear neuroreceptores, intermediarios de la transduccion
de la sefial neuronal y canales ionicos de vertebrados e insectos, pero sus efectos inhibitorios en
el crecimiento de microrganismos patdgenos radica en su capacidad de intercalarse con el ADN,
de suspender la sintesis de proteinas, estimular la apoptosis e inhibir las enzimas del
metabolismo de carbohidratos. Algunos alcaloides son usados como farmacos anticancerigenos y

otros mas incluyendo a la morfina como potentes analgésicos (Cruz et al, 2012)

1.6.Radiacion UV-B y su efecto en las plantas

1.6.1.Radiacién UV-B

Indica Vallejo et al, (2013), que el descubrimiento de la radiacion ultravioleta (UV) y sus
propiedades fue un proceso gradual, que tardo tres siglos e involucro a cientificos de diversos
paises. En el siglo XX, los avances en fotofisica y fotoquimica permitieron comprender mejor el
comportamiento de las radiaciones electromagnéticas, asi como la relacion de los rayos UV con
la luz solar, incluyendo el filtro que ejercia la capa de ozono sobre la mayor parte de radiacion
UV. Adicionalmente, sus propiedades permitieron clasificarla y demostrar la accion que ejerce

sobre los seres vivos.

Menciona Bernal (2016) que la radiacion ultravioleta (UV) proviene de la luz del sol y es

considerada como una forma de energia electromagnética, la cual segin su longitud de onda se
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diferencian tres bandas de radiacion conocidas como UV-A, UV-B y UV-C. Cada una presenta

propiedades diferentes de penetracion y dafio potencial, los efectos bioldgicos que pueden llegar
a provocar dependen de su longitud de onda, es decir entre méas corta sea esta, mayor es la
energia de la radiacion, mientras tanto Carrasco (2009), indica que alrededor de un 40% de
radiacion visible es la que ingresa al planeta, emitida por el sol con longitudes de onda que
oscilan entre los 280 a 1000 nm, comprendiendo las formas de radiacién conocidas como UV-B
(280-320 nm) asi como sus otros componentes, radiacion UV-C, comprendida entre los 200 y

280 nm, y la UV-A entre los 330 y 400 nm.

Segun Soriano (2013) la radiacion solar es un factor trascendental en las plantas ya que son
organismos fotoautotrofos, totalmente dependientes de la luz como fuente de energia,
considerandose de importancia bioldgica ya que es capaz de producir en plantas, alteraciones

morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas (Vera et al, 2014).

1.6.2.Efectos de la radiacion UV-B sobre la morfologia y

anatomia de las plantas

La capa de ozono es el principal agente que absorbe la radiacion UV-B de la atmdsfera
terrestre. La reduccion de esta capa se debe, entre otros factores, a contaminantes atmosféricos
como los clorofluorocarbonos (CFC), metano y éxido nitrico, los cuales han inducido un
aumento en la radiacion UV-B que ingresa a la tierra (Bernal, 2016). Menciona Requena et al,
(2008), que a partir del afio 1989, con motivo de la observacion del agujero de ozono en la
Antértida, se han llevado a cabo estudios sobre el efecto de la radiacion UV-B en camaras de
cultivo, invernaderos y en el campo, irradiando a las plantas con radiacion UV-B adicional,

pretendiendo simular los efectos de la disminucién de la capa de ozono.
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Indica Bernal (2016), que la respuesta de las plantas ante la radiacion UV-B, se ve

influenciada por la naturaleza de la radiacion, la clase de tratamiento, su adaptacion a estos, asi
como la interaccién con otros factores ambientales. Se conoce que la radiacion UV-B inhibe la
expansion de la superficie foliar de las plantas, que atribuye consecuencias en su crecimiento y
acumulacién de biomasa, al comprar plantas que crecen bajo incidencia de radiacion UV-B y sin
ella, se hace frecuente encontrar diferencias en la tasa de expansion foliar y en el ritmo de
incremento de peso. Las plantas compiten entre ellas cuando crecen bajo condiciones de alta
densidad, donde las plantas mas altas llevan la ventaja ya que pueden capturar mas luz,
considerandose el alargamiento como un aspecto morfolégico importante su competencia

(Ballare, 1996).

En términos generales los efectos observados se resumen en una reduccion del tamarfio de las
plantas, area de las hojas, peso fresco y seco, contenidos lipidicos y actividad fotosintética, asi
como alteraciones en los pigmentos que absorben la radiacion y en la conductancia difusa del
vapor de agua a través de las estomas (Requena et al, 2008). La radiacion UV-B causa
alteraciones morfoldgicas en las plantas, donde se evidencia un aumento en nimero de ramas y
hojas, reduccién en la longitud de tallo y tamafio de las hojas, indica Carvajal (2005) que estas
pueden ser reguladas indirectamente via flavonoides y auxinas, en la tabla 2 se relacionan los
diferentes efectos de la radiacion UV-B en las plantas a nivel molecular, bioquimico y

fisioldgico.
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Tabla 2. Efectos de la radiacion UV-B en plantas a nivel molecular, bioquimico y
fisiologico. (Tomado con modificaciones de: Bernal, 2016)

Efectos de la radiacién UV-B en plantas a nivel molecular, bioquimico y fisiolégico

Formacion de dimeros de bases pirimidinicas (dimeros
ADN ciclobutano pirimidina o CPD).

Induccién de mecanismos de reparacion

Degradacion de proteinas del fotosistema I1.

Fotosintesis Destruccion de clorofila y carotenoides.
Dafio a la membrana tilacoidal.
Membranas Peroxidacion de lipidos
Metabolitos Acumulacion de pigmentos de proteccion a UV-B

secundarios

Formacion de ERO.

Respuesta al estreés Induccion de Superoxido dimustasa (SOD), Ascorbato peroxidasa
(APX), catalasa (CAT), glutation reductasa (GR).

Morfologia y anatomia. Reduccion del area superficial de la hoja.
Fotomorfogénesis Internodos mas cortos.

Reduccion de biomasa, rendimiento del cultivo.

1.6.3.Radiacion UV-B sobre procesos fotoquimicos y metabdlicos

Las plantas no son organismos estaticos y, al igual que muchos otros, buscan variedad de
recursos para protegerse de niveles altos de radiacién ultravioleta. Uno de estos recursos indica
Ballare (1996), es la sintesis y acumulacién de pigmentos fotoprotectores en la epidermis de las
hojas y de otros 6rganos expuestos al sol, estos pigmentos son denominados flavonoides los
cuales se acumulan en la epidermis y absorben radiacion ultravioleta, permitiendo reducir la

cantidad de radiacion que penetra al resto de los tejidos.

Los efectos de la UV-B menciona Zlatev et al, (2012), en la fotosintesis ofrecen un medio
conveniente para dar respuestas de reparacion, aclimatacion y tolerancia a la UV, donde se ha
evaluado el papel de los pigmentos en proteger el metabolismo de los cloroplastos contra la
radiacion UV-B en presencia o ausencia de un fondo de la radiacion fotosintéticamente

activa PAR (sigla derivada del inglés: photosynthetic active radiation) utilizando la proteina D1-
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D2 sensible a los rayos UV. La atenuacion UV-B se atribuye principalmente a flavonoides y

compuestos fendlicos relacionados que absorben eficazmente la radiacion UV-B mientras

transmiten PAR a los cloroplastos.

Segln Duran et al, (1993), los dafios fotoquimicos en las células empiezan por la captacion de
la energia electronica de un foton por una molécula capaz de absorber energia UV, normalmente,
la energia absorbida pasa a la molécula que ha servido de blanco de su estado normal a otro
excitado electronicamente, por ello y segiin Martinez (2007) se hace importante conocer que los
radicales libres 0 ERO (especies reactivas de oxigeno) actian como oxidantes bioldgicos, donde
el mayor reductor es el oxigeno diatdmico (O,) y al adicionar un proton se da lugar a la
formacion de H,0,, siendo este un agente oxidante muy activo, menciona Kohen et al, (2002).
Estas especies reactivas son radicales, como el 6xido nitrico (NO’), superoxido (O ), hidroxilo
(OH"), peroxilo (ROO"), alcoxilo (RO") y una forma de oxigeno singlete (*O,), porque contienen
al menos 1 electron no emparejado al alrededor del ndcleo atdmico y son capaces de existir
independientes y la aparicion de un electron no emparejado es resultado de la alta reactividad de
estas especies por su afinidad a donar u obtener otro electron para lograr estabilidad, asi mismo
Navarrete et al, (2012) indica que el dafio por UV-B, transcurre en buena parte por intermedio de
la acumulacion de ERO, que pueden oxidar componentes como fosfolipidos de membranas,
formando perdxidos e inducir dafio en cloroplastos y mitocondrias, dafio a proteinas, pigmentos
fotosintéticos, asi como pueden ocurrir alteraciones en el ADN, y cambios en la absorcién
mineral, lo cual conduce a alteraciones generales del crecimiento y desarrollo de las pantas

(Castillo, 2013).
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Pérez et al, (2013) indica que la radiacion UV-B produce una reduccion en la produccion de

oxigeno en las plantas, induciendo la produccion de radicales libres en las membranas
tilacoidales, principalmente iones hidroxilo y compuestos metil-carboxilados, es por ello que la
radiacion UV-B favorece la formacién de ERO como resultado de la alteracion metabdlica y
deterioro de transporte electrénico fotosintético o debido a una mayor actividad de la membrana
localizada NADPH oxidasas y peroxidasas segin lo mencionado por Miller et al, (2014);
también indica Indrajith et al, (2009) que las plantas eliminan especies reactivas del oxigeno por
el mecanismo de desintoxicacion producido por la enzima antioxidante tal como catalasa,
peroxidasa, superdxido dismutasa y fenilalaninas, amoniaco-liasa, etc.; asi mismo Hideg et al,
(2013), indica que los niveles tanto bajos como altos de UV- B pueden cambiar el metabolismo
antioxidante de las plantas (es decir, cambiar el tamafio y / o el estado de oxidacién- reduccion
de las reservas de ascorbato, glutation y tocoferol, e inducir acumulacion de flavonoides y

fenoles relacionados, que son fuertes antioxidantes celulares).

Ademas de las afectaciones negativas mencionadas anteriormente generadas por la radiacion
UV-B en las plantas, se ha documentado por Navarrete et al, (2012) que también induce cambios
metabdlicos que ayudan a la planta a contrarrestar sus efectos nocivos, tales como la
acumulacién de flavonoides y otros metabolitos que absorben UV-B en la epidermis, mientras
tanto menciona Vera et al, (2014) que las plantas que crecen bajo exclusion de radiacién UV-B
(invernaderos, tuneles, films plasticos, etc.) pueden generar una cantidad menor de metabolitos
secundarios, en relacion con aquellas plantas que crecen en el campo o que son irradiadas con
UV suplementaria, estos metabolitos secundarios indica Paladino et al, (2008), como por
ejemplo los compuestos fendlicos se situan en todas las partes de las plantas, con una

concentracion que varia a lo largo del ciclo vegetativo, estos entre muchas propiedades estan
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asociados a la actividad antioxidante de los alimentos de origen vegetal; Hangen et al, (2007)

indica que la radiacion UV-B genera la acumulacion de compuestos fenolicos en las células
epidermales de la planta, reduciendo asi la penetracion de radiacion que provocaria efectos
nocivos en los diferentes componentes celulares. Compuestos como los flavonoides son capaces
de absorber entre 90 y 99% de la radiacion UV-B incidente, sin interferir en la captacion de

radiacion fotosintéticamente activa (PAR).

Menciona Ravidran et al, (2010), que, para el caso de los flavonoides, estos generalmente
absorben la luz en la region de 280 -320 nm, y por lo tanto son capaces de actuar como un filtro
UV, protegiendo de este modo los tejidos fotosintéticos del dafio. Los flavonoides se estabilizan
y protegen la fase lipidica de la membrana tilacoidal, y son extintores del estado triplete excitado
de la clorofila y oxigeno singlete. Ademas de los flavonoides, los carotenoides también tienen
propiedades antioxidantes, propiedades que actian como un filtro interno contra la radiacion
UV-B; gracias a que la radiacion UV-B impulsa la respuesta de la enzima clave reguladora
"“fenilalanina amonio liasa" que es una enzima importante de la ruta de la biosintesis de los

flavonoides y transcripcionalmente inducida por el tratamiento con UV (Kumari et al, 2013).

Menciona Requena et al, (2008) que la enzima rubisco (ribulosa bifosfato carboxilasa) que es
la enzima clave en el ciclo de Calvin, es muy sensible a la radiacion UV: un dia de exposicion a
UV-B provoca una disminucion de la actividad enzimatica de un 40%. Cuando se suman una
elevada irradiacion UV-B con una temperatura de unos 35°C, la foto inhibicion y el dafio directo
de la UV-B son aditivos, aumentando el impacto sobre la actividad fotosintética. El proceso de
depooxidacion del violaxanteno es un mecanismo que protege, porque el exceso de energia lo
disipa en forma de calor y se ha detectado que un flujo elevado de UV-B provoca inhibicion de

este mecanismo protector, agravando el dafio ocasionado por la radiacién UV-B.
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1.6.4.Radiacion UV-B como elicitor fisico

El termino elicitor se asigna a moléculas o estimulos capaces de activar respuesta de defensa
en las plantas (Riveros, 2010). Refiere Pifieros et al, (2009) que existen elicitores bioticos
agentes naturales (quitosan, micelio de hongos, bacterias y levaduras) y abi6ticos como agentes
fisicos y quimicos (temperatura, luz UV, sales de metales pesados, pH, etc.). Es por ello y segin
menciona Fisher et al, (2012) una radiacion moderada de UV-B puede estimular la sintesis
de compuestos bioactivos como una respuesta de defensa, de acuerdo con Brown et al, (2008),
empleando bajas dosis de radiacion UV-B, esta es capaz de promover cambios metaboélicos y de
desarrollo en las plantas, tales como la biosintesis de metabolitos secundarios fendlicos y la
inhibicion de la elongacion del hipocotilo, asi mismo estimula la expresion de una gama de genes

que ayudan a proteger las plantas contra los rayos UV o para aminorar sus efectos nocivos.

Menciona Ramirez (2016) que la aplicacion en poscosecha de elicitores genera un aumento en
la sintesis de fitoquimicos en frutas y hortalizas, mejorando las propiedades activas de materiales
vegetales, asi como aumentar los rendimientos del aceite en procesos de extraccion,
convirtiéndose en una alternativa para la industria, ya que se logra mejorar el contenido de
sustancias fotoquimicas. Ortiz (2016) resalta que para mejorar la eficacia de un elicitor aplicado
en poscosecha se debe tener en cuenta el tiempo de exposicion a la fuente de radiacion (dosis del
elicitor), asi como su mecanismo de exposicion, por ejemplo, dosis bajas pueden no suscitar
efecto alguno en el metabolismo, o por el contrario dosis altas pueden desencadenar muerte

celular.
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1.7. Actividad antioxidante de las plantas y métodos para su

determinacion.

Peralta et al, (2012) indican que el incremento y/o acumulacién de ERO representa una
amenaza para los procesos fisiologicos y bioquimicos de las plantas, es por ello que los niveles
celulares de ERO son estrictamente regulados por una compleja red de defensa antioxidante de
las mismas, la cual actda controlando las cascadas de oxidacion y protegiendo a las células
contra dafios oxidativos. Segun Martinez (2007) la reduccion del dafio oxidativo es posible
gracias a la prevencion o inhibicién de una cadena de propagacion oxidativa que se lleva a cabo
por la estabilizacidn del radical generado y la regeneracion del antioxidante radicalario, siendo

esto la principal funcién de un compuesto antioxidante.

Segun Uribe (2010), debido a la accion de los radicales libres, se han establecido varios
métodos para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos, a través de fuentes
generadoras de radicales libres, esto es gracias a que un gran porcentaje de la oxidacion es
inhibida por la captura de radicales libres, indica Quintanar et al, (2009) que estos métodos se
fundamentan en identificar como en un sustrato oxidable se genera un dafio oxidativo por la
accion de un agente oxidante donde el dafio es inhibido o reducido por un compuesto
antioxidante. Los métodos para medir actividad antioxidante segin Londofio (2012), se
clasifican en directos e indirectos, los métodos directos se fundamentan en el efecto del
antioxidante sobre la degradacion oxidativa de un sistema (ej: lipidos); por su parte los métodos
indirectos indican la capacidad que presenta un compuesto antioxidante para estabilizar radicales
libres, métodos como ABTS, DPPH, y FRAP, estos métodos son utilizados para determinar la
capacidad de captacion de radicales libres haciendo uso de los compuestos fendlicos presentes en

frutos y plantas, los cuales operan en contra de los procesos de oxidacion que implican especies
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reactivas de oxigeno. Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, ya que ambos presentan

una excelente estabilidad, son simples y de rapido andlisis (Kuskoski et al, 2005),
adicionalmente de acuerdo con Uribe (2010) estos métodos presentan una reaccion simple, que
s6lo involucran una reaccion entre el radical y el antioxidante; ademas ambos métodos tienen la
ventaja de que pueden ser utilizados en solventes organicos acuosos y no polares, refiere
Londofio (2012), que estos métodos se fundamentan en la estabilizacion de radicales libres
sintéticos metaestables, cuya reaccion con un antioxidante genera un cambio que puede ser
detectado instrumentalmente, combinando los mecanismos de transferencia de tomos de
hidrogeno (TAH) el cual mide la capacidad de un antioxidante para estabilizar un radical libre
mediante la transferencia de atomos de hidrégeno, y la transferencia de electrones (TE) que
determina la capacidad de un antioxidante para transferir un electron y reducir un compuesto. En
la literatura, la actividad antioxidante puede, entre otros factores, depender de la posicion y
numero de hidroxilos en la molécula, concentracion de compuestos fendlicos, y de la presencia

de metales de transicion (Jiménez et al, 2012).

Menciona Torrenegra (2014), que tanto la naturaleza del sustrato, posible interaccién del
reactivo con otros compuestos, iniciacion de la oxidacion, estructura fisica del sistema, método
de evaluacion de la oxidacion, son causas que pueden llegar a influir en la reproducibilidad y
medida de los resultados, por ende, los resultados obtenidos por variedad de métodos no pueden

ser comparables.

1.7.1.Ensayo DPPH

Este es un método de facil aplicacion y bastante sensible, donde el radical DPPH

corresponde a un nitrogeno organico y de alta disponibilidad (Brand et al, 1995). Indica
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Jiménez et al, (2012), que el método de captura del radical DPPH es utilizado desde hace

muchos afios, por numerosos autores que han ido realizando adaptaciones del mismo a la
matriz alimentaria de la que quieren obtener informacién, este método fue planteado por
Brand-Williams y sirve para determinar la capacidad antioxidante con base en la disminucion
de color (Rodriguez et al, 2015), asi mismo menciona Ramirez (2013) que este método se
caracteriza por la presencia de un antioxidante donador de hidrogeno, en el cual el radical
DPPH es un aceptor de hidrogeno estable, evidenciandose el efecto antioxidante por medio
de la decoloracion del radical DPPH en las muestras de ensayo tornandose de purpura a
amarillo gracias a la absorcion del hidrogeno del antioxidante. EI mecanismo de reaccion se

presenta en la figura 3.

Para la medicion de esta decoloracion se utiliza un espectrometro UV donde el méximo de
absorcién para las lecturas de las muestras es a 515 nm (pUrpura). Menciona Kedare et al,
(2011) que el DPPH es un radical estable gracias a la deslocalizacion del electron sobre la
molécula como un todo, de modo que las moléculas no se dimerizan, como la mayoria de los
otros radicales libres. Indica Orjuela (2015) que la deslocalizacion del electron también se
intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 515 nm.
Cuando la solucion de DPPH- reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece. Refiere Londofio (2012) que la reaccion
de estabilizacion se considera que transcurre principalmente mediante un mecanismo TE, con
un aporte marginal de TAH. La actividad antioxidante de un extracto analisis es expresada en
umoles de equivalentes de Trolox por cada 100 g de extracto (TE/100 g). Se considera como
medida de la actividad antioxidante de los ensayos de estudio la variacion en la decoloracion

de los radicales DPPH que se revela a traves de tiempo (Huang et al, 2005).
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Afirma Santacruz (2011), que, entre las ventajas de usar este método, se tiene que el ensayo

DPPH es un método rapido y sencillo y que no requiere de un equipamiento sofisticado. La
desventaja que tiene este método es que s6lo puede disolverse en medio organico y en algunos
casos la interpretacion resulta complicada, ya que algunos antioxidantes pueden causar

interferencias si poseen un espectro de absorcion similar al DPPH.

Figura 3. Reaccion entre antioxidante (A) con el radical DPPH. (Adaptado de Tovar,

2013)

O5N N—N 4+ AH—= O.N N—MN 4+ A
NO3 NC‘E
1.1-dif enil-2-picrithidrazil radical 1.1-dif enil 2-picrilhidrazil No radical
Morado Am arilla

1.7.2.Ensayo ABTS

Mesa et al, (2009), menciona que este método se fundamenta en la cuantificacion de la
decoloracion del radical ABTS, debido a la interaccion con especies donantes de hidrdégeno o de
electrones, los compuestos antioxidantes con respecto a su capacidad eliminan su absorbancia
tanto en un grado, como en tiempo de duracién, es por ello que el método se basa en la
inhibicion por el antioxidante de la absorbancia del radical cationico ABTS (Samaniego, 2006).
Segun Guerra (2016), el proceso consiste en la formacion de un compuesto cromoforo verde

azulado generado por la radicalizacion del reactivo ABTS por la reaccion con persulfato de



potasio (K,S,0s), esto a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 horas, su mecanismo de
reaccion se presenta en la figura 4, este radical presenta tres maximos de absorcion en longitudes
de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm, pero segun indica Amaya et al, (2013) el pico a la
longitud de onda 734 nm ha sido preferido debido a la menor interferencia de otros pigmentos de
las plantas, donde la adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS. De
esta manera el grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS™,
esta determinado en funcion de la concentracion y el tiempo; asi como del valor correspondiente

usando el Trolox como estandar, bajo las mismas condiciones (Tovar, 2013).

Figura 4. Oxidacion de ABTS por parte de persulfato de potasio generando el radical
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ABTS y su reaccién con un compuesto antiradical (AOH). (Adaptado de Guerra, 2016)
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1.7.3.Contenido total de fenoles (Folin Ciocalteu)

Variedad de compuestos obtenidos a partir de del metabolismo secundario desempefian roles
con los que tienen la capacidad de otorgar colores a frutos y/o plantas, atraer insectos para
polinizacion, generar defensa frente a patdégenos actuando como repelentes naturales con el fin
de proteger a la planta de depredadores, también proporcionan a estos sabores amargos,

haciéndolas dificiles de ingerir (Garcia et al, 2009).

Tal como menciona Paladino (2012), los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios
que participan de diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica,
la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de componentes estructurales, la alelopatia y
la defensa ante los factores adversos del ambiente, asi mismo son de interés de estudio ya que a
estos compuestos también se les atribuye respuesta frente a la actividad antioxidante,

principalmente los acidos fendlicos y flavonoides (Settharaksa et al, 2012).

La medida del contenido de fenoles totales se realiza empleando el método de Folin —
Ciocalteu, el cual consiste en medir el cambio de color de amarillo a azul que acompana la
reaccion de los compuestos fendlicos (Sanchez, 2015) con el reactivo de Folin que es un
heteropolianion molibdofosfowolframico en el cual el Mo (V1) es reducido a Mo (V) con un
electron donado por un antioxidante. Se utiliza como reactivo una mezcla de &cidos
fosfowolframico y fosfomolibdico en medio béasico, que se reducen al oxidar los compuestos
fenolicos, originando Oxidos azules de wolframio (WgO,3) y molibdeno (MogO,3). La

absorbancia del color azul desarrollado se mide a 750 nm (Shinella, 2014)
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1.8.Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

en el andlisis de la composicion quimica de la limonaria

1.8.1.Cromatografia de gases

La cromatografia gas-liquido que se conoce como GC (Gas Chromatography), en la cual los
analitos deben estar en estado gaseoso, cambio que se produce por el calentamiento a que deben
ser sometidos; la importancia de esta técnica se debe a que posee gran sensibilidad, rapidez y
automaticidad (Doria, 2013). Indica Guerra (2016) que esta es una técnica de separacion de
mezclas muy complejas, en donde la muestra que se inyecta en la fase mévil (generalmente
helio) pasa por la fase estacionaria que se encuentra fija en una columna, aqui una vez se ha
separado, detectado y cuantificado los componentes, Unicamente se obtienen los tiempos de
retencion de los picos cromatdgrafos, el cual permite realizar la identificacion quimica de los

compuestos.

Lépez (2008), indica que la fase mdvil es un gas inerte, su separacion se basa en las
diferencias en los puntos de ebullicion y la temperatura de la columna, a esta fase se denomina
gas transportador, el cual permite el flujo de moléculas de la muestra de analisis por toda la
columna; por otro lado, describe Olguin et al, (2004) que la fase estacionaria es la encargada de
separar los componentes de la muestra. Esta puede ser un sélido o un liquido, dispuestos sobre
un sélido que actia como soporte (columna). El solido de la fase estacionaria puede ser de
aluminio, silica gel, carbdn o tierra de diatomeas; y el liquido de la fase estacionaria debe tener
una baja viscosidad y una alta y diferencial solubilidad. Algunas de las propiedades que deberia

cumplir una fase estacionaria de acuerdo con MNCN, (2008) son:
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(1) Un rango de temperaturas de utilizacién lo mas amplio posible ideal entre -60 y 400°C

(2) Tener una presion de vapor lo més baja posible

(3) Ser térmicamente estable

(4) Ser quimicamente inerte

(5) Tener baja viscosidad en las condiciones de trabajo

(6) Debe mojar bien el soporte, presentando ademas una adherencia suficiente como para que

no sea arrastrada por la fase movil.

Refiere Olguin et al, (2004) que la fase estacionaria que se desee elegir no solamente
dependerd de la polaridad existente de los solutos, sino también de las caracteristicas de la
mezcla compleja que se desee separar, ya que el grado de separacion de la mezcla depende de
sus respectivos coeficientes de reparto en la fase estacionaria, cada mezcla particular debe tener,
al menos tedricamente, una fase que efectle la separacion mejor que las demas. Describe
Christian (2009) que debido al desafio que lleva seleccionar la fase estacionaria, se han creado
métodos que buscan agrupar dichas fases teniendo como referencia sus propiedades de retencion,
como ejemplo esté la polaridad, es por ello que hablamos de los indices de Kovats, los cuales a
partir de los tiempos de retencion permite la identificacion de compuestos, debido a que compara
este con una serie homologa de compuestos similares, es decir aquellos que presentan estructura
similar pero varia la cantidad de carbonos presentes en esta.

En el sistema de separacion se utiliza como estandar una serie de n-alcanos. A cada n-alcano

se le asigna el valor del nimero de atomos de carbono multiplicado por 100 como indice de
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retencion (pentano 500, hexano 600, heptano 700, etc.) (Hibschmann, 2009) El indice | se define

como sigue:

log t,R(prob) - lOg t’R(ns)

I =100 (n. + n n
log t R(ny) — log t R(ng)

Ecuacién 1

Donde n; es la cantidad de &tomos de carbono en el alcano de cadena mas corta y n; se refiere

al alcano de cadena mas larga; t’r €s el tiempo de retencion corregido:

Ecuacién 2

Describe Christian (2009) que la identificacion de un compuesto se lleva a cabo mediante la
confrontacion del indice de Kovats con otros indices registrados en variedad de columnas, donde
el log t’r (logaritmo del tiempo de retencion), representa una funcion lineal con respecto numero
de &tomos de carbono en una serie homologa de compuestos, complementa Hilbschmann (2009)
sobre la debilidad de los sistemas de indice de retencion la cual reside en el hecho de que no
todos los analitos se ven afectados por variaciones en el sistema de medicion en la misma
medida. Para estos fines especificos se han desarrollado series homdlogas de sustancias tan
estrechamente relacionadas como sea posible. Si no se conoce el indice de retencion de un
compuesto, también puede estimarse a partir de consideraciones empiricas de los elementos y

estructuras parciales presentes en la molécula.
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1.8.2.Espectrometria de masas

Menciona Plascencia (2003) a la espectrometria de masas como una poderosa técnica
microanalitica usada para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos
conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas, describe Cocho
(2007) que la mezcla heterogénea de analisis es sometida inicialmente a una fuente de ionizacion
(rayo de electrones) en la cual los compuestos que forman parte del analito adquiriendo una
carga negativa o positiva. Menciona Ayala et al, (2004) que los fragmentos positivos que se
producen (cationes y cationes radicales) se aceleran en vacio a través de un campo magnético y
son distribuidos en base a su relacion carga/masa (m/z), dado que la mayor parte de los iones
producidos en el espectrometro de masas conllevan una carga positiva, el valor de la relacion m/z
es equivalente al peso molecular del fragmento. La ionizacion de la muestra es clave y puede
llevarse a cabo de diferentes formas, seglin la naturaleza de la propia muestra y lo que se
pretenda detectar en el analisis, también puede efectuarse en condiciones de alto vacio, por

impacto electrénico, o a presién atmosférica (Cocho, 2007).

Describe Corral (2006) las cuatro fases basicas que se llevan a cabo durante la aplicacion de

la técnica de espectrometria de masas:

(1) lonizacion de la muestra

(2) Aceleracion de los iones por un campo eléctrico

(3) Dispersion de los iones seglin su masa/carga

(4) Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica.
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Describe Albarracin et al, (2003), que un espectro de masas, muestra en el eje de

coordenadas horizontal la relacién masa/carga (m/z) de aquellos iones formados al fraccionarse
la molécula y en el eje de coordenadas vertical se evidencia la abundancia de cada uno de los
iones formados; en el espectro se muestra picos delgados como lineas verticales (Corral, 2006),
en donde el pico mas intenso en el espectro se le denomina “pico base” y los demas picos se
reportan en relacion a la intensidad de este (Albarracin et al, 2003). También menciona Duarte
(2006) que la espectrometria de masas, refleja ventajas como su rapidez y alta sensibilidad,
identificacion de compuestos cuando existen otros semejantes, analisis cualitativo y cuantitativo,
dando como resultados informacion isotdpica, sobre su estructura, muestra también energias

como la cinética y la de enlace entre otras.

1.8.3.Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.

Menciona Albaladejo (1999) que la innovacion tecnoldgica que ha supuesto el acoplamiento
de la cromatografia de gases y espectrometria de masas, permite determinar el espectro de masas
de un componente determinado, presente en un pico de un cromatograma de gases, determinando
su estructura, e identificAndolo con mayor certeza; Por lo tanto, describe Gutiérrez et al, (2002)
que la unién de estas técnicas, GC (Gas Chromatography) y MS (Mass Spectrometry) forma una
técnica conocida como (GC-MS) por la cual se logra la identificacion de compuestos a partir de
la separacion de mezclas complejas; donde la muestra de analisis al ser introducida al
cromatografo de gases es divida en la columna cromatografica con el fin de eluir cada

componente del extracto de andlisis, los cuales posteriormente pasan al espectrometro de masas.
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Los compuestos obtenidos de la muestra de andlisis son registrados como picos

cromatograficos, pero su identificacion se da gracias al espectro de masas. Menciona Stashenko
et al, (2010), que la union GC-MS es bastante favorable, ya que los compuestos idoneos para
realizar un andlisis por cromatografia de gases, asi como por espectrometria de masas con
impacto de electrones, son moléculas con temperaturas de ebullicion, pesos moleculares o
polaridades bajos o medianos, presentes en mezclas en el rango de concentraciones (ppb — ppm)
similar para ambas técnicas; ademas su analisis transcurre en el mismo estado de agregacion

(fase vapor).

Refiere Montoya (2010), que este es un método completamente adecuado para determinar que
compuestos estan presentes un extracto debido a que contiene compuestos volatiles y de bajo
peso molecular (< 250 Dalton). La esencia se inyecta directamente en el cromatografo, sin
ningun tratamiento previo. Esto elimina cualquier posibilidad de introducir modificaciones en la
composicion de la muestra o en la estructura de sus constituyentes debidas a pretratamiento,
menciona Albarracin et al, (2003) que, en el cromatdgrafo, los componentes de la muestra
andlisis son separados permitiendo su ingreso en el espectrémetro de masas, donde se registrar el
correspondiente espectro para cada uno de los compuestos separados. Los constituyentes de los
extractos son identificados por los diferentes patrones de fragmentacion que se evidencia sus
respectivos espectros de masas, asi mismo refiere Albaladejo (1999), que esta técnica permite,
dado el caso, la localizacion de los distintos compuestos por mediacion de sus indices de
retencion, asi como la determinacion cuantitativa de los compuestos especificos por medio del

calculo de area de sus picos
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2.0bjetivos

2.1.0Obijetivo general
Evaluar la variacion en el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante en extractos
de limonaria (Cymbopogon citratus) tratados con radiacion UV-B, en dos estados fenoldgicos y
tiempos de adaptacién cortos, con el fin de promover el uso de la radiacion UV-B en plantas

aromaticas como tecnologia poscosecha.

2.2.0bijetivos especificos

o Identificar la respuesta en el rendimiento de extraccion de matrices tratadas
con radiacién UV-B, con el fin de validar su aplicacién como técnica de
poscosecha en plantas aromaticas.

e Aplicar el método de Folin-Ciocalteau, con el fin de identificar la presencia
de compuestos fendlicos en los extractos de limonaria (Cymbopogon
citratus) tratados con radiacion UV-B.

e Aplicar los métodos DPPH y ABTS con el fin de identificar el efecto de la
radiacion UV-B en la actividad antioxidante de los extractos de limonaria
(Cymbopogon citratus) en los estados fenoldgicos y tiempos de adaptacion
evaluados.

e Aplicar la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de
masas (CG-MS), para obtener la caracterizacion quimica de los extractos de
limonaria (Cymbopogon citratus) que presentaron mayor contenido de

compuestos fenolicos y actividad antioxidante.
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3.Metodologia

3.1.Material vegetal

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando hojas y tallos frescos de plantas de limonaria en dos
estados fenoldgicos, punto de corte y 17 dias después de punto de corte. Se empled
aproximadamente 1kg de hojas y tallos frescos para cada tiempo de adaptacion (15 y 30 minutos)

y para cada tratamiento (control y UV-B 0,05Whm).

3.2.Determinacion de las dosis de radiacion
Se llevo a cabo la aplicacion de radiacion UV-B, utilizando lamparas Philips TL 40W/12RS,
garantizando una dosis media de 0,05 Wh m™ por medio de la medicién constante empleando
una sonda LP 471 UV-B adaptada a un radiometro DELTHA OHM HD 2102.2 (Figura 5).
Figura 5. Camara de radiacion y Radiometro DELTHA OHM HD 2102.2 con sonda LP

471 UV-B
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3.3.Parametros analizados

Los parametros se eligieron de acuerdo con revision bibliografica relacionada con plantas
aromaticas, debido a que en la revision generada en esta investigacion sobre la influencia de la
radiacion UV-B en la actividad antioxidante de la limonaria (Cymbopogon citratus) arroja la no
evidencia de trabajos publicados sobre el dicho tema, a continuacién, en la tabla 3 se presentan

los pardmetros analizados para la obtencién de datos en el presente estudio:

Tabla 3. Pardmetros analizados para la limonaria

Estado Desls | THEED o6 Identificacion | matriz de OgEmEs A(_:tiv_idad
Fenoldgico CEAEEON | SO RO de extractos | extraccion iE antioxidante Fomolles
9% | \wh.m?) | (minutos) extracto | DPPH | ABTS
0 0 Control (CA) 4 3 3
PUMD 26 15 AA Fresco 4 3 3
corte 0,05
30 AB 4 3 3
17 dfas 0 0 Control (CB) 4
despucs de 15 BA Fresco
punto de 0,05
corte 30 BB 4

Las abreviaturas en la tabla 3. Corresponden a los extractos: (CA): Control, (AA): planta irradiada con 15 minutos
de adaptacion, (AB): planta irradiada con 30 minutos de adaptacion par estado el fenoldgico punto de corte; y (CB):
Control, (BA): planta irradiada con 15 minutos de adaptacion, (BB): planta irradiada con 30 minutos de adaptacion
en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte.

*Cada analisis se realiz6 por triplicado por cada método empleado.

En la tabla 3 se relaciona la metodologia empleada durante la investigacion, en la columna
uno se reflejan los dos estados fenologicos utilizados punto de corte y 17 dias después de punto
de corte, para la columna dos se evidencian las dosis de radiacion UV-B (0 y 0,05 Wh m™), en la
columna tres se relacionan los tiempos de adaptacion (15 y 30 minutos), en la columna cuatro se

relaciona la identidad de los extractos, en la columna cinco se evidencia la matriz de extraccion
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haciendo referencia al material vegetal fresco, en la columna 6 se relaciona el nimero de
extracciones para cada estado fenoldgico, la columna 7 y 8 presenta los métodos utilizados para
el anélisis de la actividad antioxidante con el nimero de repeticiones para cada ensayo, por
altimo en la columna 9 se relaciona el método de anélisis en el contenido de fenoles totales con

el nimero de repeticiones desarrollado.

3.3.1.Método de extraccion

Se empled el método de hidrodestilacion con aparato tipo clevenger, el cual tiene como
principio someter a calor una suspension formada por material vegetal aromatico y agua hasta su
estado de ebullicién, con el fin de que los vapores generados arrastren la esencia para luego ser
condensados y colectados, el aparato tipo clevenger es el mas recomendado para realizar esta
destilacion, ya que permite integrar todas las etapas del proceso de destilacion, incluyendo la

vaporizacion, la condensacion y la decantacion (Mérida, 2012).

El rendimiento de extraccién, fue determinado aplicando la ecuacién 3 (Perdomo et al, 2015)

peso en gramos del extracto

%Rendimiento = * 100% Ecuacién 3

peso en gramos del material vegetal

peso del extracto en gramos = peso del vial con extracto(g) — peso vial vacio(g)

Ecuacioén 4
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3.3.2. Contenido de Fenoles totales

El andlisis del contenido de fenoles totales para los extractos andlisis, se llevo a cabo
empleando el método de Folin-Ciocalteu descrito por Chun et al, (2005), con algunas
modificaciones tales como; 10 pL de extracto de limonaria se mezclaron con 20 pL de etanol al
96%, posterior se adicionaron 0,5 mL de agua destilada y 10 pL de reactivo Folin-Ciocalteau
1N, pasados cinco minutos se adicion6 1 mL de Carbonato de sodio al 5%. La reaccion se dejo
reposar durante 60 minutos, pasado este tiempo se mididé la absorbancia utilizando un
espectrofotometro UV-VIS Rigol Ultra-3000 a 725 nm. La curva de calibracion fue preparada
con diferentes concentraciones de 4cido géalico (0-200 pg.mL™). La aplicacién del método se
realiz6 por triplicado para tratamientos y controles. El contenido total de fenoles es expresado en
mg acido galico/100 mL de extracto aplicando la ecuacion 5 descrita por Martinez et al, (2015):

mg 4cido galico

= CAG *2 %100

100 mL exttracto Va,
Ecuacion 5
Donde;
CAG: concentracion de acido galico en el extracto (mg/mL), valor obtenido al despejar la
ecuacion de recta en la curva de calibracion.
V1. Volumen en mL del disolvente etanol utilizado en la preparacién de la muestra de
analisis.

V,: Volumen en mL del extracto utilizado en la preparacién de la muestra de analisis.
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3.3.3.Actividad antioxidante

3.3.3.1.Metodo DPPH

La actividad antioxidante de los extractos se determind aplicando el método DPPH (radical
2,2-difenil-1picrilhidrazilo) utilizado por Vasquez et al, (2015), la solucidn del radical se prepard
disolviendo 3.94 mg of DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) en 100 mL de etanol
obteniéndose una concentracion de 0,1mM. Para medir la actividad antioxidante, se tomaron 50
ML de extracto mezclados con 950 pL de etanol, y 2 mL de solucién del radical DPPH vy se aforo
a volumen de 4 mL con etanol. La mezcla se dej6 reaccionar por 30 minutos en la oscuridad. La
absorbancia de las muestras fue tomada a 517 nm usando un espectrofotémetro UV-VIS Rigol
Ultra-3000. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. El blanco se preparé bajo el
mismo procedimiento sustituyendo el extracto por etanol. Los resultados se expresaron en mg
Trolox.mL™ de extracto, segtn la ecuacién 5 empleada por Martinez et al, (2015). La curva de
calibracion fue preparada en concentraciones que oscilan entre 0-0,028 mg respecto a una

solucién estandar de Trolox (0,35 mg.mL™) en etanol.

Su principio se fundamenta en la reduccion del radical DPPHe gracias a los antioxidantes
presentes en el extracto. Este radical se considera estable y presenta una tonalidad purpura que se
reduce gradualmente al ser adicionada una muestra con compuestos antioxidantes (Santacruz,
2011). La decoloracion del DPPH se mide a una absorbancia de 517 nm hasta que se alcanza el
equilibrio. Los valores de porcentaje de inhibicion se calculan empleando la ecuacion 6, utilizada

por Vasquez et al, (2015), se aplico el método a los tratamientos y controles por triplicado.
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I = (M) * 100 Ecuacion 6
A

b

Donde:
A absorbancia de los extractos

A}, absorbancia del blanco

3.3.3.2.Método ABTS

La actividad antioxidante se determind empleando el radical cationico ABTS" (4cido 2,2"-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) empleado por Alvis et al, (2012) con algunas
modificaciones. Donde se mezclaron 15 mL de la solucion diluida de radical ABTS 7mM y 15
mL de solucién de persulfato de potasio 2,45mM en un tubo de ensayo, la mezcla se deja
reaccionar a temperatura ambiente por 16 horas. Pasado el tiempo se mezclan 50 pL de extracto
con 1 mL de solucion ABTS dejandola reaccionar a temperatura ambiente y oscuridad por 10
minutos, pasado el tiempo se mide la absorbancia a 734 nm usando un espectrofotometro UV-
VIS Rigol Ultra-3000. EI blanco se prepard bajo el mismo procedimiento sustituyendo el
extracto por etanol. Se elabor6 una curva de calibracién empleando Trolox, (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-2-cromanocarboxilico) considerado analogo de la vitamina E, en
concentraciones entre 0 y 0,2 mg.mL™. Las mediciones se realizaron por triplicado. La
capacidad antioxidante se expresé en mg de Trolox.mL™ extracto, segtn la ecuacién 5 empleada

por Martinez et al, (2015).

Este ensayo fue reportado por primera vez por Miller y Rice-Evans, este ensayo ABTS se

basa en la capacidad de captura que tiene el anién radical ABTS+" [del &cido 2,2 ' -azinobis (3-
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etilbenzotiazolina-6sulfonico) de vida larga. EI ABTS es oxidado por los radicales peroxilo u

otros oxidantes a su forma de radical cation ABTS<" el cual es de color intenso, y la capacidad
antioxidante de los compuestos de prueba se mide como inhibicion dptica complementaria a la
absorbancia (disminucién del color), al reaccionar directamente con el radical ABTS+" (Amaya

et al, 2013).

La decoloracién se mide espectrofotométricamente obteniendo valores de absorbancia a 734
nm, los resultados de porcentaje de inhibicion fueron obtenidos aplicando la ecuacién 6,
empleada por Vésquez et al, (2015), este método fue aplicado a los tratamientos y sus

respectivos controles por triplicado.

3.3.4.Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(GC-MS)

Para el andlisis de los extractos se empled un cromatografo Hitachi M-8000, con una columna
HP-5 de Agilent de 0,32mm y una fase movil de Helio al 99% de pureza. La temperatura del
inyector se coloc6 a 200°C y el programa se inici6 a 40°C con una rampa de 8°C/min hasta
alcanzar 240°C, el volumen de inyeccidon fue de 2uL. el espectrometro de masas acoplado fue un

Hitachi M-80b con una energia de ionizacién de 70ev.

Las muestras de andlisis se prepararon diluyendo cada extracto en éter grado HPLC (5mL),
estas se pasaron a través de un filtro de celulosa previamente desengrasado. Las muestras
posteriormente se almacenaron hasta su inyeccion en el equipo sin retirar el solvente. La
presencia de éter no interfiere en los andlisis ya que este es considerado por el equipo como

solvente base.
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3.4.Disefo experimental
El disefio experimental se llevé a cabo aplicando un disefio factorial 2%, (dos factores con dos
niveles cada uno) presentado en la tabla 4. El respectivo analisis experimental se llevo a cabo
mediante un andlisis de varianza ANOVA sumado a una prueba de comparacion multiple

denominada prueba de Tukey empleando el programa SAS versién 9.2.
Variables independientes:

e Estado fenoldgico de la planta

e Tiempos de adaptacion de la planta a la radiacién UV-B

Variables dependientes:

e Rendimiento de extraccion
e Contenido de compuestos fendlicos
e Actividad antioxidante

e Cromatografia de gases acoplada a espectrémetro de masas

Tabla 4. Caracteristicas del disefio factorial 2% para la determinacién de actividad
antioxidante de limonaria (Cymbopogon citratus).

No. Del .
0. D€ Factores Niveles del factor
factor
Punto de corte
1 Estado fenoldgico - _
g 20 dias después de unto de corte
., ., 15 minutos
2 Adaptacion a la radiacion -
30 minutos
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4.Resultados y Discusion

4.1.Dosis de radiacion aplicada a la limonaria

Se llevé a cabo la medicién de dosis de radiacién a 0,05 Wh.m™, aplicando un tiempo de

exposicion aproximado de 65 minutos, los resultados se evidencian en la tabla 5 y figura 6.

Tabla 5. Dosis de radiacion UV-B aplicada a la Limonaria.

Ensayos 1 2 3 4 5
Radiacion acumulada 10330,601 10556,441 8616,942 9640,607 9857,23
aplicada (Wh.m™)
Dosis media 2,632 2,687 2,192 2472 2,544
Radiacion aplicada en 60
minutos (Whm 0,044 0,045 0,037 0,041 0,042
Radiacion aplicada por
minuto (Wham?) 0,0007 0,001 0,001 0,001 0,001
Radiacidn total aplicada
o 68 minutos (Wh.m?) 0,048 0,049 0,040 0,045 0,046
Desviacion aproximada +0,002 +0,001 +0,010 +0,005 +0,004
(Wh.m ) 1 ] ] 1 i)

300207 -

2,00840 |

Cantidad de radiacion UV-B

0,008 +0

2208 2392

Tiempo de tratamiento (s)

Figura 6. Curva de aplicacion de radiacion UVB generada por el programa Deltal.og?9.

T S S
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El eje de las ordenadas (Y) muestra la cantidad de UVB aplicada en W.m?, el eje de las

abscisas (X) muestra el tiempo implementado durante el tratamiento medido en segundos. Los
primeros segundos del tratamiento revelan el curso del calentamiento de las lamparas con la
respectiva sefial de encendido del temporizador, el cual se estim6 en 184 segundos. A
continuacién, se refleja como la radiacién oscila 2,5-3,0 W.m™ manteniéndose constante hasta

observarse el apagado de la luminaria en la cdmara de radiacion.

4.2 .Efecto de estrés con UV-B en el rendimiento de extraccion.

Los resultados de rendimiento proporcionan evidencia referente al comportamiento
fisiologico de las plantas en respuesta a su exposicion a estrés UV-B. Estos resultados reflejan
variaciones entre los tratamientos y sus respectivos controles, evidenciandose de manera general
que los mejores rendimientos fueron obtenidos para la limonaria expuesta a radiacion con un
tiempo de adaptacion de 30 minutos en los dos estados fenoldgicos estudiados. En la tabla 6 se
refleja que para la limonaria en estado fenoldgico punto de corte tanto para control, como
irradiada en tiempos de adaptacion 15 y 30 minutos se obtuvieron los mejores rendimientos, con
porcentaje promedio de 0,2761% para el control, 0,2946% para limonaria irradiada con 15
minutos de adaptacion y 0,3250% para limonaria irradiada con 30 minutos de adaptacion;
Reflejandose asi incrementos en el rendimiento de extraccion entre un 6,7-17,71% respecto a su
control. Mientras que para los extractos de limonaria en estado fenoldgico 17 dias después de
punto de corte se obtuvieron rendimientos promedio de 0,2357% para el control, 0,2396% para
limonaria irradiada con 15 minutos de adaptacion y 0,2447% para limonaria irradiada con 30
minutos de adaptacion; Reflejandose asi incrementos en el rendimiento de extraccion entre un

1,65-3,82% respecto a su control.
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Tabla 6. Rendimiento de extraccion para Limonaria en sus dos estados fenoldgicos.

Dosis Tiempo de Volumen _—
Estado diacié d . Rendimiento di
Fenolégico ra |aC|02n al a_ptacmn ext_racto (%) Promedio
(Wh.m™) (minutos) obtenido (mL)
0,7 0,2701
0,6 0,2308
0 0 06 0.2395 0,2761+0,05 (A)
0,8 0,3639
0,75 0,2974
Punto de 0,7 0,2829
corte 15 07 0.2588 0,2946+0,03 (A)
0,75 0,3394
0,05 0,8 0,3041
0,8 0,3072
30 09 0.3618 0,3250+0,02 (A)
0,8 0,3267
0,6 0,2208
0,6 0,2534
0 0 06 0.2400 0,2357+0,01 (A)
0,6 0,2277
17 dias 0,7 0,2711
después de 0,8 0,2687
Punto de 15 0.6 0.0068 | ©:2396%0.03(A)
corte 0,6 0,2117
0,05 0,7 0,2915
0,65 0,2102
30 0.7 0.2051 0,2447+0,04 (A)
0,7 0,2719

Letras distintas denotan diferencia significativa segun el test de Tukey (p>0,5).

Los rendimientos obtenidos (tabla 6) son inferiores a los reportados por Vasquez, (2015), que
presentaron un rendimiento de 0,752% (hidrodestilacion- clevenger) y 1,5% (hidrodestilacion
asistida por microondas), Mu’azu et al, (2016) 0,83% (destilacion arrastre de vapor) y 0,55%
(hidrodestilacién), Lucena et al (2015) 0,49% (hidrodestilacion- clevenger). Otro reporte
realizado por parte d Rodriguez et al, (2012), indica que en plantas frescas de limonaria
cultivadas en Santander-Colombia a 977msnm, el rendimiento del extracto obtenido por
hidrodestilacion con aparato tipo clevenger sin exposicion a radiacion UV-B complementaria fue
de 0,46%, mientras que la limonaria del presente estudio fue cultivada en el municipio de

Anolaima a una altitud de 165 msnm y se obtuvo un rendimiento de 0,3250% para estado
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fenoldgico punto de corte y 0,2447% para estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte,
esta diferencia puede deberse como menciona Carrasco (2009), a un incremento en altura sobre
el nivel del mar (msnm), factor al que se le atribuye la capacidad de generar cambios tanto en el
contenido como en la calidad del extracto en relacion a los metabolitos secundarios presentes en
las plantas, donde los extractos de plantas cosechados a mayor altura presentan tanto mayor
cantidad y mejor calidad de los compuestos presentes en el extracto, complementando lo anterior
reporta Geetha et al, (2014) que los factores ambientales como el clima, la altitud, las
precipitaciones y otras condiciones pueden afectar el crecimiento de plantas que a su vez
determinan la calidad de los ingredientes herbales presentes en una especie producida en el
mismo pais. Estas condiciones pueden producir variaciones importantes en los compuestos
bioactivos de las plantas. La composicion quimica del aceite esencial y extractos acuosos de C.

citratus varia segun el origen geografico.

Figura 7. Rendimiento de extraccion de la limonaria respecto al tiempo de adaptacién a la
dosis de radiacién (0,05Whm).
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Letras distintas denotan diferencia significativa segun el test de Tukey (p>0,5).

La figura 7, permite evidenciar como los extractos de limonaria no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos de acuerdo con el test de Tukey (p>0,5), no obstante, se
identifican variaciones entre tratamientos y controles, como se puede observar los tiempos de
adaptacion cortos de 15 y 30 minutos, permiten obtener mayor rendimiento y volumen de
extracto, situacion que se asocia con una mayor produccion de metabolitos secundarios en
comparacion con los controles. Resultados que son acordes con los estudios presentados por
Kumari et al, (2009), en los cuales las plantas de limonaria que fueron irradiadas con UV-B
después de la emergencia de la hoja durante 3 h / dia (10.00 a.m.-1.00 p.m.) hasta 80 dias
después del trasplante, el contenido de los aceites esenciales sobre la base de peso fresco (v / w)
de las hojas fue 0,35% en control y 0,44% en hojas de plantas tratadas con UV-B,
evidenciandose un aumento porcentual de 25,71% en el rendimiento del extracto respecto al
control, esto indica claramente que las plantas con dosis moderada de UV-B (+1,8 kJ m™ por
encima de la ambiente) dieron como resultado un contenido mas alto de aceites esenciales en
comparacion con plantas no tratadas. Adicionalmente en el estudio realizado por Vinutha et al,
(2016), con extractos de Cymbopogon Flexus, en el cual, las plantas fueron tratadas con UV-B
(1.8 kJ m”? o0 0,5Whm™) antes de la cosecha durante un periodo de 10 difas. La exposicion a la
fuente de radiacién se realizaba diariamente a diferentes intervalos de tiempo (0,5 h, 1,5 h, 3,0
h), con un tiempo de adaptacion aproximado de 24 horas, los rendimientos obtenidos estuvieron
en un rango de 0,76-1,65%, donde se refleja un incremento porcentual entre 22,04-29,92%

respecto al extracto control.
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4.3.Efecto del estrés con UV-B en el contenido de fenoles totales.

Los resultados relacionados con el contenido de fenoles, reflejan variaciones entre los
tratamientos y sus respectivos controles, siendo el extracto BA (12,48 mg de acido galico/100
mL extracto) aquel que presento mayor concentracién de compuestos fenolicos en referencia a
los extractos provenientes de material irradiado. Los extractos BA y BB presentaron un aumento

porcentual 19,3 y 4,6% en relacion a su extracto control.

Para el caso de los extractos en estado fenoldgico punto de corte se evidencia que el extracto
AA presento un incremento porcentual de 4,87% en referencia al extracto AB. Sin embargo cabe
resaltar que los extractos AA y AB presentaron una variacion porcentual por debajo de -16,9y -

20,7% respectivamente, en referencia a su control como se presenta en la tabla 7.

Tabla 7. Contenido de fenoles totales en los extractos de limonaria (Cymbopogon citratus)

Ensayos
Dosis | Tiempo de L
Feizt%d?co radiacién | adaptacién 'gg’g‘;‘éﬁ'{;’s’] mg é4cido galico/100 mL Promedio
910 | wh.m?) | (minutos) extracto
1 2 3
0 0 Control (CA) | 15,1 9,99 1513 | 13,4009+2,42 (A)
U 6l 15 AA 12,59 8,2 12,64 | 11,1429+2,08 (A)
corte 0,05
30 AB 12,19 8,06 11,63 | 10,6254+1,83 (A)
17 dias 0 0 Control (CB) | 11,72 7,94 11,73 |10,4635+1,79 (A)
después de n
puntode | o 15 BA 14,04 9,38 14,04 | 12,4884+2,20 (A)
corte ’ 30 BB 12,32 8,18 12,34 [ 10,9478+1,95 (A)

Letras distintas denotan diferencia significativa segln el test de Tukey (p>0,5).

Las abreviaturas en la tabla 7. Corresponden a los extractos: (CA): Control, (AA): planta irradiada con 15
minutos de adaptacion, (AB): planta irradiada con 30 minutos de adaptacién par estado el fenoldgico punto de corte;
y (CB): Control, (BA): planta irradiada con 15 minutos de adaptacién, (BB): planta irradiada con 30 minutos de
adaptacién en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte.
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El contenido de fenoles totales obtenidos en el presente estudio para los extractos CA
(13,4099 mg acido gélico / 100 mL extracto) y CB (10,4635 mg acido galico / 100 mL extracto)
son superiores a los valores reportados en el estudio de Srivastava et al, (2015) (0,231 mg acido
galico / 100 pL extracto), pero inferiores a los reportados en estudios de Vasquez et al, (2015)
(hidrodestilacion asistida por microondas; 149,2 mg acido galico/100mL de aceite), Mirghani et
al, (2012) (en tallos 210,076 mg acido galico / 100 mL extracto y en hojas 184,692 mg de acido
galico / mL extracto) y Alvis et al, (2011) (extracto Hidroalcohdlicos; 40,44 mg éacido galico/100
mL extracto). Las diferentes concentraciones de contenido fendlico, reportados por diferentes
investigadores, se debe a que existen varios factores que pueden afectar el contenido total de
compuestos fendlicos en la plantas: preparacion (tiempo de secado, temperatura, entre otros) y
las circunstancias de crecimiento de la planta, asi como el método de extraccion y la técnica de
anélisis (Véasquez et al, 2015), asi mismo reporta Avila (2009), que a pesar de ser un método de
aplicacion frecuente para determinar el contenido de compuestos fenolicos, este también puede
reaccionar con compuestos no fendlicos, como por ejemplo el &cido ascorbico, azlcares y

aminodcidos, obteniéndose asi una sobreestimacion en los resultados de contenido fenélico.

Para los dos estados fenoldgicos el extracto con mayor contenido de compuestos fendlicos fue
el CA con 13,41 mg de acido galico/100mL extracto. Este resultado sugiere que el estrés
generado por UV-B y el tiempo de adaptacion para este caso no tuvo influencia positiva la
produccién de compuestos fenolicos de la planta, ya que no se presentdé aumento en compuestos
fenolicos, posiblemente por el poco tiempo de adaptacion implementado. Esto puede ser
complementado por lo reportado en un estudio realizado por Kumari et al, (2009), donde la
exposicion de las plantas de limonaria (C. citratus) a una dosis suplementaria leve de UV-B (1.8

kJ m? 0 0,5Whm™) por 80 dias con un tiempo de adaptacion de 24 horas, dio como resultado un
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aumento en el numero de células de aceite. La exposicion UV-B también modificd la

composicion cualitativa y cuantitativa de los constituyentes del aceite. EI componente
importante, z-citral aumenté un 117,6% después de la exposicién a UV-B; donde el citral
también posee actividades antioxidantes que pueden estar asociadas con algunos de los efectos
benéficos reportados en la salud humana. Los cambios que se manifiestan en varios
constituyentes de aceite esencial pueden deberse a los efectos de UV-B sobre la activacion /
supresion de diversas enzimas implicadas en reacciones responsables de la sintesis de diversos

terpenoides.

En cuanto a los resultados obtenidos con los extractos BA y BB, se presentd un contenido de
fenoles mayor respecto a su control, lo anterior puede ser atribuido a que el reactivo Folin-
Ciocalteau interactué con el grupo OH del geraniol, siendo este el compuesto con mayor
abundancia relativa luego de irradiar la planta identificado por la GC-MS (tabla 10), la situacion
anterior puede ser complementada con los reportes establecidos por Garcia et al, (2010), donde
se indica que este método puede generar una sobreestimacion en los resultados gracias a que
otros compuestos diferentes a los fenoles en el extracto pueden reaccionar con el reactivo Folin-

Ciocalteau.

Algunos de los fitoconstituyentes reportados en el aceite esencial de la Limonaria contienen
Citral a, Citral B, Nerol Geraniol, Citronellal, Terpinolene, Geranyl Acetato, Myrecene y
Terpinol Metilheptenona. Dentro de los flavonoides y compuestos fendlicos el “Lemongrass”
como se conoce en lengua inglesa, consta de luteolin y su 6-C y 7-O- Glucdésidos, isoorientin 2'-
O-rhamnoside y el aislamiento de los flavonoides quercetina, kaempferol y apigenina de las
partes aereas. Los compuestos fendlicos elimicina, catecol, el acido clorogénico, el acido

caffénico y la hidroguinona también aislada de la planta (Shah et al, 2011)
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El estudio realizado por Figueirinha et al, (2013) indica que el andlisis de la infusion de

Cymbopogon citratus evidencia presencia de acidos fenolicos y sus derivados, asi como de
luteolina y apigenina, también contiene &cido cafeico y derivados del &cido p-cumarico. Esta
composicion quimica polifenolica puede contribuir, al menos en parte, a algunas propiedades
terapéuticas tradicionales atribuidas a esta planta que estan relacionadas con el oxigeno reactivo
(ROS) y su capacidad de barrido, se encontrd que las fracciones de tanino y flavonoides
contenian los principales compuestos poli fendlicos responsables de la actividad antioxidante en

la infusion de C. citratus.

Segln lo expuesto por Villalobos (2015) el citral es un compuesto volatil, y muchos
compuestos volatiles de plantas pueden exhibir propiedades antimicrobianas y actividad anti-
herbivora, que sirven como defensas indirectas de las plantas. Otros volatiles de plantas tienen la
capacidad para combinarse con especies reactivas del oxigeno, y sirve para proteger la planta
contra dafio oxidativo interno, o estrés oxidativo inducido externamente. Otros volatiles actian
como defensas repelentes o pueden llegar a ser toxicos para patégenos o herbivoros. Este estudio
muestra que el citral posee actividad antioxidante, y puede servir en el control de radicales libres

nocivos o las especies de oxigeno reactivo que genera el metabolismo de la planta.

Figura 8. Contenido de fenoles totales de la limonaria respecto al tiempo de adaptacion a la
dosis de radiacién (0,05Whm™).
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Letras distintas denotan diferencia significativa segun el test de Tukey (p>0,5).

El contenido de fenoles totales medido con el método Folin-Ciocalteau para los extractos de
estudio, no presentaron diferencias significativas entre si segun el test de Tukey (p>0,5), el
contenido de fenoles totales de los extractos provenientes de los diferentes estados fenoldgicos
estudiados (figura 8) reflejan similitud en referencia a los valores de concentracion obtenidos

para los extractos control (CA: 13,4099 mg/100mL extracto y CB: 10,4635 mg/ 100mL extracto)

Aunque no se presentaron diferencias significativas en el presente estudio segun el test de
Tukey (p>0,5), se evidencia un aumento porcentual de contenido fendlico de los extractos de
material irradiado BA (19,3%) y BB (4,6%) respecto a su extracto control, estos resultados
aunque son inferiores en comparacion con lo reportado por Ghasemzadeh et al, (2016),
coinciden con este estudio ya que en este se concluye que, para hojas de albahaca dulce
irradiadas con UV-B en poscosecha a diferentes intensidades (2,30, 3,60 y 4,80 Wh.m™) y por
tiempos de exposicion de (4, 6, 8 y 10 h), que fueron almacenadas durante 24 horas en oscuridad

para completar la reaccién de adaptacion, la irradiacion UV-B con intensidad de 3,60 Wh.m™ fue
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la més eficaz mejorando la cantidad de metabolitos secundarios en hojas de albahaca dulce,

donde se evidencio que el contenido total de fenoles aplicando método Folin-Ciocalteu aumento

un 6,76 % (4 horas), 14,82 % (6 horas) y 25,31 % (8 horas), respecto al extracto control.

El extracto BA del presente estudio presento un aumento de 19.3 % en el contenido de
fenoles respecto a su extracto control, siendo este el mejor resultado obtenido en el presente
estudio, mientras que en Ramirez (2016), se reporta un aumento porcentual significativo de
37,84% para extractos de plantas de tomillo irradiadas con UV-B (0,05 Wh. m™) en estado
fenoldgico punto de corte y con tiempo de adaptacion de 24 horas, sin dejar de lado que para
todos los extractos en dicho estudio (en dos estados fenoldgicos y dos tiempos de adaptacion)
obtuvieron respuesta positiva frente a la radiacion UB-V, mientras que en el presente estudio de
limonaria para la planta en estado fenoldgico punto de corte no se evidencio aumento porcentual
en el contenido fendlico respecto al extracto control, estas variaciones en los resultados pueden

deberse al comportamiento bioquimico de cada planta y su respuesta frente al estrés.

Esta variacion en el contenido de compuestos fendlicos en la planta puede verse afectada
segun Hasim et al, (2015) por caracteristicas como : la preparacion de la muestra (tiempo de
secado, temperatura, etc.), estado de planta, el método de extraccion, y la técnica de andlisis, asi
mismo relaciona Torrenegra (2014), que la aplicacion del método de hidrodestilacién, puede
ocasionar que el extracto obtenido pueda disolverse parcialmente en el agua utilizada en el
proceso, como resultado el aceite pierde componentes oxigenados, de la misma manera algunos
compuestos pueden experimentar hidrolisis (ejemplo: esteres) y otros como los compuestos
monoterpenicos principalmente los compuestos conocidos como aldehidos ya que son sensibles a
presentar polimerizacion, adicional los compuestos mayormente oxigenados tienen

predisposicion a presentar solubilidad en el agua.
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Estudios como el de Figueirinha et al, (2013), donde se estudian infusiones de limonaria

caracterizando sus compuestos por medio de HPLC; el estudio de Cheel et al, (2005), donde se
analizan extractos en metanol, infusiones y decocciones de limonaria, caracterizando sus
compuestos aplicando cromatografia de contra corriente, RMN y HPLC y Ferreira, (2015),
donde estudia infusiones de limonaria las cuales son caracterizadas por RP-HPLC, estos
estudios identificaron compuestos fendlicos tales como luteolina, Isoorientina, Isoorientina 2'-O-
rhamnosida, acido cafeico entre otros. Para extractos de planta de limonaria irradiada, estudios
como los de Kumari et al, (2009) y Vinutha et al, (2016), aplicaron el método de
hidrodestilacion para obtencién del extracto y GC-MS para la caracterizacion de este, pero se
evidencia que ambos estudios no reportan la identificacion de compuestos fendlicos, por otro
lado estudios como los de Véasquez, (2015), Mirghani et al, (2012), obtuvieron extractos de
limonaria aplicando el método de hidrodestilacion, y el método de Folin Ciocalteu para
determinacion de contenido fendlico y GC-MS para la caracterizacion de los extractos, los cuales
reportaron la concentracion de los compuestos Neral, Geranial, Geraniol y betamirceno, y no se
reporta la identificacion de compuestos fendlicos pero si se atribuye la actividad antioxidante del
extracto a la presencia de compuestos fendlicos. Esta revision permite concluir que para obtener
un mejor perfil de compuestos fendlicos este se logra aplicando el método Folin Ciocalteu en
infusiones y/o extractos hidroalcoholicos, ya que por el método de hidrodestilacion se reporta
contenido fendlico, pero no se reporta la identificacion de dichos compuestos, por ende se
presume que el método de extraccion aplicado influyo en el bajo contenido de compuestos
fenolicos de los extractos de limonaria, sin desmeritar que la hidrodestilacion es una técnica de
extraccion amigable con el ambiente y es mas facil su aplicacion a nivel industrial en relacion a

otras técnicas de extraccion (ejemplo extraccion con fluidos supercriticos) ya que son técnicas
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mucho méas costosas. Resaltando asi que estos resultados no afectan el objetivo base de la

investigacion.

4.4.Efecto de estrés con UV-B en la actividad antioxidante

Los resultados arrojados al realizar los métodos DPPH y ABTS (Tabla 8) permitieron conocer
que para el estado fenoldgico punto de corte, los extractos AA y AB mostraron un incremento
porcentual en referencia a su extracto control de 12,9 y 15,83% respectivamente aplicando el
método DPHH, y 0,2 y 0,7% respectivamente aplicando el método ABTS, este resultado sugiere
que el estrés generado por UV-B y el tiempo de adaptacion influencia positivamente la actividad

antioxidante de la planta para este estado fenoldgico.

Para el caso de los extractos en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte se
evidencia (tabla 8) que los extractos BA y BB reflejan una disminucién porcentual respecto a su
extracto control de -17,3 y -21,97% respectivamente aplicando el método DPPH y -2,1 y -0,1%
respectivamente, aplicando el método ABTS. Este resultado sugiere que el estrés generado por
UV-B y el tiempo de adaptacion no presentan influencia positiva en la actividad antioxidante de
la planta, posiblemente influenciado por su estado fenoldgico.

Tabla 8. Actividad antioxidante en los extractos de Limonaria (Cymbopogon citratus)

Estado D.OSi.S Tiempo_de Identificacion
L radiacion | adaptacion DPPH (%) ABTS (%)
Fenolégico 2 b de extractos
(Wh.m™) | (minutos)
0 0 Control (CA) | 60,38 +2,41 (A) | 91,63 +0,01(A)
U el 15 AA 68,17 +0,94 (A) | 91,78 0,01 (A)
corte 0,05
30 AB 69,94 +3,89 (A) | 92,23 +0,08 (A)
17 dias 0 0 Control (CB) | 72,91+343 (A) | 92,60 0,14 (A)
después de 0,05 15 BA 59,91 +4,28 (A) | 90,61 0,16 (A)
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p‘ir(‘)tr‘;ede ‘ 30 BB ‘ 56,89 2,89 (A) | 92,50 0,3 (A)

Letras distintas denotan diferencia significativa segun el test de Tukey (p>0,5).

Las abreviaturas en la tabla 8, corresponden a los extractos: (CA): Control, (AA): planta irradiada con 15
minutos de adaptacion, (AB): planta irradiada con 30 minutos de adaptacion para estado el fenolégico punto de
corte; y (CB): Control, (BA): planta irradiada con 15 minutos de adaptacién, (BB): planta irradiada con 30 minutos
de adaptacion en estado fenologico 17 dias después de punto de corte.

Aplicando el método DPPH, los resultados obtenidos en el presente estudio (para estado
fenoldgico punto de corte) concuerdan con el reporte realizado Selim (2011), donde se analizo la
actividad antioxidante del aceite esencial de la hierba de limén egipcia (Cymbopogon proximus
Stapf) obtenido por hidrodestilacion usando clevenger, se obtuvieron porcentajes de inhibicion
que varian de 40,63%. Mirghani et al,(2012) indico que para el caso de la limonaria, material
vegetal fresco secado al aire (sin irradiar), aplicando método DPPH, se presentd una alta
actividad antioxidante donde para el caso del tallo de limoncillo existié un 89% de inhibicion a
razon de 1:2 en concentracion volumétrica de aceite esencial por volumen de disolvente; asi
mismo, el aceite esencial de las hojas mostré ligeramente menor inhibicion (78,89%) en
comparacion con los tallos, porcentajes que son muy préximos a los resultados obtenidos en la

presente investigacion.

Adicional el estudio realizado por Vasquez et al, (2015), donde se analizaron las propiedades
antioxidantes del aceite esencial de las hojas frescas de Cymbopogon citratus obtenido por dos
métodos de extraccidn, hidrodestilacion usando aparato clevenger e hidrodestilacién asistida por
microondas, se reflejo que, para extractos de limonaria obtenidos por este Gltimo método, se
obtuvo un porcentaje de inhibicion de 55,57%, pero no se reflejan datos para hidrodestilacion

con clevenger.

Respecto a la aplicaciéon del método ABTS, literatura como la de Rao et la, (2009), citado por

Nambiar et al, (2012) reporta que para el extracto de limonaria existe un porcentaje de



| 76
inhibicion de 77% por método ABTS, presentado por un estudio donde se buscaba controlar los

radicales libres, el efecto antifingico y antigenotoxico de los extractos hidroalcohdlicos de
Cymbopogon citratus, revela que el extracto de limonaria a una concentracién de 60pL.mL™
resulta en una capacidad de barrido significativa, que para ABTS fue de 77%. Asi mismo otro
estudio realizado por Srivastava et al, (2015), se evidencia que los extractos de las hojas de
Limonaria obtenidos por hidrodestilacion, presentaron un porcentaje de inhibicién de 67,48%
para método ABTS, en estos métodos no se utilizé tratamiento con UV-B, y comparando con los
resultados del presente estudio, se podria indicar que la dosis con UV-B influye positivamente la
actividad antioxidante de la planta para los dos estados fenoldgicos, ya que se obtuvieron valores

por encima de lo reportado en la literatura.

Tomando como referencia que para este estudio se obtuvieron valores de geraniol (tablas 9 y
10) por encima de lo reportado en la literatura, se hace importante resaltar una de sus actividades
bioldgicas reportadas por Choi et al, (2010), citado por Chen et al, (2010), donde se investigaron
34 aceites esenciales de citricos y sus componentes para actividades de barrido de radicales
usando el ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidracil in vitro (DPPH) y comparando la actividad con
un antioxidante estandar, Trolox. El geraniol (un citrico volatil) mostré marcadas actividades de
eliminacion contra el radical DPPH (87,7%, 235,9 mg de Trolox equiv / ml). Asi mismo Tiwari
et al, (2009), informaron sobre el potencial antioxidante del geraniol usando macr6fagos
alveolares de rata presionados por el oxigeno hidroperdxido de tsigniertiario; encontro que el
geraniol disminuyo significativamente la peroxidacion lipidica, inhibié la liberacion de NO
(64,61%) y la generacion de ROS en las células pretratadas en comparacion con las células

estresadas. Geraniol también mostré una proteccion significativa contra ROS. Estos resultados
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indicaron el potencial farmacoldgico del geraniol en las enfermedades inflamatorias pulmonares
donde el estrés oxidativo era un punto critico de control.

Figura 9. Actividad antioxidante de la limonaria para métodos DPPH y ABTS.

10000 © A

90,00 ¥T A i A 1 | A

80,00 © A I A

70,00 -'""I ' ey Lo [l A
60,00 [ 7 I
50,00

40,00 7
30,00
2000 |
1000 ¢~
0,00

DPPH (%1)

ABTS (%)

Actividad antioxidante (%)

0 15 30 0 15 30

Punto de corte 20 dias despues de punto de
corte

Tiempos de Adaptacion (minutos)

Letras distintas denotan diferencia significativa segln el test de Tukey (p>0,5).

Los resultados de actividad antioxidante (Figura 9) reflejaron que no existian diferencias
significativas para los métodos de actividad antioxidante empleados, prueba Tukey (p>0,05). Sin
embargo, analizando el comportamiento del %! aplicando los métodos ABTS y DPPH se
evidencia una correlacion entre los resultados obtenidos para cada método, ya que estos reflejan
un aumento porcentual en la actividad antioxidante de los extractos de plantas irradiadiadas con
respeto al control, pero también estos reflejan que para todos los extractos, los resultados en
ABTS son mayores que en la tecnica con DPPH, esto podria deberse segin Vuarant (2010), que
el DPPH es un radical libre que se obtiene directamente sin una preparacion previa, mientras que
el ABTS fue generado tras una reaccion quimica durante 16 horas, asi mismo refiere Tovar

(2013), que para estos dos métodos existen diferencias tanto en la cinética como las condiciones
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de reaccion, ya que el radical DPPH es estable gracias a su habilidad de disoluciéon en metanol,

por otro lado, el radical ABTS se obtiene al reaccionar el ABTS con persulfato de potasio

(oxidante), haciendo menos estable y mas transitorio.

Asi mismo como menciona Palomino et al, (2009), las variaciones en los resultados entre
estos dos métodos se dan teniendo en cuenta que el ABTS«" es menos selectivo en relacion con
el DPPH, ya que este ultimo no reacciona con los flavonoides carentes de grupos hidroxilo, ni
con &cidos aromaéticos que contengan un solo grupo hidroxilo independientemente de su
potencial antioxidante real, mientras que la baja selectividad del ABTS-", crea la posibilidad de
hacerlo reaccionar con cualquier compuesto aromatico hidroxilado; reporta Londofio (2009)
donde el ABTSe" es soluble tanto en medio acuoso como organico y permite la evaluacion de
antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos, es por ello que se presume que los compuestos presentes
en el extracto pueden ser altamente hidrofilicos, siendo estos més sensibles a la técnica del

ABTS (Granados et al, 2014).

Otra razon por la cual los valores en ABTS son mas altos que en DPPH, reporta Montafiez et
al, (2017) esta basada en la longitud de onda a la cual se realizan las lecturas de absorbancia de
las muestras de analisis, ya que para el método ABTS los valores se obtuvieron a una longitud de
onda de 734 nm, pero para el método DPPH los resultados se obtuvieron a una longitud de 517
nm, esto gracias a que en la region del visible se presentan interferencias en la medicion de
algunos compuestos coloreados (carotenoides y antocianinas) que puedan existir en los extractos
analizados a 517nm; por ultimo reporta Tovar (2013), que esta variacion podria basarse en la
reaccion reversible caracteristica del radical DPPH al interactuar con compuestos fendlicos
(ejemplo: eugenol y sus derivados), haciendo posible obtener lecturas bajas en actividad

antioxidante.
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En la revision actual de literatura sobre la influencia de la de radiacién UV-B en la actividad

antioxidante de la limonaria (Cymbopogon citratus) arroja la no existencia de investigaciones
publicadas sobre el mismo, pero se evidencian trabajos sobre otras plantas aroméaticas como el de
Ramirez, (2016) donde se llevd a cabo un estudio sobre el efecto de la aplicacion de radiacion
UV-B (0,05 Wh.m™) a plantas de tomillo frescas en poscosecha, en dos estados fenolégicos
(punto de corte y plena floracion) y dos tiempos de adaptacion (24 y 48 horas); aplicando método
DPPH, donde el estudio arroja la dosis de UV-B en los dos estados fenoldgicos y los dos tiempos
de adaptacion, influye positivamente el aumento de la actividad antioxidante de la planta con
respecto al control. El extracto de plantas irradiadas en estado fenoldgico punto de corte y 24
horas de adaptacion fue el que presento un mayor porcentaje de inhibicién 62,34 %, valor muy
préximo a los obtenidos en este estudio, donde para el extracto de punto de corte y 30 minutos de
adaptacion presento un aumento en relacion con el control, permitiendo analizar que este estado
fenoldgico favorece la actividad antioxidante de la planta, que posiblemente con un tiempo de

adaptacion mayor mejoraria mucho mas su porcentaje de inhibicion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio para limonaria irradiada, extractos AA
(12,9%) y AB (15,83) aplicando método DPPH; son similares pero son superiores a los
reportados por Ramirez et al, (2013), en su estudio en plantas de menta y romero frescas donde
evidencio que luego de aplicar radiacién UV-B (0,05 Wh.m™) en poscosecha por 67 minutos, los
extractos de menta y romero de plantas irradiadas presentaron un aumento en su porcentaje de
inhibicion de 1,14% vy 7,26% respectivamente, en referencia a sus extractos control, y los
resultados del presente estudio son inferiores en comparacion por los reportados en el estudio
realizado por Huyskens et al, (2007) para el fruto de la grosella negra la cual fue irradiada con

UV-B (8.2 Ws.m™) durante poscosecha, para tres tiempos de exposicion diferentes (60, 90 y 120
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minutos) y dos tiempos de adaptacion (20 minutos y 2 horas) se evidencio que aumentando los

periodos de exposicion UV-B la sintesis de flavonoides se activo revelando un drastico aumento
del 76% después de 120 minutos de exposicion. La actividad antioxidante en frutos de grosella
negra cosechada fue significativamente inducida (21%) por radiacién UV-B; Sin embargo, so6lo
después de 120 minutos de exposicion a UV-B con un tiempo de adaptacion de 22 h,
evidencidndose de esta forma una tendencia en la cual, la actividad antioxidante se aceler6 con el
aumento de los tiempos de adaptacion, revelando un tiempo de reaccion bioquimica més largo

con respecto al estrés mediado por UV.

Los diferentes valores de actividad antioxidante, reportados por diferentes investigadores,
pueden ser atribuidos a factores como clima, la composicion del suelo y la estacion, asi como, la

edad y la etapa de crecimiento de la planta (Vasquez et al, 2015).

La aplicabilidad de los métodos ABTS y DPPH para identificar la actividad antioxidante
fueron los indicados para extractos de limonaria, gracias a su excelente estabilidad, simple
aplicacion y répido andlisis, siendo ademéas los métodos mas aplicados en literaturas de
referencia, asi mismo segln reporta Londofio (2009) permiten la evaluaciéon de antioxidantes
hidrofilicos (método ABTS) y lipofilicos (método DPPH) presentes en el extracto de analisis; ya
que métodos como por ejemplo el blanqueamiento del beta caroteno presenta baja
reproducibilidad, sus reactivos presentan complejidad e inestabilidad, presenta interferencia con

el pH, temperatura y solventes de redisolucién del extracto (Leon, 2007).
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4.5.Efecto de estrés con UV-B en el analisis de la composicion

guimica de los extractos de limonaria aplicando cromatografia de

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

Extractos de analisis
eExtracto de limonaria en punto de corte con 30 minutos de adaptacion y respectivo
control.
eExtracto de limonaria 17 dias después de punto de corte con 15 minutos de
adaptacion y respectivo control.
Estos extractos se seleccionaron debido a que presentaron los mejores resultados en los
analisis de actividad antioxidante (DPPH y ABTS) y compuestos fendlicos (Folin-Ciocalteu),

respectivamente.

La identificacién de los compuestos presentes en los extractos de limonaria se realizo
mediante la comparacién entre el cromatograma arrojado por el equipo (Anexo E) y la biblioteca
del software Xcalibur, donde se mide la distancia entre los picos del cromatograma de cada

compuesto y se compara con lo registrado en la biblioteca.

Las figuras 10 y 11, representan los picos correspondientes a los compuestos identificados
durante el estudio, 23 compuestos para cada extracto, asi mismo se evidencia la abundancia
relativa de los mimos, que para el caso de los picos mas altos en la figura 1 y 2 son: (1) Neral
(26,8-37,4); (2) Geraniol (26,1-33,13); (3) B-mirceno (13,97-14,5); (4) Geranial (6,58), extractos
de material irradiado y control respectivamente. Complementando las gréficas, se puede

evidenciar en la tabla 9, que el extracto irradiado en punto de corte con 30 minutos de
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adaptacion, contiene 21 compuestos, al igual que su extracto control, con la diferencia que el

alcanfor, farnesal e isovaleraldehido solo estan presentes en el extracto irradiado; y el

caroofileno, alfa-camforeno y 2-Undecanona solo estan presentes en el extracto control.

Asi mismo, tomando como referencia la tabla 9, y las figura 10 y 11, se puede evidenciar que
la influencia de radiacion en la planta género un incremento porcentual en el contenido de trece
compuestos del extracto con respecto al control, donde cinco (color verde) de ellos presentaron
un incremento por encima del 1% y los ocho restantes (color amarillo) un incremento por debajo
del 1%.

Tabla 9. Reporte de caracterizacion por GC-MS de extracto de limonaria en estado

fenoldgico punto de corte irradiado a 0,05 Wh.m™y tiempo de adaptacién 30 minutos (AB)

ftem Compuesto Extr:;zgltr?a ;rorA::\)diado Contrc?)l/o) (area A (érea %)

1 Neral 26,8 37,4 -10,6
2 Geraniol 26,1 33,13 -7,03
3 -mirceno 13,97 14,5 -0,73
4 Geranial 6,58 6,58

5 Mentona 3.9 0,11 3,79
6 B-Elemene 33 0,35 2,95
7 Dipenteno/Limoneno 2,6 1,78 0,82
8 Citronelal 2,3 0,14 2,16
9 Alcanfor 2,3 - 2,3

10 Farnesal 1,92 ---- 1,92
11 Fenchona 1,7 0,42 1,28
12 1,8 Cineol/Eucaliptol 1,47 1,47

13 2-Tridecanona 1,15 0,18 0,97
14 Pineno 1,02 0,4 0,62
15 Acido nerolico 0,97 0,17 0,8
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16 Isovaleraldehido 0,97 ———- 0,97
17 Canfeno 0,83 0,15 0,68
18 Linalool 0,7 1,16 -0,46
19 a-ocimeno 0,48 0,48

20 Alfa-camforeno 0,37

21 Cariofileno 0,35

22 Oxido de Cariofileno 0,38 0,25 0,13
23 2-Undecanona -—-- 0,26

24 Eucarvona 0,37 0,22 0,15

Los colores representan incrementos porcentuales en el contenido de compuestos del extracto irradiado respecto a su
extracto control, color verde incremento superior al 1%; color amarillo incremento inferior a 1%.

Figura 10. Cromatograma obtenido por GC-MS.
Extracto de limonaria punto de corte irradiado a
0,05 Wh.m™con 30 minutos de adaptacién. Picos: 1,
Neral; 2, Geraniol; 3, B-mirceno; 4, Geranial.

Figura 11. Cromatograma obtenido por GC-MS.
Extracto control de limonaria punto de corte. Picos: 1,
Neral; 2, Geraniol; 3, B-mirceno; 4, Geranial.

Para el presente estudio las figuras 10 y 11, permiten indicar el contenido de citral disminuyo
al someter la planta a radiacion, resultados difieren con lo reportado por Kumari et al, (2009),
quienes, para hojas frescas de limonaria irradiadas 3 h/dia por 80 dias antes de su cosecha con
un tiempo de adaptacion de 24 horas, donde el analisis por GC-MS de los extractos, indicaron

que el estrés por radiacion generé aumento del 117,56% en el quimiotipo de la panta es decir
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citral respecto al control, pero se generé una disminucion del 28,96% de geraniol con UV-B

respecto al control, este Gltimo concuerda con los resultados para geraniol obtenidos en el
presente estudio. Otro estudio reportado por Vinutha et al, (2016), donde se realizaron analisis
por GC-MS a los extractos de Cymbopogon Flexus, donde antes de su cosecha la planta fue
tratada con UV-B (1.8 kJ m? o 0,5Wh.m?) por 10 dias, expuesta diariamente a diferentes
intervalos de tiempo (0,5 h, 1,5 h, 3,0 h), con un tiempo de adaptacion aproximado de 24 horas,
los resultados arrojaron un aumento porcentual significativo del 30, 48% en el contenido de citral

para plantas irradiadas por 1,5 h.

Esto permite suponer que tanto los tiempos de exposicion de la planta a UV-B como los
tiempos de adaptacién a la misma fueron muy cortos y por ello con generaron cambios

significativos en la composicion misma del extracto.

Respecto a los extractos de limonaria en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte,
las figuras 12 y 13, muestran los picos correspondientes a los compuestos identificados durante
el estudio, 18 compuestos para extracto BA y 20 compuestos para su extracto control, asi mismo
se evidencia la abundancia relativa de los mimos, que para el caso de los picos mas altos figura
12 son los compuestos: 1, Geraniol; 2, Neral; 3, B-mirceno; 4, Geranial. para el extracto de planta
en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte irradiada con tiempo de adaptacion de 15
minutos, asi como los Picos figura 13 son los compuestos: 1, Neral; 2, Geraniol; 3, f-mirceno; 4,

Geranial para el extracto control.

La tabla 10 muestra la identificacion de 18 compuestos en el extracto irradiado de limonaria,
un compuesto menos respecto a su control, donde el cariofileno y acido nerolico solo estan

presentes en el extracto control. Se puede evidenciar que los compuestos mayormente presentes
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en los extractos son: (1) neral (29,52-35,8), (2) geraniol (42,9-31,72), (3) p-mirceno (9,7-17,2) y

(4) geranial (6,58), extractos irradiados y control respectivamente. Asi mismo, la tabla 10
permite identificar que la influencia de radiacién en la planta género un incremento porcentual en
el contenido de siete compuestos del extracto con respecto al control, donde uno (color verde) de
ellos presentaron un incremento por encima del 1% y los seis restantes (color amarillo) un
incremento por debajo del 1%. Cabe resaltar que el geraniol obtuvo el mayor aumento con
respecto a su control el cual alcanzo el 11,18%.

Tabla 10. Reporte de caracterizacion por GC-MS de extracto de limonaria en estado
fenolégico 17 dias después de punto de corte irradiado con 0,05 Wh.m?y tiempo de

adaptacion 15 minutos (BA)

ftem Compuesto Extrz?c;trc; ;ror/(e)t)diado Contrc())l/o) (area A (érea %)
1 Geraniol 429 31,72 11,18
2 Neral 29,52 35,8 -6,28
3 B-mirceno 9,7 17,2 -7,5
4 Geranial 6,58 658 | 0 -
5 Dipenteno/Limoneno 1,92 1,78 0,14
6 1,8 Cineol/Eucaliptol 1,47 1,47
7 Citronelal 0,8 0,14 0,66
8 Eucarvona 0,76 0,22 0,54
9 Canfeno 0,62 0,17 0,45
10 Pineno 0,6 0,6
11 2-Undecanona 0,52 0,26 0,26
12 Linalool 0,5 1,49 -0,99
13 Fenchona 0,5 0,5
14 a-ocimeno 0,48 0,48
15 2-Tridecanona 0,42 0,18 0,24
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16 Alfa-camforeno 0,37 0,37
17 B-Elemene 0,35 0,35
18 Oxido de Cariofileno 0,32 0,32
19 Cariofileno 0,35 -0,35
20 Acido nerolico 006 | -

Los colores representan incrementos porcentuales en el contenido de compuestos del extracto irradiado respecto a su
extracto control, color verde incremento superior al 1%; color amarillo incremento inferior a 1%.

Figura 12. Cromatograma obtenido por GC-MS.
Extracto de limonaria 17 dias después de punto de
corte irradiado a 0,05 Wh.m?con 15 minutos de
adaptacion. Picos: 1, Geraniol; 2, Neral; 3, B-
mirceno; 4, Geranial.

Figura 13. Cromatograma obtenido por GC-MS.
Extracto control de limonaria 17 dias después de
punto de corte. Picos: 1, Neral; 2, Geraniol; 3, p-
mirceno; 4, Geranial

Las graficas 12 y 13 de los resultados del analisis por GC-MS del presente estudio permite
evidenciar un mayor contenido de geraniol y menor contenido de geranial (componente del
citral) en comparacion con lo reportado en la literatura, por ello se hace importante resaltar lo
indicado por Tajidin et al, (2012), donde se reporta que el momento de la cosecha en las plantas
es uno de los factores que influyen en la composicion quimica, la calidad y cantidad del aceite
esencial de esta. Asi mismo el aumento de citral en la limonaria podria verse afectada por la
aplicacion de fertilizantes, asi mismo Miyazaki (1965), citado por Tajidin et al, (2012), informa

que la deficiencia de nitrogeno afectd los aumentos en el contenido citral de la limonaria,
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postulando que se debia principalmente al aumento en la edad de la hoja causada por la

deficiencia de nitrégeno en el momento de la cosecha. Tajidin et al, (2012), reporta también que
estudios sobre Cymbopogon Flexuosus indicaron que la enzima, geraniol deshidrogenasa,
implicada en la transformacion geraniol-citral, fue méas activa en hojas inmaduras (Singh et al.,
1989); El nivel de citral disminuy6 en las hojas maduras de Cymbopogon Flexuosus debido al
catabolismo donde del citral se convirtié en constituyentes de aceite no identificados u otros

(Singh et al, 1989).

Estimulos ambientales pueden redirigir la ruta de biosintesis cambiando la composicién
quimica, produccion y actividad bioldgica de los aceites esenciales en las plantas, asi mismo y
segun reporta Soto et al, (2002) el porcentaje de citral en la planta puede variar segun el mes de
plantacion de esta, donde para los meses de plantacion de mayo a agosto son los que presentan
mayor contenido de citral. También reporta Flores et al, (2016), que la temperatura de
crecimiento de la planta tienen relacién a la cantidad de citral producido por la misma, es decir a
mayor temperatura mayor cantidad de citral, asi mismo se destaca la union que realiza el geranial
con el nitrégeno, donde cualquier abono que se aporta al suelo ayuda a la asimilacién de
nitrégeno y esto a su vez ayuda al aumento de biomasa, por consiguiente, aumenta la calidad y
cantidad de aceite esencial en especial la concentracion de geranial. Es por ello que factores
ambientales (humedad relativa, temperatura, altitud), factores edafolégicos (humedad, textura,
materia organica, pH, conductividad eléctrica), concentracion de quimiotipos y rendimiento de

los aceites esenciales estan estrechamente relacionados.

Los resultados reflejados en las tablas 11 y 12, permiten indicar que los extractos AB,
presenta mayor cantidad de compuestos (21) identificados por GC-MS con respecto al extracto

BA (18 compuestos), asi como un aumento en la composicion cuantitativa de los extractos de
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limonaria irradiados. Para el extracto AB existen 13 compuestos con respecto al control, que

reflejan un incremento porcentual en su contenido, mientras que para el extracto BA existen solo
7 compuestos con respecto al control, que reflejaron un incremento porcentual en su contenido,
indicando que la planta al excederse en el tiempo adecuado de corte, genera la perdida de

algunos compuestos.

Segun lo reportado por Blanco et al, (2009), en los analisis del extracto de hojas frescas de
limonaria aplicando hidrodestilacion se indicd que el compuesto mayormente presente en el
extracto fue el monoterpeno citral, una mezcla de los estereoisomeros, geranial (40,8 %) y Neral

(36,3%), y beta - mirceno (13,2%).

Como también un reporte realizado por Mirghani et al, (2012), para extractos de limonaria
obtenidos por hidrodestilacion usando aparato tipo clevenger, revela que un total de 68
compuestos se caracterizaron en el extracto de tallo de limoncillo mientras que el para el extracto
de hojas de limonaria se identificaron 72 compuestos. El analisis por GCMS revel6: geranial
(32,10% y 29,64%), Neral (22,36% y 21,73%), geraniol (5,40% y 7,75%), limoneno (5,71% y
5,92%) y B-mirceno (2,20% y 2,28%), fueron los principales constituyentes de los tallos y hojas
de aceite esencial de limonaria respectivamente, que comprendian el 67,77% vy el 67,33% del
aceite total. Los valores reportados por los autores anteriormente mencionados permiten
evidenciar que los porcentajes para citral son superiores a los obtenidos en el presente estudio,
mientras que para B-mirceno y geraniol son inferiores, esto para los extractos en sus dos estados

fenoldgicos y sus respectivos controles.

Como se evidencia, el componente predominante en el extracto de C. citratus, es el citral

(33,38% y 43,98%) para la planta AB, planta irradiada y control respectivamente) y (36,1% y
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42,38% para la planta BA, planta irradiada y control respectivamente), estos resultados coinciden

pero son menores respecto a los reportados por Rodriguez et al, (2012) 79,18%, Vasquez et al,
(2015) 51,63% (destilacion asistida por microondas), Masamba et al, (2003) 82%, Pinto et al,
(2015) 89,57%; pero por encima de lo obtenido por Vésquez et al, (2015) 35,32% (destilacion

por arrastre de vapor).

Estudios como los de Hasim et al, (2015), Cheel et al, (2005) (extraccion por reflujo en
etanol), Shah et al, (2011), Ekpenyong et al, (2014), Figueirinha et al, (2013) (extractos en
metanol y etanol), coinciden en que el extracto de C. citratus contiene flavonoides y compuestos
fendlicos, que consisten en luteolina, Isoorientina 2'-O-rhamnosida, quercetina, Kaempferol,

apiginina, &cido clorogenico y cafeico calves en su actividad antioxidante.

El estudio realizado por Kumari et al, (2009), reporta (Figura 14) que para extractos de hojas
frescas de limonaria obtenidos por hidrodestilacion usando aparato tipo clevenger, se hizo
posible identificar por GC-MS once compuestos, en el extracto de hojas de plantas de limonaria
control y 15 compuestos en el extracto de limonaria tratado con UV-B (1.8 k.m? 0 0,5Wh.m?),
valores inferiores a los obtenidos en el presente estudio, donde se obtuvieron un total de 18
compuestos para extracto BA, uno por debajo respecto a su control y 21 compuestos para
extracto AB, al igual que su extracto control; pero se reflejan 12 compuestos volatiles diferentes

en relacion a los del presente estudio.

Con respecto al -mirceno Kumari et al, (2009), reporta que es el tercer compuesto contenido
en el extracto, con un porcentaje relativo de 10,34% para control y 10,84% para extracto de
planta irradiada, valores inferiores a los reportados en el presente estudio 13,97% y 14,5% (para

la planta AB, planta irradiada y control respectivamente); pero superiores respecto a los extractos
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de la planta BA, 9,7 % y 17,2 % planta irradiada y control respectivamente. Este estudio
concuerda con los resultados obtenidos por Kumari et al, (2009), respecto a que la exposicion de
las plantas de limonaria (C. citratus) a una dosis suplementaria de UV-B dio como resultado un
aumento en la produccion de extracto, asi como obtener una modificacién en la composicion
cuantitativa de las muestras, que para el caso de los extractos AB de los 21 compuestos
identificados, 13 de estos con respecto al control, reflejan un incremento porcentual en su
contenido (tabla 9) y para los extractos BA de los 18 compuestos identificados, siete de estos con
respecto al control, reflejan un incremento porcentual en su contenido (tabla 10).

Figura 14. Cambios comparativos en la composicién quimica de los aceites volatiles
obtenidos a partir de muestras de hojas de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf tratado con
UV-B (adaptado de Kumari et al, 2009)

Compuesto Cambio en e_I % éarea después
del tratamiento con UV-B

6-Methyl-5-heptene-2-one 14,74 ¢

Beta-Myrceno 48 1

Cis-Ocimene 7,1 |

1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl n.d.

Trans Ocimene 95 1

Linalyl formate d.

Beta-Bisabolene d.

Pulegol d.

Bicyclo hept-2-ene-2-methanol,6,6-dimethyl d.

Trans-d-Dehydrocarveol n.d.

10,12-adecadiynoic acid n.d.

1H-3?27 Methanoloazulene, octahydro-1,4,9,9- q

tetrament '

Nerol 80 1

2,6,Dimethyl-1,3,5,7-0octatetraene n.d.

Geraniol formate 28,96 1

a-Citral 117,56 1

1, representa aumento; |, disminucion; n.d., no detectado; d., detectado después de tratamiento con UV-B
Segun lo reportado por Vinutha et al, (2016), donde se realizaron estudios para Cymbopogon

Flexus, antes de su cosecha la planta fue tratada con UV-B (1.8 ki m? 0 0,5 Wh.m™) por 10 dias,
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expuesta diariamente a diferentes intervalos de tiempo (0,5 h, 1,5 h, 3,0 h), con un tiempo de

adaptacion aproximado de 24 horas. Para las plantas control fueron expuestas a luz solar directa.
El analisis de los extractos se realizd por GC-MS; este estudio revelo la importancia del estrés
con UV-B donde se observa un aumento considerable en el rendimiento del extracto, asi como el
contenido de citral en relacion a otros tipos de estrés (Acido giberélico (AC) y nitrato de zinc); el
porcentaje en contenido de citral varia de 64,98; 81, 80; 84,79 y 68,34, para extracto control,
irradiado 0,5 h, 1,5 h y h respectivamente. Donde para tiempos superiores a 3h de exposicion el
contenido de citral disminuye. Dentro de los compuestos identificados no se reporta contenido de

geraniol.

Como lo menciona Zhaohui et al, (2015), los efectos de la radiacion en las plantas dependen
de muchos factores, como la longitud de onda especifica, la dosis de irradiacion, el tiempo vy la
temperatura, por ello se presumen que la variacion en el contenido del extracto de limonaria del
presente estudio en relacién con lo reportado en la literatura pudo verse afectado por el momento
de la incidencia de radiacion UV-B a la planta, ya que en los estudios anteriores la dosis de UV-
B fue aplicada antes de su cosecha, caso contrario a lo realizado en el presente estudio (pos-
cosecha). Mencion Pérez et al, (2009), citado por Fisher et al, (2012) que dosis moderadas de
UV-B inducen en los frutos una respuesta defensiva que origina cambios favorables en el
metabolismo secundario, generando mayor produccién de compuestos bioactivos como por
ejemplo los antioxidantes, esto lo concluyo luego de su investigacion donde logro evidenciar un
aumento en la concentracion de fenoles totales en tomates al aplicar dosis de radiacion UV-B
para tres casos de estudio: 1. Precosecha (0,075 Wh.m?); 2. Poscosecha (0,225 Wh.m?) y 3.

Doble dosis, Antes (0,03 Wh.m™) y después de cosecha (0,225 Wh.m).
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Estudios como los anteriormente reportados permiten evidenciar la radiacion UV-B como un
importante factor abiodtico en la vida de las plantas, pero adicional a ello muestra que dosis
moderadas de UV-B, pueden comportarse como elicitores fisicos-externos capaces de promover
en la planta una resistencia frente al estimulo externo al que fue sometida (Ramirez et al, 2014),
adicional los tiempos de adaptacion mas largos son de vital importancia para obtener aumentos
considerables en el rendimiento del extracto y su composicion; los tiempos de adaptacion deben
ser considerables ya que la planta debe generar una resistencia al estrés a la cual fue sometida,
esto con el fin de resistir, evitar o escapar de aquellos impactos negativos que este pueda
generarle manteniendo un estado “ideal” (Basurto et al, 2008), menciona Giacomelli et al,
(2008) que cuando las plantas perciben este cambio en su estado ideal activan una respuesta de
adaptacion que involucra redes moleculares frente a la percepcion del estrés, transduccion de
sefiales y regulacion de la expresion de genes efectores, complementa Montolui, (2010) que esta
respuesta al estrés inicia con lo que se conoce como fase de alarma, donde se activa una
“restitucion” con la ayuda de procesos de reparacion tales como la sintesis de nuevas sustancias

protectoras.

Los cambios fisiolégicos y bioquimicos que ocurren en la ontogenia de las plantas regulan, de
forma programada, la expresion asi como la actividad de las enzimas implicadas en las vias del
metabolismo secundario, este programa genético puede estar influenciado por factores exdgenos,
factores que alteran el estado fisioldgico, que inducen cambios en la bioquimica y / o son sefiales
que activan un conjunto de respuestas que culminan en la biosintesis de los metabolitos
secundarios (Lopez et al, 2013). Es por ello que, factores locales, climaticos, estacionarios y
condiciones experimentales, influyen en la composicion de aceites esenciales de plantas,

menciona Patel y Mehta (2006) citado por Nambiar et al, (2012), que se evaluaron los
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compuestos con propiedades antioxidantes en la limonaria y encontraron que la limonaria seca
contiene mas fenoles y flavonoides, con respecto a uno fresco. Por lo tanto, pudieron inferir que

la limonaria seca tiene mayor potencial antioxidante que la limonaria fresca.

Los cambios altitudinales del nivel del mar son un factor importante que influye en los
ecosistemas terrestres. Por lo tanto, un cambio significativo en el nivel de altitud puede ocasionar
cambios correspondientes en temperatura, velocidad relativa del viento himedo, agua disponible,
y tasa de radiacion. Como resultado, los cambios en las condiciones ambientales alteraran
muchas reacciones ecofisioldgicas en los cuerpos de las plantas. Por ello, se presume que la
altitud del cultivo de limonaria en el presente estudio pudo estar relacionada con la variacion en
la composicion quimica del extracto, ya que la planta fue cultivada en el municipio de Anolaima
a una altitud de 165msnm, mientras que reportes como los de Kumari et al, (2009), Cheel et al,
(2005), Blanco et al, (2009), Vinutha et al, (2016), y Figueirinha et al, (2013) utilizaron plantas
de limonaria cosechadas en altitudes de 86, 102, 804, 920, y 1000 respectivamente y estudios
como el de Sanli et al, (2016), reporta que para extractos del fruto de Kundmannia
anatolica recogidos a diferentes altitudes (400, 820, 1002 y 1560 m) de la region de los Lagos
Turquia, se encontrd que la altitud afecté la biosintesis de terpenos y los monoterpenos
oxigenados en general y fueron mayores a baja altitud, mientras que los constituyentes

sesquiterpénicos fueron mayores a altas altitudes.

Joy et al, (2006) reporta que el rendimiento del aceite de plantas de C. citratus y C. flexuosus
fluctia mucho con la estacion, la condicion del material vegetal, el contenido de humedad y la
edad de siembra, estas plantas prosperan en condiciones soleadas, célidas y humedas de los
tropicos, se cultiva entre los 0 y 2500 msnm, y en Colombia es cultivada de 0 a 1900 msnm

(Alvarez et al, 2014). Un estudio realizado por Thekkan et al, (2016), evalué el contenido de
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citral en los extractos de limonaria sembrados en diferentes zonas con condiciones climéticas
diferentes (altitudes entre 48 y 1524 msnm y pH de suelo diferentes), concluye que el entorno un
entorno con mayor temperatura y baja precipitacion favorece mas el rendimiento del extracto, asi
mismo las zonas de Kulipatti (altitud 700msnm) y Kurumalai (altitud 740 msnm) son los mas
favorables para obtener mayor contenido de citral. Asi mismo se explica que si méas alcalino es el
suelo, mayor es el contenido de citral en el extracto, siempre y cuando factores como
temperatura, humedad relativa, precipitaciones y altitud sean favorables, cabe resaltar que segun
lo anuncia Qadry (2009), citado por Thekkan et al, (2016) en su estudio se concluye que un pH
alcalino en el suelo desencadena la sintesis de mas citral para el extracto de limonaria como

mecanismo de defensa para resistir el estrés alcalino.
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5.Conclusiones y Recomendaciones

5.1.Conclusiones

En cuanto al rendimiento de extraccion, de manera general se evidencia un aumento
porcentual en los resultados para los extractos de limonaria en sus dos estados fenolégicos y los
dos tiempos de adaptacion, pero se resalta el mayor valor obtenido en la investigacion el cual se
produjo para el extracto de limonaria irradiada con 30 minutos de adaptacion en estado
fenoldgico punto de corte con un rendimiento 0,3250%, reflejandose asi un incremento del

17,71% respecto a su control.

El extracto en estado fenolégico punto de corte de limonaria irradiada con un tiempo de
adaptacion de 30 minutos reflejo mejor actividad antioxidante, evidenciandose que el método
DPPH se obtuvo un incremento del 15,83% y un aumento del 0,7% aplicando el método ABTS

respecto a los valores obtenidos en los extractos control.

Respecto al contenido de fenoles totales, se evidencia que el estado fenoldgico 17 dias
después de punto de corte para los dos tiempos de adaptacion empleados (15 y 30 minutos)
presentd un aumento porcentual de 19,3 y 4,6% en relacién a su extracto control. El resultado
obtenido fue superior al valor reportado por el control, respecto al contenido de fenoles, este
comportamiento identificado, puede ser atribuido a que el reactivo Folin-Ciocalteau interactud
con el grupo OH del geraniol, siendo este el compuesto con mayor abundancia relativa luego de

irradiar la planta.

En cuanto a la caracterizacion quimica del extracto por GC-MS, se logr6 evidenciar que
la planta genera una respuesta rapida al estimulo UV-B, donde se aprecian un aumento

porcentual respecto al extracto control en el contenido de 13 de los 21 compuestos identificados
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en el extracto de planta irradiada en estado fenolégico punto de corte con tiempo de adaptacion

de 30 minutos, sin dejar de lado el aumento porcentual de 7 de los 18 compuestos identificados
para el extracto de planta irradiada en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte con

tiempo de adaptacion de 15 minutos.

Aunque existio una respuesta positiva de la planta respecto al estrés inducido con
radiaciéon UV-B, los resultados obtenidos fueron inferiores a lo reportado en la literatura, esto
pudo presentarse a causa de los tiempos de adaptacion cortos que se llevaron a cabo durante el
estudio, ya que posiblemente no le permitieron a la planta ajustar su metabolismo a esta nueva

condicion a la que fue sometida.

Se logra evidenciar que la radiacion UV-B genera un efecto positivo como elicitor fisico
en la limonaria durante la poscosecha, identificado a través del aumento en el rendimiento de

extraccion y en la actividad antioxidante.

5.2.Recomendaciones

Es necesario realizar nuevos estudios que permitan identificar la posible existencia de
quimiotipos para la limonaria, asi como la influencia de la radiacion UV-B en la actividad

antioxidante de los extractos provenientes de esta planta.

Se sugiere evaluar otras técnicas de extraccion para la limonaria como por ejemplo
destilacion por arrastre de vapor y/o hidrodestilacion asistida por microondas, que permita
obtener un mayor rendimiento de extraccion, asi como reducir la pérdida de compuestos

volatiles.
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Se sugiere evaluar otras técnicas para la medicion de la actividad antioxidante como por

ejemplo el método FRAP, con el fin de evidenciar el comportamiento antioxidante del extracto.

Se sugiere realizar nuevos estudios con tiempos de adaptacion mas prolongados y
mayores dosis de radiacion aplicada, con el fin de identificar si existe una respuesta mayor en la

produccién de metabolitos secundarios de la planta.
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Estado fenoldgico / Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

Contraste Diferencia leereq0|a Vgl_or Pr > Dif | Significativo
estandarizada| critico
Estado fenologico-1 vs Estado 0,029 2,746 4,303 0,111 No
fenologico-2
Valor critico del d de Tukey: 6,085

Estado fenol6gico 1: punto de corte; estado fenoldgico 2: 17 dias después de punto de corte

Categoria Medias LS Grupos
Estado fenologico-1 0,291 A
Estado fenologico-2 0,261 A

Tiempo de adaptacion / Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

Contraste Diferencia leerenma V;,al_or Pr > Dif | Significativo

estandarizada | critico

Tiempo fje Adaptacion-3 vs Tiempo de 0,052 3,092 5,891 0,103 No

Adaptacion-1

Tiempo fje Adaptacion-3 vs Tiempo de 0,014 1,033 5,891 0,630 No

Adaptacion-2

Tiempo fje Adaptacion-2 vs Tiempo de 0,039 2,959 5,891 0,172 No

Adaptacion-1

Valor critico del d de Tukey: 8,331

Tiempo de adaptacion 1: control; Tiempo de adaptacién 2: 15 minutos; Tiempo de adaptacion 3: 30 minutos;

Categoria Medias LS Grupos
Tiempo de Adaptacion-3 0,298 A
Tiempo de Adaptacion-2 0,284 A
Tiempo de Adaptacion-1 0,245 A
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Estado fenoldgico / Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

. . Diferencia Valor Pr> L
Contraste Diferencia estandarizada | critico Dif Significativo
Estado fenologico-1  vs 0,430 0,287 4303 | 0,801 No
Estado fenologico-2
Vanr.crltlco del d de 6,085
Tukey:

Estado fenol6gico 1: punto de corte; estado fenoldgico 2: 17 dias después de punto de corte

Estado fenologico-2

Categoria Medias LS Grupos
Estado fenologico-1 13,133 A
12,703 A

Tiempo de adaptacion / Tukey (HSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

Contraste Diferencia D|fereryma V{:\I_or Pr > Dif | Significativo

estandarizada critico

Tlempo.de Adaptacion-1 vs Tiempo de 1,445 0,787 5,891 0,746 No

Adaptacion-3

Tlempo_de Adaptacion-1 vs Tiempo de 0,090 0,049 5,891 0,999 No

Adaptacion-2

Tlempo_de Adaptacion-2 vs Tiempo de 1,355 0,738 5,891 0,769 No

Adaptacion-3

Valor critico del d de Tukey: 8,331

Tiempo de adaptacion 1: control; Tiempo de adaptacion 2: 15 minutos; Tiempo de adaptacion 3: 30 minutos;

Categoria Medias LS Grupos
Tiempo de Adaptacion-1 13,430 A
Tiempo de Adaptacion-2 13,340 A
Tiempo de Adaptacion-3 11,985 A
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Estado fenoldgico / Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

Contraste Diferencia leeren0|a Vgl_or Pr > Dif | Significativo
estandarizada | critico
Estado _ fenologico-1 vs  Estado 0,770 0,238 4,303 0,834 No
fenologico-2
Valor critico del d de Tukey: 6,085

Estado fenoldgico 1: punto de corte; estado fenologico 2: 17 dias después de punto de corte

Categoria Medias LS Grupos
Estado fenologico-1 65,200 A
Estado fenologico-2 64,430 A

Tiempo de adaptacion / Tukey (HSD) / Anélisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

Contraste Diferencia leeren0|a Vgl_or Pr > Dif | Significativo

estandarizada critico

Tiempo de Adaptacion-1 vs Tiempo de 2,145 0,232 5,801 0,071 No

Adaptacion-3

Tiempo de Adaptacion-1 vs Tiempo de 1,555 0,168 5,891 0,085 No

Adaptacion-2

Tiempo de Adaptacion-2 vs Tiempo de 0,590 0,064 5,891 0,098 No

Adaptacion-3

Valor critico del d de Tukey: 8,331

Tiempo de adaptacion 1: control; Tiempo de adaptacion 2:

15 minutos; Tiempo de adaptacién 3: 30 minutos;

Categoria Medias LS Grupos
Tiempo de Adaptacion-1 66,185 A
Tiempo de Adaptacion-2 64,630 A
Tiempo de Adaptacion-3 64,040 A




ANOVA Actividad antioxidante método ABTS

| 124

Estado fenoldgico / Tukey (HSD) / Andlisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

Contraste Diferencia leereQC|a Vgl_or Pr > Dif | Significativo
estandarizada | critico
Estado fenologlco-z vs Estado 0,033 0,048 4,303 0,966 No
fenologico-1
Valor critico del d de Tukey: 6,085

Estado fenol6gico 1: punto de corte; estado fenoldgico 2: 17 dias después de punto de corte

Categoria Medias LS Grupos
Estado fenologico-2 91,887 A
Estado fenologico-1 91,853 A

Tiempo de adaptacion / Tukey (HSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95%:

. . Diferencia Valor . C
Contraste Diferencia estandarizada critico Pr > Dif | Significativo

Tlempo_de Adaptacion-3 vs Tiempo de 0,030 1,324 5,891 0,509 No
Adaptacion-2

Tlempo_de Adaptacion-3 vs Tiempo de 0,100 0,142 5,891 0,089 No
Adaptacion-1

Tlempo_de Adaptacion-1 vs Tiempo de 0,830 1,182 5,891 0,566 No
Adaptacion-2

Valor critico del d de Tukey: 8,331

Tiempo de adaptacion 1: control; Tiempo de adaptacion 2:

Categoria Medias LS Grupos
Tiempo de Adaptacion-3 92,220 A
Tiempo de Adaptacion-1 92,120 A
Tiempo de Adaptacion-2 91,290 A

15 minutos; Tiempo de adaptacién 3: 30 minutos;




| 125

B.Anexo B:Dosis de radiacion aplicada a la limonaria

Ensayo 1: limonaria en estado fenoldgico punto de corte

Curva de aplicacion de radiacion UVB generada por el programa DeltalL.og9

Radiacion Uw-B {w.m™)

Datos de Radiacion UV-B aplicada a la Limonaria

Radiacién acumulada aplicada

(Wh.m -2) 10330,601
Dosis media 2,63200025
Radiacon apliegia en
mﬂi.?nc_izt)ﬁn aplicada por minuto 0,00073111
iy el IELY.
Desviacion aproximada (Wh.m'z) +0,002

e e

Tiempo de tratamiento (s)



Radiacion UV-B {W.m™)
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Ensayo 2: limonaria en estado fenologico punto de corte

Datos de Radiacion UV-B aplicada a la Limonaria

Radiacion acumulada aplicada

(Wh.m?) 10556,441
Dosis media (Wh.m™) 2,687
2F\;adlamon aplicada en 1 hora (Wh.m 0.045
Radiacién aplicada por minuto

(Wh.m?) 0,001
Radiacién aplicada en 1 hora 5

minutos (Wh.m™) 0,049
Desviacion aproximada (Wh.m'z) 0,001

Curva de aplicacién de radiacion UVB generada por el programa DeltaLog9

Tiempo de tratamiento (s)
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Ensayo 3: limonaria en estado fenoldgico 17 dias después de punto de

corte
Datos de Radiacion UV-B aplicada a la Limonaria

Radiacién acumulada aplicada 8616,942
(Wh.m™)
Dosis media (Wh.m?) 2,192
Radiaciéon aplicada en 1 hora 0,037
(Wh.m™)
Radiacién aplicada por minuto 0,001
(Wh.m?)
Radiacién aplicada en 1 hora 5 0,040
minutos (Wh.m'z)
Desviacion aproximada 0,010
(Wh.m™)

Curva de aplicacién de radiacion UVB generada por el programa DeltaLog9

Radiacion UWV-B (W.m™?)

ek K 104 L [ 18 M4 . e e ] fe] hE, o JE Lo i r A

Tiempo de tratamiento (s)



Radiacion UV-B {W.m?)
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Ensayo 4: limonaria en estado fenoldgico 17 dias despues de punto de

corte
Datos de Radiacion UV-B aplicada a la Limonaria

Radiacién acumulada aplicada 9640,607
(Wh.m™)
Dosis media (Wh.m?) 2,412
Radiacién aplicada en 1 hora 0,041
(Wh.m™)
Radiacién aplicada por minuto 0,001
(Wh.m™)
Radiacién aplicada en 1 hora 5 0,045
minutos (Wh.m™)
2Desviacién aproximada (Wh.m’ 0,005
)

Curva de aplicacién de radiacion UVB generada por el programa DeltalLog9

L.00C+0

Tiempo de tratamiento (s)
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Contenido de fenoles: Método Folin-Cicoalteau, (Adaptado de Chun et al,

2005)

NICIO
]

mezcar 10yl extracto con 20 pl
de etanol 95%

2]

mezclar bien y adicional 0,5mL
agua destiada, y 10pL reactivo
Folin-Ciocafteu 1N

Curva de calibracion

IMICIO

[ ] y

preparar 5 mL de solucidn
patran de acido galico de
200pgdmL

2 | v

5]

tomar de manera independients
volumenes de 0, 125, 250, 375,
500, 625, 750, 875uL v 1mL

mezclar bien y dejar reaccionar
por S minutes

[«

pasado el tiempo adicionar 1 ml
5% NazC0s

3 W

cada volumen anterior 2e llevan
a wolumen final de 1mL por
separado con agua destilada

<] \

las concentracionesobtenidas
son 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150,

luege la mezcla se deja reposar
por 60 minutos

175 v 200 pL de acido galico

a

pasado el tiempo s lee 1a
absorbancia de la solucion a
7250m

7]

las mediciones se realizan por
triplicado

B

registrar resuftades

FIN

< | v

tomar las abzorbancias de cada
muestra a 725nm

6 Wy

lag mediciones serealizan por
triplicado

7] v

registrar resultados

FIN
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Actividad antioxidante: Método DPPH, (Adaptado de Vasquez et al, 2015)

Curva de calibracién
| I
|: INICIO
TI Wl

disolver 2,24mg de reactivo
DFPH &n 100mL de etancl 1 Wl
En un tubo de ensavo colocar
_—| 0,35mg de trolox con 1mL de
= e etano, 95%

la solucicn cbtenidade DDPPH
es de concentracion 0, 1Tmb

2| A

2 b obtener una concentracion de

[=
en tubo de centrifuga de 4mL 0, 35mg/mL
mezclar S0pl de muestra A E.
con 250 pL de etanol

TI T‘ W

&

tomar de manera independiente
adiconal altubc ZmlLde volumenes de 0, 11, 17, 23, 34,

solucion DPPH O, 1mM 49, §3 ya0uL

5
= | b 4
llevar la sclucion a volumen

4mlL con etancl vy mezclar bien

etano| porseparado
8
= N

== delareacsionar ja mezcls <n Obtener concentraciones de 0
la oscuridad por 30 minutos |:I,|:I|:I4, I:I.I:II:IIEI I:I.I:II:IE.I I:I.I:I"IEI '
0,017 , 0,022 v 0,028 mgdémL

trolo=
v Wy

R

cada uno de los anteriores se
llewan a volumen de 1mL con

:.

=l blanco se prepara utilizando
los pasos 2 al 8, sustituyendo la [+ W
muestra de A E. por etanol
tomar las absorbancias de cada
5 WJr muestra a 317nm

tomar las absorbancias de cada
muestra a 517nm

[ 7 | 2

=1 | e lag mediciones se realizan por
triplicado

las mediciones se reslizan por
triplicado

— o

R

registrar resultados
registrar resultados

S

e
( FIN | FIN
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Actividad antioxidante: Método ABTS, (Adaptado de Alvis et al, 2012)

( meo ) Curva de calibracion
T‘ L IMICIC
Disglver 54,02mg ABTS en

15mL de agua destilada

T' 1_| W

e
En un tubo de ensavo colocar
0,5mg detrolox con 1mL de

etano, 96%

Obtener una concentracion de
7mM en la sclucidn

[ 2] W

Disolver 8,22mg de Persulfato
de potasic en 15mL de agua 2 an

destilada

de la solucion patron tomar de
4 N manera independiente 40, &0,
120, 169, 240, 320, 400 uL

Obtener una concentracion de
2,45 mM en la sclucian

[ =] J 2] W

Mezclaren pastes igusies == cadauno de los anteriores se
nT ) llevan a welumen de 1mL con
etanol 6% por separado
e N

Incubar en aﬁc:.lr!dad}'a
tEI‘I‘IpE[EtIJrEhiI;I;:EII'IE por 18 4 |
(Obtener concentraciones de 0,
v i 0,02, 0,04; 0,06, 0,08; 0,12,
De ser necesaric , diluir en 0,16; 0,2 mg/mL trolo=

etancl 98% hasta cbtener
absorbancia de 0,70 a 724nm

Dl

g W
Mezclar 50pL del extrach .

vegetal con AL de seludién tomar las absorbancias de cada

ABTS muestra a F34nm
AN
Incubar en ocscuridad y a

temperatura ambeinte por 10 ﬁ‘ \",."

minutos

las mediciones e realizan por

10 W triplicado

Medir absorbancia a 734nm
7
!

11 W
Realizar 3 ensayos mas a partir
delnumeral & registrar resultados
12 W
Registrar resultados obtenidos -u‘"rr
FIM
i

FIr
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D.Anexo D: Curvas de calibracion para las variables de

estudio

Contenido de fenoles: Método Folin-Cicoalteau

e Datos curva de calibracién acido galico para método Folin-Ciocalteu

No. Concentracion Absorbancia
Tubos (ng/ mL) (725 nm)

1 0 0

2 25 0,148
3 50 0,324
4 75 0,497
5 100 0,656
6 125 0,794
7 150 1,01
8 175 1,218
9 200 1,291

e Curva de calibracion de &cido galico para método Folin-Ciocalteu

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4

Absorbancia a 750nm

-0,2

Curva de calibracion de acido galico
para Método Folin-Ciocalteu

o

—

/

y =0,0067x - 0,0098

R*=0,9963

T

I/ 50 100 150 200

250

Concentracién (ug/mL)
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e Resultados de absorbancia método Folin-Ciocalteu para extractos andlisis de Limonaria
(Cymbopogon citratus)

Dosi Ti q Ensayos
Estado .OS'.S, lempo ’e Identificacion
Fenologico rad|a0|02n ada_ptacmn de extractos 1 3 Promedio
(Wh.m™) | (minutos)
5 q 0 0 Control (CA) | 0,4961 | 0,4897 | 0,4972 | 0,4943 £0,0033
‘igtr‘t’e € 0.05 15 AA 04121 | 04016 | 0,4136 | 0,4091 +0,0053
’ 30 AB 0,3984 | 0,395 | 0,3798 | 0,3911 +0,0081
17 dias 0 0 Control (CB) | 0,3828 | 0,3889 | 0,3833 | 0,3850 +0,0028
después de 15 BA 0,4605 | 0,4597 | 0,4607 | 0,4603 +0,0004
unto de
P corte 0,05 30 BB 0,403 | 0,401 | 0,4035 | 0,4025 +0,0011

Actividad antioxidante: Método DPPH

e Datos curva de calibracién Trolox para método DPPH

Concentracion

Absorbancia

No. Tubos (mg/mL) (517nm)
1 0 0
2 0,004 0,0003
3 0,006 0,00038
4 0,008 0,00046
5 0,012 0,000612
6 0,017 0,00083
7 0,022 0,00105
8 0,028 0,00128




e Curva de calibracion de Trolox para método DPPH
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Curva de calibracion Trolox para

Método DPPH

0,0014
€ 0,0012 -

R? =0,9908

0,001
0,0008

0,0006
0,0004

/

0,0002

e

Absorbancia a 517

(O 2
0

0,005

0,01

0,015

0,02

Concentraciéon (mg/mL)

0,025

0,03

e Resultados de absorbancia método DPPH para extractos analisis de Limonaria
(Cymbopogon ciratus)

Estado D.OS'.S, Tlempo_(;e Identificacion Ensayos .
Fenoldgico rad|a0|92n ada_ptacmn de extractos 1 , 3 Promedio
(Wh.m™) | (minutos)
Punto d 0 0 Control (CA) | 0,1294 |0,1502 | 0,1423 | 0,1406 +0,0086
‘gr‘iee 0.05 15 AA 01176 |0,1098 |0,1116 | 0,1130 +0,0033
' 30 AB 0,1236 | 0,0898 | 0,1067 | 0,1067 +0,0138
17 dias 0 0 Control (CB) | 0,1102 |0,0805 | 0,0978 | 0,0962 +0,0122
después de 15 BA 0,1253 | 0,1622 | 0,1395 | 0,1423 +0,0152
unto de
pcorte 0,05 30 BB 0,1433 | 0,1672 | 0,1486 | 0,1530 +0,0102

Absorbancia blanco

|

0,355| 0,355| 0,355]

0,3550
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Actividad antioxidante: Método ABTS

e Datos curva de calibracion Trolox para método ABTS

Curva de calibracion Trolox para
ABTS
No. |Concentracion | Absorbancia
Tubo (mg/mL) (734nm)

1 0 0
2 0,02 0,0174
3 0,04 0,0283
4 0,06 0,0372
5 0,08 0,0452
6 0,12 0,0675
7 0,16 0,0831
8 0,2 0,1009

e Curva de calibracion de Trolox para método ABTS

Absorbancia a 734 nm

Curva de Calibracidon Trolox para método
ABTS
0,12
0,1 y=0,4865x+0,0061 =
008 R2=0,9918
0,06 / /
0,04 /
0,02 1= =
0 ‘ T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentraciéon (mg/mL)




e Resultados de absorbancia método ABTS para extractos analisis de Limonaria

(Cymbopogon citratus)
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Estado I(Zj)_os[sl Tollempo_qle Identificacion Ensayos di
Fenologico ra |aC|02n adaptacion de extractos 1 2 3 Promedio
(Wh.m™) | (minutos)
5 r 0 0 Control (CA) | 0,059 | 0,0592 | 0,059 |0,0591 +0,0001
‘igtr‘t’e € 0.05 15 AA 0058 | 00582 | 0058 |0,0581 +0,0001
: 30 AB 0,0555 | 0,0541 | 0,055 | 0,0549 +0,0006
17 dias 0 0 Control (CB) | 0,0535 | 0,052 | 0,0512 |0,0522 +0,0010
después de 15 BA 0,0675 | 0,0648 | 0,0665 | 0,0663 +0,0011
nto de
p‘éorte 0,05 30 BB 0,0508 | 0,0558 | 0,0522 | 0,0529 +0,0021
Absorbancia blanco | 0,706 | 0,706 | 0,706 |  0,7060
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E.Anexo E: Cromatografia de gases acoplada a
espectrometro de masas

Extracto control de limonaria en punto de corte

Universidad de Ciencias Aplicadas y Arbiesntales -
UOCA
Facultad de Ciencias Ambisntales
Eeporte de resultades cualitatiwvos

Data Fila: CORTROLPE

Griginal Data Path: Crh\EealiburhDatasODCAWZOD1THJULICAVARIOS
Sample ID: ControlPo

Oparatog: ITS

Rogqulsiticon Date: 0407717 He29:31 AM

Instrument HMethaodi TiwXoalibur'uwmethods LIMOIEARIA, neth

LIBMOHARTA. math

Initial_ Temperatuce;40°C
Final_Temporature: 24070

AT AU minc!

ho instrument: hitachi m-80b

Re: inpteuadmnt EVpac: al-b

B mass_spectromebry: ms_type ns

R mase_spackrometry: ion_mode positive

R maps spsctromebey: ionization enesgy T0 e

= 1o

Relatie aburcance

L ] 11 LE 21

\
Torma [rming

RT FEAE ARER AFER %
G, 4% ZT4TEZ4,53 14,50
1,45 TA592, 146 B, dZ
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Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
OOca
Facultad de Cimncia=s Ambis=ntales
REeporte de resultades coalitatiwos

a,10 ZL9E25, 06

8,23 ZB425,77
10,31 TO184, 90
14,40 47376,24
14, 86 28%30,92
10,89 ZTEST2, 56
11,38 33T319,145
13,70 E2TRI0G, 29
14,18 1246943,82
14, 7% TRET492, 24
14,8% 49271, 34
16,3% 66326,80
18, E7 TA%92, 14
16,75 20845, 57
17,54 EE3ZE, 80
17,86 41491,113
19,4% 34110,33
23,34 FEFLL, AT

Universidad de Ciencias Aplicadas y hebisntales -
UDCA
Fapultad de Cienciss Ambi=ntales
Feporte de resultados cualitativos
RI FEAK ARER

Haral 14,74 TORT4492, 236

Universidad de Ciencias Aplicadas y hsbientales -
IIDCA
Facultad de Ciencias Ambientales
Reporte de resultades cualitativos
BT FERK AREA

Garaniol 13,698 278305, 188

l:l- ofifi= ﬁhi‘.\-?-—e-&?m;-::TﬁL e i e T 3

L

CHEHAME: GERAMTOL

CHINMME! KERAL : CHSHAME! {E]-13, 7-DIMETHYL-Z, &-OCTADIER-1-OL
CHSMAME: (T)-3,7-DIMETHYL-2, 6-OCTADIENAL CHACOMPOOKE CLASS: K/A
CHECOMPOOND CLASE: HiA CHEFORMULA: CLOHLED

CHFORMULA: CLOH160
CHSERACT MASH: 15212012

CHEEMILES: OeOCaC (C)C00RE (CHE

CHFIUEACE InChI=15/C10HLED/21-302] N=d-=1013p T-8-11/h, 1-BH, 4, 542, 1-
Mplh=T=

CHYEKACT _Mh 2135

CHESMILES: ONTeC{C]Si=C(T)e

CHEIUPAC: InChI=18/C10HLAO/21-942) b=d-€~10(3p7-8~11/hb,7,11H,4, 6, BHI, 1-
IB1/b10-T+

CASLINE: ChE 106-26-3 CHILINE; CAS 106-24-1

ACSMASS SFECTRONETEY: N5 TIPE M§ ACSHASE_SFECTROHETRY1 HE_TYFE HE

ACHMASS SPECTROMETRY: 0N WODE FOSITIVE ACSNRSS SPECTRUNETRY: 10N MODE POSITIVE

ACSMASE SFECTROMETEY: IONIZATION ENERGY 20 &V KCEMASS_SPECTROWETRY: IONIZATION_ENERGY 20 &V
MSGFOCDSED_IOH: IoH_TYPE [M]+4 HESFUCISED [OH: [ON TYRE [M]+*

PRESPLASH: mplashl0=014i=0100000000=F1553n4536404hFhcdfd FR$SPLASH! =plashl0-0141-3100000000-124a%2elodebdalakis

FHAHIN_FEAK: 14 PRANUM_PEAK: 12



Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambisntales -
L0}
Farultad de Ciencias Ambisntales
Reporte de resultades cualitatiwos

Universidad de Ciencias Aplicadas v Ambientales -
Uoca
Facultad de Ciencias Ambisntales
Feporte de resultados coalitativos

RT FEAE RAREM RT PEAKE AREAR
f-myrcane &,493 2147824, 52 18,5 Garanial 14,177 1246543, 821
s T

CHINAME: GERANIAL
CHEMAME: {E]-3,7-DIMETHYL-1, &-0CTADIEHAL

CHSHAME! BETA-MYRCENE CRSCOMPOUNE_CLASED Hid

CHSNAME; 1=METHYL-3-METHYLENE=1, 6-CCTADIENE CHPORMULA: 101D

CRICOHPOURD CLASS: W/R CHEEXACT MASE: 152.1201%

CHSFORMULA: CLOHLE CHSSMILES) D=0C=C(C)COO=CInHE

CHSENACT_MASS: 136.12520 CHSTURAG: InchI=lS/C10NLG0/c1=9(2) S=d=6ul0 (3} T=B=11/h5, V=8N, 4, 6HZ, 1=
CRIZMILES : CaE (=] COO=CICI G IHI/B10-T+

CHSIUBAC: InChIs1S/CI0HLE/c1-5-10{4) B-6-T-3421 3/h, TH, 1, §, 6, 8H2, 2-3K3 CHSLINK) ChE 141-27-%

ACHMASS SPECTRONETRY: NS TYPE M8 C5MEE_SPECTROMETRY: MS_TYEE MS

ACSMASE SFECTROWETRY: TON_MODE FOSITIVE ACFHASS_SPECTROMETRY: ION_PODE POSITIVE

ACSMASS SFECTRGMETEY: IUNIZATION ENERSY T ev ACSMASS SPECTROMETRY: 10NTZATION ENERGY 10 eV
MSSFOCUSED_ION! ICH_TYFE [M]+* MESFOCUSED ICH! IOH_TYEE [M]+*

PRAZFLASA: aplashl0=0006-9000000000=07802 Te5db5kadealald FEASFLASH: splashl0-0l41-5100000000-dedfdfid2t2dqcaiadis
PHSHUM EEAK: 36 BESHUM_FEAK: 11

Univarsidad de Ciencias Aplicadas y Arbisntales -
oca
Fapultad de Ciencias Ambisnkales
Feporte de resultados cualitativos
RT FEAK RRER

1.4 Cingole 10, 8% 274572, BEAR

Univarsidad de Ciencias Aplicadas y Asbisntales -
OCa
Farultad de Ciencias Ambientales
Reporte de resultades cualitatiwos
RT FEAK KREA

Dipantene 11,178 331318, 19%2 1,78

-iﬂ':- -.|i_]:7- -i+|—--?'

GHSNANE: LIMGHENE GHENANE: 1, §=CINERLE

CHEMAME: PRRA-MENTHA=1,E=0IEHE CHSHAME! 1,3, 3-TRIHETHYL-Z-0MABICYCLD12.2, 2] 0CTARE
CHSCOMPOUKE_CLASE! MR CHYCOMPOURD CLASET N/A

CHYFORMULA: CL0HLf CHYFORMULA: ¢ 10H1R0

CHSEKACT MAZ3: 136.12520
CHSEMILES! OTIC1)=CH [K]1C04[H] | {C13Cic)=C
CHYIUPAG: InGhI=LSAC10H16 c1-R 12} 10-6-4-50(3] 5-7-10/h4, 100, 1, 5=THE, &=

CHEEXRCT MASH: 154.13577
CHYSMILEST W/

3H3FL10- /01 CHYTURAG: Wik

ACHMASS SPECTROMETRY: M5 _TEPE MS HCMASE_SFECTROMETRY: ME_TYFE ME

ACHMASE_SPECTROMETRY: 10N WOOE POSITIVE ACAWASS SPECTRONETRY: 10N MODE PORITIVE
ACSMASE_SEECTROMETRY: IONIZATION ENERGY T0 eV KHCGHASS SPECTROMETRY: IONIZATION ENERCY T0 oV
MSSFOCUSED ToH: To0 TYDE [M]r+ HSSFOCUSED_[OH: TOH_TYRE [W]e+

BASELAGH: eploshl0-0173-100000000-239936£305c0242a7000 FRSSFLASHT =plashlf-0be-S200000000-Shlbdbbedbibbdedsdt
BESHUM_FEAK: 43

PRANIMN_FRAK: 35



Univarsidad de Ciencias Aplicadas y Ambisntales -
IDCA

Facultad de Ciencias Ambientales
Feporte de resultados cualitativos
FEAK ARER

RT

Linalaal

49,104

219825, 9624

|Jﬂ.Ju e [ L.

CHSHAME! LIMALOOL
GHSHANE: 3, T=DINETHYL=1, f=0CTROIEN=3=0L
CRECOMPOONE CLASE: WA
CHYFORMULA: C1O0H1ED

CHIEXACT MARS: 154.13577
CHESMILES: O (O} =C00C{C) (0) Cal

CHSIUPACT InChI=1S/CI0HLA0/a1-5-10 (4,1108-6-7-9 12} 3/08, 7,118, 1, 6, 062, 2-

4H1

RCSTRSTRUMENT TYFE: EI-B
hl_:ﬁlh’.ﬂ:s_..‘jﬂl_,'rﬁﬂﬂf.‘l’ﬁ'l': N:S_T'I'PE HS
RCEMASE ZPECTROMETEY: ION_MIDE FOEITIVE

RCSMRSS_SFECTROMETEY: ICNIZATION ENERGY T0 ev

MSEFOCOSED ICH: ICH TYPE [H]+*

PRISPLASH: aplash]l0=00fz=000000000=feéd2asi70:TI2analde
BEGHIM_FEAK: 37

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -

onca
Facultad de Ciencias Ambisntales
Eeporte de resultades cualitativeos

Minor comppounds (RREA R<l)

=8 ) o el
Fimars

Femchone

Alphs oaRproTeEsd
i ~ ] e e
Carpophyl Lle=s

3 - B e
Caryophyllezs cxids
EuCa e
F-TrideranoEs
Herolic acid
[
Citroamllal

HmEthone

KT FERE MIER RIER &
1,744 IR, 4E7E 0g48
1,444 TA%53, 19AE m,4

1B, 8TL TISE2, 13HE 0,42

18,312 116, 1k .37

18, 387 5126, TR 0,15

17,543 SEX14, 195 0,35

14, BET 432TL, 3364 325

10, 364 47378, 288 0,23
17,04 41581, 1308 g2

18, 484 3114, BI53 .18

1,43 218, I 8,17
LA 28425,77] .15

10, 558 M, TLIE o.14

16, 744 HIAAS, GG .11

| 140
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Extracto de limonaria en estado fenolégico punto de corte irradiado a 0,05 Wh.m?y tiempo

de adaptacion 30 minutos

Uniwversidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
DDCA
Facultad de Cienclas Amblentales
Reporte de resultades cuvalitativas

fata File: CONTROLPC

Original Data Fath! CriXeallborhDatasODZAYIILTWJIUOLIOYVARICGE
Sample ID: IR 20 0OPC 3011)

dperatar: ITG

Aogquimiticn Deke; 04/090°17 5;15:17 PM

Instrument Mathod: C:i¥caliburymethods'LIMOHARTA neth

LIMDBMARLA .mekhi:

In1:1g'l_'r|:np-_r.e|1:ur\q:l'-ll'§l'c

Final Temperaturs:240°C

Slope: B*C mip-!

Ao lnstrumant: hitachl m-20b

Ao instrument_type: ai-b

AC Mass SpRcCramalEy: Me_LYypa Fo

Ao mass_spactrametry: ion_mode positive

he mass spactramatey: lonbzaclen_enargy 70 &

Relabyve abunctance
i
(%]
=

]
1

4 E 11 L% LE

Tima |min]

EL FEAK AHER HREA %
14,73 57R3E06, 873 a0, 52
13, 698 5249292, 378 T, T
T -k A8V E, 217 11,31
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Uniwersidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
VOCA
Facultad de Cienclas Amblentales
REE}C‘III’.E de resultades cualitativas

14,177 1246393, 821
15,748 EEIET, 0D
L6, 387 SAT965, 934
LT, 5432 452713, 164
10,556 337360, 704
17, B8 10059, V66
15,671 322158,734
L0, 8524 278572,5558
19, 4EE 2179341, 4911
T, 449 123285, 2428 1,02
22,33 183019, 94854 0,97
11,376 179344,7288 Q.32
9,226 117493, 1868 0,82
14, EET 1061322, 8784 0,4
9,104 %9752, 57 a,5
T, T34 SI%ED, ART2 0,42
10,312 0116, #14 2,37
10, 396 E0E41, Ea48 0,32

Uniwversidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UDCA
Facultad da Cienclas Rmblentales
Reporte de resyltades coalitatives
RT FEAE AREA
Heral 14,79 5783694, 8728 30,82

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UCA
Facultad de Clenclas Amblentales
Reporte de resultades cualitativos
T FEAK ARER
ieraniol 13, E9H 5245282, 974

ottt il e oo s o

i
CHSKAME: GERANIOL
CHSRRME: HERRL CHSKAKME: {E]=3, T=DIMETHYL=2, f=CCTADIEN=1-0L
CHSBKMEL {81 -3, T-DIHETHEL-2, 6-CCTADTENAL CHSCOMEOUND_CLASS: /A
CHECOMPOAINE: 'Cuﬂf /A CHAFORMILA; CLOM14D
CHEFORMULA: CLIELE0 CHFEXACT_MAS: 154,13577
éuggﬁésm?&lgflérgg_l?_ . CHSSMILES: DOC=C(C)EEC=Cilin
¢ DO e CHETUBAC: InChI=13/C10HLAD/c1-9 2| G-4-6-1043) T-8-11/05, 7, 11K, 4,6, 862, 1-
GHSTUFAL: 1n¢h1=15/CLONL60/G1-0 121 54610631 T=B=11 (h5y T- B, 4, 62, 1- WL 0-7 o o e
3H3/10-7- CHSLINK: CAS 106=24-1
CHELINK: ChS L06-26-3 o
BESMASS_SPECTROHETRT: M5 _TYPE M5 ACHENES_SVRCIRNRYRT: ME_VITE: W8
BCSMASS SPECTRCHETRY: 10 MODE PRSITIVE RE4RNGE_SFICTRMESHT) ION WIDE KEITIVE
BCSMASS_SFECTRCHETRY: IONIZATICH ENERGY 20 &V hCSKARS SRECTROMETRY: 1ONIZATICH EWERCY 20 oV
NE$FOCISED 1081 0N TTEE ()4 W3SFOCUSED [oH: TOM TECE M)+
PESEPLASH: eplashli-01ai-5100000000-£155deqb)fa2dbt doddd PESSPLAZH: azlashl0-0141-9100000000~-124ad2e3e3elde154006

PESHIM_PEAK: L4 PRSWUM_FEAK: 12



Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambisntales -
oCH
Facultad de Cienclas Emblentales
Reporte de resultades coalitatives

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UECH
Facultad de Cienclas Anblentales
Reporte de resultades cualitativos

AT PEAK AREX RT PEAE AREA
f-nyrcene 6,492 2959006, 2114 Geranial 14,177 1246943, 8212
’ s ’
Sk W

CHEHAHE: CERAHIAL

CHENANE: BEYA-MYACENE CHSKRME: {E)-3, 1-DIMETHEL-2, §-SCTADIENAL

CHSWAME: 7-METHYL~1-METEYLENE-1, 6-CCTADIERE CHECOMPOUND C1A28: H/A

CHSCOMPOUND CLASS: N/A CHSFORMULA: CLIE160

CHSPORNULAY CLOELE CHSEXACT_MASS: 16%,1201%

CHSEXACT MASS: 13612520 CHSEMILES: D=COmCCIC00C IC1C

CHSENILES: Ce0C(a0)00CSC(C)C CHSTURAC: InChImlS/C10HLED/c1=A 2] S=d=6=10{3) T=8=11/h5, T=BH, 4, 6H2, 1=
CHSTUPAC: InChI=15/CIONL6/cl310 (418-6=7-912) 3/h5, T, 1,4, 6,802, 2-303 10T+

CHELIKK: ChE 141-27-5

ACSWASS_SPECTROMETRY : 165 TYPK %5
ACSWASS_SPECTROMETRY: 10N MODE POSITIVE GoME STECTRIMETRY: MITYOR M3

eMnEs 4 Py TTTS ot ACFMAZE_SPECTROMETRY: ION _MODE POSITIVE
ACSMASS_SPECTROMETRY: IONIIATION ENEAGY 70 eV R

MESPOCUSED_ION: I0N_TYPE [M}4* NSSEOCUSED_LON: T0_TERE (8]0

PKSSELASH: aplashil-000€-3000000000-07842%cdbibadEdtel? PRSSPLASH: =plazhli=0141=5100000000-dc4 48342 F1ddontaddt
PEENIM_EERK: 36 PHSHUM_FEAK: 13

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambiesntales -
UDCA

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
URCA
Facultad de Cienclas Apblentales Facultad de Clenclae Amblentales
Reporte de resultades cualitatives s Reporte de resultades coalitatives
RT FEAK AREA ARES § T FEAK AREA AREA ¥
Henthoni 1€, 148 EE12ET, 48 35 f-ELlenene 16,487 87065, 444 31

_--nni---:-_rcl’l-_ |T- o

CHYBRHEL MENTHOHE

CHERKME ; PRRK=MENTHAN=1=0HE CHEMRME: BETA-ELEMENE

CHSCOMECUNE_CLASS: H/A CHSTUMPOUNE LRSS N/A

CHEFURNULA: CLORLEG CHSFORMULA: CLAEZ4

CHEEXACT MASS: 154.13577 CHYERRCT MASS: 204,10700

CHYSMILES: HA CHEEMILES: CalT{CI(C1IC| (BTN {242y =CI LTy R D (=01

CHEIUEAC: H/h CHSTUEAC; InchI=15/C13HI4/c1-T-L5 161 9-0-13¢11 (2p3010-14 (L5112 (43 5/RT, 13-

14H,1-2,4,8-10H2, 3, 5-6H3/11 3= 14+, 1 5-/ml /5l
ACHMAES_SFECTROMETRY: MS TYFE M3

KCSMASS SFECTROMETRY: ION_MODE FOSITIVE ACOMRES SPECTROMETRY: M3 TYPE MB

KCFMAES_SPECTROMETRY: IONIZATICH_EKERDY M0 &V KCSMRES_SFECTROMETRY: ION_MODE FOSITIVE

HSGPOCTUSED_TOM: ION_TYFE [M]+* MESEQCUSED IOH: ION_TYEE [M]+*

PESSPLASH: aplashl0-D00€-3100000000-43f38 3538300808313 PESEPLASHT mplashli-(055F-2300000000-0209ckde ) Sfatbde ke

PRSWIM FERE: 51 PESHOM FEAK: 105



Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
RCA
Facultad de Cienclas Emblentalas
Reporte de resultades cualitatives

AT PEAK AEA AREA 3

Linonene 17,543 492713, 64 ;4

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
URCA
Facultad de Cienclas Emblentales
Reporte de resultados cualitativos

ET PERE AREA ARER %

Citronellal 10,558 397380, 794 2,1

I ".IIF _'i‘.*r-”ﬂ'

CHSKAMED LIMONENE

GHEKRME : PRRA=MENTHA=], Z=0IENE

CHFCOMPOUND_CLASS: /A

CHSFORNITLA: CLOR1E

CHSEXAT MAZS: 136,12320

CHESMILES: B0 1C1Yme | [HTICEETHTT IG1IE (2T =

CHSIUBAC! InChI=15/CLOHLG/oL-8(2) 10-E-4-9 (3} 5-7-10/0d, 10K, 1, 5=THZ, 2-
33 e10=iml/nl

BCSHASS_SFECTROMETRY: MG TIFE M5
ACEMAZS_SEECTROMETRY: 10N MODE BOSITIVE
BCSMASS_SFECTEOHETRY: I0NIZATICH ENERGY 70 eV
HESFOCUSED_LON: I0N_TYEE [M)+*

PR$SELASH: mplashll-0173-3100000000-2398281205ch42a0]0s
PESRIM_FEAK: 43

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UDCA
Facultad de Ciencias Amblentales
Reporte de resultados cualitativos

kT PEAK AREA AREA %

Canphor 17,86 360089, 766 1,9

CHEPAMED CAMPHOR

CHENAME: 2DXOBORNANE

CHSCOMPOUND_CLASS: N/A

CHOFORNDLA: ClOHIEG

CHEEXACT_MASS: 152.12012

CHESNILES: D=C(C1ICIC) (C21CICI (C)CLCRH

CHEIUBAC! InChI=18/C1OHLIE0/c1-9(2)7-4-5-1043,3)18(11)&~2/hTH, 4-6H2,1-343

ACSMAES SPECTROMETRY: MS TYPE MS

ACYMAES SPECTROMETRY; IOK MODE POSITIVE
ACSMASS SPECTROMETRY: IONIZATION ENERGY 70 oV

HESEOCUSED_LON: 10N TYFS ()40

PESSPLASH: splashl0-05mn-3100000000-116as955ad25%0E9484%
PRINUM_PEAX: 14

CHSRAME: CITRONELLAL

CHERRME; 3, T=DIMETHY L= f=CCTENAL

CHSCOMPOURD CLASA: H/A

CHEFORMILA; GL0R1AG

CHSEXACT MAZ3: L54,13377

CHSSMILES: D=CECIC)CNC=CITIC

CHEIUBAC: 1nChIalS/C10HLBO0 018 |2] G=d=6=10 {31 7-8=11 /5, B, 10H, 4, 6=7HZ, 1=
33

ACEMAES SFECTROMETRY: M5 _TYFE MG

HCEMRES SRECTROMETRY: TON_MODE POSITIVE
RCEMAES SFECTROMETRY: IONIZATION_ERERGY 10 &V
MESFOCUSED IO ION_TYFE [M)+*

PESEPLAEHT splashli-0ku-3100000000-95k4 30330888 deddal2
PESHUM_PEAK: 51

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UCCA
Facultad de Ciencias Amblentales
Reparte de resultades cualitativos

RT PERK AREA ARER %

Fanchang 18,671 322158, T3 1,7

[ = - ™

!_ﬂj_zui‘dl —

CHSRAME! FERCKOME

GHERAKE: 1,3, 3=TRIMETHYLBECHSLG 12,2, 1 HEPTAN=2 =(KE

CHSCOMPOURD CLASS: /A

CHSPORMDLA: L 0R] &S

CHEEXACT_MRES: LAZ, 12012

CHESMILES: DeCICIE) (6] 11 I6] (GR ISRt

CHSIURAC: InChIal3/C10HLE0/21-9 |2] 7-4-5-10 {3, 6=7) 8 {9) 11/h7H, 4-EHE, 1-3H3

KCFHRES SFECTROMETRY: MS TYPFE M2

KCSMASS SFECTROMETRE: 10N _MODE FOSITIVE
HCEHRES_SPECTROMETRY! IONIEATION_ENERGY 70 eV
HESPOCUSED TOM: ION_TYFE [M)+e

PESSPLASH: splashl0-0011-3000000000-35548 fbac252l818]1 0%
PRSWIM_FEAK: 30



Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UDCA
Facultad de Ciencias Amblentales Facultad de Clencias Anblantales
Reporte de resultados cualitativos v Reporte de resultades cualitativos
RT PEAK KREA AREA % BT PEAK AREA HRER ¥
1,8 Cineole 10,854 270572, 5558 1,47 2-rridecancne 16, q84 217930, 911 1,14

Uniwersidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
TUDCA

)

., B % -41-:&---&--: 2t f e oae om

CHSHAME: 1,3-CINEOLE CHSHRME! 2-TRIDECANONE
CHSAMEL 1,3, 3-TRINETHYL-2-OKABICYCLO (2.2, 2} OCTANE CHACOPOUNE_GLASS: N/A

CHSCOMPOUND, CLASS: M/A CHSPORNULA! C1 35260

CHSFORNULAL 0 CHSEXACT WASS: 198, 19337

CHSEXACT MASS: 154, CHSEMILES: DODOCCCCONOC (T)=0

CHSENILES: /A EHETUPAL Tnchi=l5(C13H260/c]=3=d=GeF=T=R=Re10=11=12=13 (7)1 4/h3=12H2, 1=
CHSTUPAC: M/A 2H3

AESHASS SERCTROMETIY: MS TYPE WS KCFMAES_SPECTROMETRY ! MS_TYPE M

ACSUAES_SPECTROMETRY! ION_MODE POSITIVE BCSMASS_SPECTROMETRE: 10N MODE BOSITIVE

ACSURES SPECTRCMETRY: TONTZATION ENERGY 70 oV KCHMAZS_SPECTROMETRY! IONTEATION ENERDY 70 o¥

NSSPOCUSRO_[ON: 10N TYPE (M}4* HESPOCUSED_TON: ION_TYEE [H]+*

PRSSPLASH: =mlashl 0-D00%-52000000003hibdbe2bdbbieisdtd PEOSPLASH: splashli-Dadl-3000000000-127d8cbcthlateeal2ar

PHSNUM_PEAK: 59 ENSITIN_FERK: 17

Uniwersidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
URCA

Universidad de Ciencias Aplicadas y Anbientales -

Facultad de Cienclas Amblentales | ek
Reporte de resultades cualitatives -
i1 PEA ARER ARERS Facultad de Clenclas Anblentales

Frene s [RERIE e Reporte de reeyltados cualitativos

Hinor conpounds (AREA Y¢1)

It YRR KU AR A

erole wld um LA W
CHSBAMEL ALEHA-PINENE Partes L1314 VTA3A, T I
CHERRME: 2,6, 6= TREMETHYLBECYCLO 1. 1. 1| HEFT=3BHE
CHECOMPOUNE_CLAGS: H/A Canphona b A4, 08 AN
CHERORNDLA: CLIALE
CHSEXACT MASS: 136,12320 i v i )
CHSSHILER: D3 =CRIG IGLICICH 611621 Ho wniaralahyde hn HRA W 0
CHSTURAC: InCRI=15/CLOHLA/iT=4=5m5-63(T) 10 (8,2 3714, E~8H, 3-5H2, 1343
CHSLIRK: CAS §0-56-5 bl ool NN N Iyd
KCSMASS_SPECTROMETRY: MS_TYPE M5 . '
KCSMAES SPECTROMETRY: 10W BODE POSITIVE elelowy hN g, e
KCSMAGS_SPECTROMETRY: IONIEATIGN ENERGY 70 sV \ at

FOMWA [l LR Il
NESFOCUSED 10N: 10N _TYFE (i]+*

Caryeptydlon cxide 10,8 AL, A8 e

PESHIM_FEAK: 28
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Extracto control de limonaria en estado fenoldgico 17 dias después de punto de corte

Universidad de= Ciencias Apliceda=s y Ambientales -
UDCh
Facultad de Ciencias hmbientales
Feporte de resoltados coalitativos

Bata File: CONTROLSS

Original Data Pathr CovdeocallbucsData \ODCAYZ01Y WIUOLIONYRRIDS
Sampla ID: ControlZDDPS

Operator: ITJ

Acqul=iticon Date: TES09/17 Fe3TI17T AM

Ingtrumant Mathod: C:hvdcalibagyvmathads', LIMOHARLA . math

LTECHERA TR bz

Inlclal_Temparacure: 4070
Fimal_Temparacura:24de

Slopa: *C min?

Ac instrumant: hlitachl m-20b

&G instrument types: ei=h

AC mass_SpECLICMELIY! IS TYPe NS

A magsd apactrosabry: lon_ncda poaitivae

Ac masea_ppectrometry; lonization_snergy ¥ ew

Aolative sbyndercs
g

Tirma {mis)

RT FEAK AEER ARER %
&40 3EEP484, 41 17,20
71,45 117483, 1% o, 62
7.73 S0962,47 .08
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Universidad de Ciencias Ahplicada=s y Ambientales -
UDCA
Facultad de Ciencias fmbientales
Reporte de resultados coalitatiwvos

4,10 ZB2A62, 66
5,23 33215,87
10,31 116,30
10,40 E0G41, 64
10,56 26530, 72
10,88 2TR572, 56
11,38 3193149, 15%
13,70 &011193,04
14,14 1246043, 82
14,78 6784284, 01
14,88 49271, 34
16,138 BEA26, 8D
16, ET 24752, 57
17,54 EEI26, 80
17,86 41681,13
19,48 34119,93

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UDCh
Facultad de Ciencias hmbientales
Reporte de resultados cualitativos
ET FEAE ARER
Heral 14,78 E709284,012

| I S e

CHEHAME: HERARL

CHSNMMEZ |E1-3, 7-DIMETHYL~2, 6-OCTADIERAL

CHECOMPOUME_CLASS: H/K

CHEFURMOLA: CLONI6D

CHFEXACT _MRES! 132.12012

CHESHILES: Om{0=(Ch O00=C {010

CHEIVEAC: InChI=15/CLOHLGOS o1-802)5-4-6-10 131 ¥-0-11/h5, T-0H, 4, 642, 1-
3H3/b10-7-

CHELIME: ChS 106=-26-3

ACEMASE_BFECTROMETEY: MS TYPE ME

ACEMASGS SPECTRCMICTRY: ION_MOOE POSITIVE
ACSMASE _GFECTROMETRY:! IOHIEATION_EMERGY 20 eV
HSEFDCUSED_IOW: TOH_TYPE [M]4*

PRESPLASH: aplaakl@-0148-5100000000-f1553ad45364 24dbi5ad 64
FESHIM_FEAK: 14




Universidad de Ciencias Aplicedas y Ambientales -
UDCA
Facultad de Ciencias Ambientales
Reporte de resultados coalitativos

Universidad de Ciencias hplicadas y Ambientales -
UbCK
Facultad de Ciencias hmbientales
Reporte de resultados cualitativos

ET PERE RREA FT FERE ARER
Geranial 13,450 011103, 0408 i [i-myroene fi,453 3259400, 408
- v
= —I‘ w = .Y |
o b ol el b T
" L] L L] L] L] " L] ] ir le L] "
CHEMANE: GERAKIGOL -
CHIHMHET 1E1-3,7-CIMETHYL~Z, b-0CTADIER-1-0L
CHECOMPOUND: CLASS: H/R CHYHRME: BETA-HYRTENE
CHEFDRMOLA: C10N1AD CHFHAME: T-METHYL-2-METHYLEKE-1, &-0OCTADIERE
CHREMACT_MAES: 134.13277 CHACOMETIUND CLRSS: B/h
CHESHILES: OO0 |0 CC0eCiC)C CHEFURMULSA: CLUHLG
CHEIDPAC: InChI=i5/C10HLAD/c1-902)5=a=6-10 191 7-B-11/h5, 7, 11K, 4, 6, 602, 1- CHEEXACT MRES: 136.12520
3H3/B10-T+ GHESMITES = DmiT: (=) GEGmE (CHE
CHALINE: ChS L0f=24=] CHEIVPACT InChI=lEsClOHLA/Ql=-3=1004h0=0=7=-0020 3 a3, TH, 1, 4. b, 2K, 2-2H)
AOEMASE BPECTROMETRY: ME TYFE B ROEMASS SPECTROMETEY: M5 TYFE HS
ACEMASS SPECTROMETRY: IOM MOOE POSITIVE MCFHASE_BFECTROMETEY! ION_WODE FOSITIVE
ACSMASE_SFECTROMETRY: ICNIZRTION_EMERGY 20 eV ACEMASS SPECTROMETRY: IONIZATION_EMERGY 70 ¥
HSSFTEUSED T0K: 100 TYFE [M]4* MBFFOCUSED [OM: ICW_TYEE [M]+*
PRESPLASH: splaaklO-014L-3100000000- 13 edlaledelda]5abls PEZSFLASH: eplashl0-0004-3000000000-0TR%203db3ha BE91e12

PREHIM_PERK: 12 FREHIM_FEAK: 3B

Universidad de Ciencias hplicadas y Ambientales -
UDCA
Facultad de Ciencias Ambizntales
Reporte de resultados coalitativos

Universidad d= Cienciaz Aplicadas y Ambientales -
UDCh
Facultad de Ciencias Ambientales
Reporte de resultados cualitativos

AT PEAR AREA _ “ DA AR
Geranial 4,177 1246843, 821 6,58 Dipentens 11,378 3318, 1452
P
| & =

| i :
i, , l. '
R i O N | e dbe sleoliifhe

=

&
CHEMAME: GERAKIAL -
CHEWAME!D [E1-1, 7-DIHETHYL~2, 6-DITADIENAL CHAMRBE: LIAOMENR
CHECOMEOUNE: CLASE: /A CHSWAME: PRRA-MENTER-1, B-DIENE
;n}mmr},--.:-p'.” fn CHICOMFOUND CLREE! H/K
. CHEFORMILA: CLOHLE
CHSEXACT MASS! 1%2,12012 -
CHEIURAG: InGhI=t5/C1ONLA0/E1-5 (23 G=4-8-10 31 P-0-11h%, 1-08, 4, 602, 1- * DR4RL)=C([A]ICRO[H]| (CLICI2 i i
WA B10=Ts CHEIRPAS; InChi=lS8/ClONLA/cl=A12] I0=6=d=043)5=T=10/h4, 100, 1,5=Tnd , 2=
CHALINK: CRS 141-27-% W3/ e10-/ndi sl
CHMASS_SPECTROMETRY! ME_TYPE 45 ﬁﬁ;_;:ggmmg ;‘E-ﬁr:?ﬁshgo -
I';W_G:j SFECTROMITTRY ; IOM MDOE POSITIVE e ! [} i
ACSMASE_GFECTROMETRY ! IONIERTION_EMERGY 0 eV MEMARS SPECTRCMETRY: IONIEARTICN_EKERSY 70 ¥
WSSTOCISED_TOR: TOR_TTFE [M]4* MISFOCUSED_IOH: ICH TYPE [M]+*
PEISPLASH: smlagkld-0141-3100000000-ded fdd3a2E244ea5ad33 PRSSPLASH: aplashlf-173-5100000000-2 3952020500 4287008

FESHUM_PERE: 13 FRSHIM_PEAK: 43



Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
UBCh
Facultad de Ciencias Ambientales
Reporte de resultades cualitatives

Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
upca
Facultad de Ciencias hmbientales
Reporte de resultados cualitativos

BT PEAE ARER RY PEAK AREA
Linalool 5,104 102362, 6506 1,44 1,8 cineols 10,994 2708572, 5558
o
1 h. || |J||L|| |.|l|| I“|L I| ikl { [
CHEHAME: LIRALODL

CHEWAME: 3,7-DIMETEYL-1, §-0CTADIEN-3-0L
CHECONPOURD CLRSS: MR CHSNAME; 1, M-CINEOLE

CHSEORMILAT C10H1ED CHENANE: 1,3, 3-TRIMETHYL-Z-COABICYCLO 2.2, 2) OCTANE
CHEEMACT MASE: 1%4.13577 CHICONPOUND CLASS: N/A

GHESHILES: DOACI=CRCR T (D D=E ‘:H‘FURH.'LA:‘"." 0

CHFIUEAC! InCRI=1S/C1O0HLBDc1-5-1044,11) B-6-T-3(2}3/n%, 7,114, 1, 6, BHZ, 2 CHSEXACT MASS: 154.13571

AH3 CNSSMILES: /A

CHSIURACT N/A
MCFIMSTRUMENT_TYPE: EI-B

ACEMALS STECTROMETRY: ME TYPE WG CRMASS SPECTROMETRY: M5 TYFT XS

ACAMASE SPECTROMETRY: 10N MODE FOSITIVE P‘C\'»NASS:SPEC‘TP,C@.E'IE)‘X I'in_NODE FOSITIVE
ACEMASS APECTROMETRY: IONIEATION ENERGY 70 oV ACEMASE SPECTROMETRY: IONIERTION_ENERGY 70 WV
HEFFOCUSED_[OK: I0W_TYEE [M]+* MSSFOCUSED [ON: ION_TYFE [Nj+*

PEESFLASH: aplanhld-008x-3000000000-fef4la i e 712 0eakdn PREEPLASH: 2plashl0-000x-901 vibbeZbAbbas 99df 8

PESHIM_PEAK: 37 PESNON_PEAR: 55

Universidad de Ciencias Aplicadas v ambientales -
IDCA
Facultad de Ciencias Ambientales
Beporte de resultades cualitatiwes

Minor compounds (AREA 3<1)

RT FEARK AREA ARER %
Finene T, 448 117483, 1366 0.6
Fenchane 16,671 94752, 57 0.5
=0 i ne 7,734 50962, 4672 aq,48
Alpha camghorens 19,312 T0116, 9016 0,37
B=Elemana 16,387 66326, 7B a,35
Caryephylléens 17,543 66326, 789 0,35
Caryophyllens axide 10, 396 0641, 6446 a,32
2=Und=canone 14,587 49271, 3364 Q.26
Eucarvana 17,86 41691, 1306 0,22
2=Tridecandane 1%, 488 34110, 9252 a,18
Camphene %, 226 IZ215,8736 q,17

Citronellal 14,5358 26330, 716 Q.14
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Extracto de limonaria en estado fenol6gico 17 dias después de punto de corte irradiado a

0,05 Wh.m™y tiempo de adaptacién 15 minutos

Uniwversidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales -
DDA
Facultad de Cienclas Apblentaleg
REeparte de resultades coalitativos

fata File: CONTROLPC

driginal Data Path! CesXeallborsData'\O0DCAY201TYJULIOYWARICE
Sample TR LR 20 DPC 1)

Oparatar: ITQ

Aoouimiticn Date; 04707517 11:15:22 RH

Ingtrunent Mathed: C:hdcaliburiymathodsS\LIMIHARIA . nmeth
LIMOBMARTE  maskh:

Ir.1:1g'|_'rerlpera1:ur\-e:ill':l'lz

Final Temp=ratur=:40°C

Slopez: 20 nin-!

Ao Instrumant: hitachl m-20b

Ao in=trument_type: ei-b

EC Mass_SpacCralaley! Ma_Lypa Mo

Ao mams_spectrometry: lon_mode positive

e mags_spactrapatey: lonbzatlon_anargy 70 av

1 L
| 1 30
1 an
1
=] 4 &0
=
L)
z
E 1 x
L)
-]
(4
4 a0
|
4 20
1]
S S .- PSS W0 W [N 1N S NSNS NS N
g a i1 15 iE
Tiiria Jimifi]
BT PEAE ARERA HEER %
h, 49 24725665, T2 12,380
745 117493, 19 0,62

TeTd q0962,47 d,42
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Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambisntales -
VA
Facultad de Cienclas Amblentales
Reporte de resultades cualitativos

49,23 1174493,1%9
17,31 TOLLE, P00
10,40 G041, 64
10,339 ZTELTE, 56
11,38 363549, 87
13,70 B067T233,81
14,18 12465943, 7
14,749 5594191,73
14,339 49ZTL, 34
16,33 66326, B0
14,87 44752, 57
17,54 £25511,12
19,49 592,16
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