UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE MARIA ARGUEDAS

RESOLUCION N° 116-2022-CFI-UNAJMA
RESOLUCION DE COORDINACION DE FACULTAD DE INGENIERIA

Andahuaylas, 27 de mayo de 2022

VISTO: La Carta N°013-2022-DUI-JJOC-FI-UNAJMA de fecha 25 de mayo del 2022, el Mtro. Juan José Oré
Cerrén Director de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria
Arguedas, solicita la aprobacién de la designacién del Jurado Evaluador del Proyecto e Informe Final de Tesis del
Bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA QUISPE HUASCO, y;

CONSIDERANDO:

Que, por Ley N° 28372 del 29 de octubre del 2004, se crea la Universidad Nacional José Maria Arguedas,
con sede en la provincia de Andahuaylas, Region Apurimac; y que por Resolucion N° 035-2017-SUNEDU/CD de 02
de octubre del 2017, el Consejo Directivo de la Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria, otorga
la Licencia Institucional a la Universidad Nacional José Maria Arguedas para ofrecer el Servicio Educativo Superior
Universitario;

Que, la Ley Universitaria 30220 en su Articulo Octavo respecto a la autonomia universitaria, establece que:
“El estado reconoce la autonomia universitaria”. La autonomia inherente a las universidades se ejerce de conformidad
a la Constitucion, las leyes y demas normativa aplicable, esta Normativa se manifiesta en los siguientes regimenes:
Normativo, De gobierno, Académico, Administrativo y Econémico;

Que, mediante Carta Multiple N° 020-2014-SG-UNAJMA, de fecha 30 de julio del 2014; la Secretaria General
de la UNAJMA comunica que mediante Acuerdo N° 03 de Sesion Ordinaria de la Comision de Gobierno se AUTORIZA
la emision de RESOLUCIONES DE COORDINACION DE LA FACULTAD estrictamente para asuntos académicos y
deberan remitirse un original a la Secretaria General;

Que, mediante carta N° 236-2016-SG-UNAJMA de fecha 05 de agosto de 2016 el Secretario General de la
UNAJMA, comunica que el Presidente de la Comision Organizadora de la UNAJMA ha dispuesto que las resoluciones
emitidas por la Facultad se deriven a la Vicepresidencia Académica;

Que, el art. 39 incisos a y d del TITULO II, CAPITULO Il del Reglamento General de la UNAJMA,
aprobado mediante Resolucion N° 0130-2016-CO-UNAJMA, establece que “Son funciones de las Facultades: a) dirigir
el desarrollo académico y administrativo de las Escuelas Profesionales y Departamentos Académicos adscritos a esta,
dentro de la normatividad legal, d) administrar el sistema de matricula en coordinacion y apoyo con la oficina
respectiva”;

Que, el art. 65° del CAPITULO IV (DEL JURADO EVALUADOR) del Reglamento General de Grados y
Titulos en la UNAJMA, aprobado con Resolucion N°0255-2021-CO-UNAJMA, de fecha 10 de setiembre de 2021,
establece “La unidad de investigacion de la facultad previa revision del cumplimiento del expediente correspondiente,
convocara a sesion para la designacion del jurado Evaluador del proyecto de tesis, que estara conformado por tres
(03) docentes ordinarios y/o contratados, adscritos al Departamento Académico correspondiente; [...] ”;

Que, mediante Resolucion N°006-2022-CFI-UNAJMA de fecha 06 de enero de 2022 se designa al director
de la Unidad de Investigacién de la Facultad de Ingenieria;

Que, mediante Resolucion N°082-2022-CFI-UNAJMA de fecha 18 de abril de 2022 se designa a los
docentes para conformacién de la Comisién de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria;

Que, con resolucion N° 2465-2020-CFI-UNAJMA de fecha 14 de diciembre del 2020, se aprueba la
designacion de la Mag. Rosa Huaraca Aparco como asesor y la Dra. Maria del Carmen Delgado Laime como Co-
asesora del Proyecto e Informe Final de Tesis con fines de titulacion de la Bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA
QUISPE HUASCO,

Que, con Solicitud sin Numero de fecha 20 de mayo del 2022, el bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA
QUISPE HUASCO presenta su proyecto de tesis virtual y solicita la designacion de Jurados Evaluadores del proyecto
e Informe Final de Tesis;

Que, con Acta N°013-2022-C-UIFI-UNAJMA, de Designacion de asesor, de fecha 25 de mayo del 2022, la
Comisién de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria presidida Mtro. Juan José Oré Cerrén aprueba
designa al Jurado Evaluador del Proyecto e Informe Final de Tesis de acuerdo al siguiente detalle:



UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE MARIA ARGUEDAS

RESOLUCION N° 116-2022-CFI-UNAJMA
RESOLUCION DE COORDINACION DE FACULTAD DE INGENIERIA

“COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE ESENCIAL

Proyecto de Tesis | £ npo| ATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES

fitulado MULTIFLORA KUNTH)"
Tesista Bachiller en Ingenieria Agroindustrial
Asesor Mag. Rosa Huaraca Aparco SILVIA QUISPE HUASCO
Co-Asesor Dra. Maria del Carmen Delgado Laime
Presidente: Dr. Carlos Alberto Ligarda Samanez
Jurado Evaluador | Primer Miembro: MSc. David Choque Quispe

Segundo Miembro: Mg. Betsy Suri Ramos Pacheco

Que, con Carta N° 013-2022-DUI-JJOC-FI-UNAJMA de fecha 25 de mayo del 2022, el Mtro. Juan José Oré
Cerron Director de la Unidad de Investigacién de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria
Arguedas, solicita la aprobacion de la designacién del Jurado Evaluador del Proyecto e Informe Final de Tesis del
Bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA QUISPE HUASCO;

Que, en atencién a la Carta N° 013 -2022-DUI-JJOC-FI-UNAJMA la Dra. Norma Lorena Catacora Flores,
Coordinador de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, dispone a la Secretaria
Académica de la Facultad de Ingenieria proyectar la Resolucion correspondiente, la que se aprueba con cargo a dar
cuenta a la Vicepresidencia Académica;

Por estos considerandos y en uso de las atribuciones conferidas como Coordinador de la Facultad de
Ingenieria, designado mediante Resolucién N° 0127-2022-CO-UNAJMA, de fecha 25 de marzo del 2022;
SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: APROBAR la designacion de los miembros del Jurado Evaluador del Proyecto e
Informe Final de Tesis del Bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA QUISPE HUASCO, de acuerdo al siguiente
detalle:

“COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE ESENCIAL

Proyecto de Tesis | £'npol ATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES

fitulado MULTIFLORA KUNTH)"

Tesista Bachiller en Ingenieria Agroindustrial

Asesor Mag. Rosa Huaraca Aparco SILVIA QUISPE HUASCO
Co-Asesor Dra. Maria del Carmen Delgado Laime

Jurado Evaluador

Presidente: Dr. Carlos Alberto Ligarda Samanez

Primer Miembro: MSc. David Chogue Quispe

Segundo Miembro: Mg. Betsy Suri Ramos Pacheco

ARTICULO SEGUNDO: ENCARGAR a la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la
Universidad Nacional José Maria Arguedas, adopte las acciones correspondientes para el cabal cumplimiento de la

presente resolucién.

ARTICULO TERCERO: REMITIR la presente Resolucion a la Vicepresidencia Académica, Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial, Docente Asesor, Miembros de Jurado Evaluador y al interesado para su
conocimiento y fines pertinentes.
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(Iniversidad Nacional Jost Naria Arguedas

Ydentidad y Exealencia para of Frabajo Productivo y of Desarnollo

Unidad de Investigacion de la Facultad Ingenieria

“Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Andahuaylas, 25 de mayo del 2022
CARTA N° 013-2022-DUI-JJOC-FI-UNAJMA
Sefiora:
Dra. Norma L. Catacora Flores
Coordinadora de la Facultad de Ingenieria
Universidad Nacional José Maria Arguedas
Ciudad.-

ASUNTO: SOLICITO APROBACION MEDIANTE ACTO RESOLUTIVO DE DESIGNACION DE JURADO
EVALUADOR DE PROYECTO DE INVESTIGACION

REFERENCIA: ACTA N2 13-2022-C-UIFI-UNAJMA - RESOLUCION N2 082-2022- CFI- UNAIMA, y
CARTA MULTIPLE N° 111-2022-UNAJMA-VP/ACAD-FI

Tengo a bien dirigirme a usted para expresarle un saludo cordial, y en aplicacion a los articulos 65°,
662 y 672 del CAPITULO IV “Del Jurado Evaluador” del TITULO IIl “De los titulos profesionales” del Reglamento de
Grados y Titulos de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, aprobado con Resolucion N2 0135-2021-CO-
UNAJMA, de fecha 6 de mayo 2021. Solicito la aprobacion mediante acto resolutivo de la designacion de JURADO
EVALUADOR del proyecto de investigacion denominado “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
EL ACEITE ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES MULTIFLORA
KUNTH)”, de acuerdo al siguiente detalle:

JURADO EVALUADOR:
Presidente : Dr. Ligarda Samanez, Carlos
Primer Miembro  : Mg. Choque Quispe,David
Segundo Miembro  : Mg. Ramos Pacheco Betsy Suri

ASESOR : Mg. Huaraca Aparco, Rosa

TESISTA : Bachiller en Ingenieria Agroindustrial, Silvia Quispe Huasco.

TITULO DEL PROYECO DE INVESTIGACION: “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL
ACEITE ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES
MULTIFLORA KUNTH)”

Se adjunta el ACTA N2 013-2022-C-UIFI-UNAIMA - RESOLUCION N2 082-2022- CFI- UNAIMA, de

Fecha 18 de abril del 2022.
Sin otro particular, me suscribo de Ud.

Atentamente,,

Ing. Juan José Oré Cerron
Presidente de la Unidad de
Investigacion de la Facultad de
Ingenieria

C.c
Archivo.



(Iniversidad Nacional Jost Naria Arguedas

Ydentidad y Exealencia para of Frabajo Productivo y of Desarnollo

Unidad de Investigacion de la Facultad Ingenieria

ACTA N2 013-2022-C-UIFI-UNAJMA - RESOLUCION Ne 082-2022- CFI- UNAJMA

DESIGNACION DE JURADO EVALUADOR

Siendo las 11:50 horas del dia 25 de mayo del 2022, en amparo a la RESOLUCION N2 082-2022- CFI-
UNAJMA, de fecha 18 de abril de 2022; que designa a la comision de la unidad de investigacion de la facultad de
ingenieria como presidente al Ing. Juan José Oré Cerron, MSc. David Choque Quispe y Dra. Maria del Carmen
Delgado Laime como miembros; con el propésito de atender la CARTA MULTIPLE N° 111-2022-UNAJMA-
VP/ACAD-FI, de la Coordinacion de la Facultad de Ingenieria, en donde la bachiller, Silvia Quispe Huasco solicita
designacion cambio de Jurado Evaluador del proyecto de investigacion denominado “COMPUESTOS
BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE
VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES MULTIFLORA KUNTH)”. La unidad de investigacion procedid a revisar el
expediente de la Bachiller Silvia Quispe Huasco, con el fin de verificar los requisitos (Solicitud del bachiller,
resolucion de designacion de asesor, declaracion jurada de autenticidad y proyecto de investigacion), segtn los
articulos 65°, 662 y 672 del CAPITULO IV “Del Jurado Evaluador” del TITULO Il “De los titulos profesionales” del
Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, aprobado con Resolucion N2
0135-2021-CO-UNAIMA, de fecha 6 de mayo 2021. Después de evaluar el caso, la Unidad de Investigacion de la
Facultad de Ingenieria declara procedente la solicitud, en tal sentido queda conformada de la siguiente manera:

JURADO EVALUADOR:
Presidente : Dr. Ligarda Samanez, Carlos
Primer Miembro : Mg. Choque Quispe,David
Segundo Miembro : Mg. Ramos Pacheco Betsy Suri

ASESOR
TESISTA

: Mg. Huaraca Aparco, Rosa
: Bachiller en Ingenieria Agroindustrial, Silvia Quispe Huasco.

Siendo las 12:00 horas del mismo dia y afio, se da por finalizada la reunidn y en sefial de conformidad de
los puntos acordados, se procede a firmar la presente acta.

Atentamente,

Ing. Juan José Oré Ceirdn Presidente de la Unidad
de Investigacion de la Facultad de Ingenieria

Dra. Maria del Carmen Delgado Laime
Miembro de la

MSc. David Choque Quispe
Miembro de la

Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria

C.c.
Archivo.

Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria



(Universidad Nacional Jos¢ Maria Arguedas

Odentidad y Excelencia para ol Trabajo Productivo y el Desarrollo

FACULTAD DE INGENIERIA

Andahuaylas, 23 de mayo de 2022

CARTA MULTIPLE N° 111-2021-UNAJMA-VP/ACAD-FI

Sefor:

Mtro. Juan José Ore Cerron

MSc. David Choque Quispe

Dra. Maria del Carmen Delgado Laime

COMISION DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE INGENIERIA

Presente.
ASUNTO: Remito solicitud de Designacién de Jurado Evaluador

REFERENCIA: Solicitud S/N
De mi mayor consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usted, para expresarle un cordial saludo, y a la
vez remitirle la solicitud de designacion de JURADO EVALUADOR del Proyecto e Informe Final de
Tesis denominado “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY
(TAGETES MULTIFLORA KUNTH)” del Bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA QUISPE
HUASCO.

Se adjunta la aprobacion del asesor y la declaracién jurada de autenticidad
(Anexo 33), para que su comisién pueda realizar el cambio correspondiente y remitir a esta
facultad para proceder con la emisién de la resolucion.

Atentamente,
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Local Académico — Escuela Profesional de Ingenieria de Sistemas: Av. José Maria Arguedas S/N — San Jerénimo
Local Académico — Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial: Av. 28 de julio N° 1103 - Talavera
Local Académico — Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental: Av. 28 de julio N° 1103 - Talavera



SOLICITO: Designacién de jurados
SENOR:
COORDINADOR DE LA FACULTAD DE INGENIERIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE MARIA

ARGUEDAS
YO, Silvia Quispe Huasco, Bachiller de la Carrera
Profesional de Ingenieria agroindustrial identificado con
DNI: 44951102. Domiciliado en la Av. Sesquicentenario s/n
Ante Ud. Con el debido respeto me presento y expongo:
Que,

Siendo Bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria agroindustrial ya habiendo
culminado mi proyecto de investigacion de Tesis y con la aprobacion de mi asesor
solicito a usted que me otorgue la Designacién de mis jurados, donde el proyecto lleva por
titulo “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY

(TAGETES MULTIFLORA KUNTH)” para lo cual adjunto a la presente la documentacion

respectiva.

Solicito: A usted acceder a mi solicitud de otorgarme Designacién de jurados.

Adjunto:

1) Aprobacion del asesor
2) Declaracion jurada de autenticidad
3) Proyecto de investigacion de tesis

Andahuaylas, 20 de mayo de 2022

Firma del solicitante
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ANEXO 22

APROBACION DEL ASESOR

Quién suscribe:
Mg. HUARACA APARCO ROSA por la presente:

CERTIFICA,
Que, el Bachiller en Ingenieria de agroindustria, SILVIA QUISPE HUASCO ha

culminado satisfactoriamente el Proyecto de Tesis intitulado: “COMPUESTOS
BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE ESENCIAL E
HIDRATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY
(tagetes multiflora kunth)” para optar el titulo profesional de ingenieria

agroindustrial.

Andahuaylas,19 de mayo del 2022.

Mg. Huaraca Aparco Rosa
Asesor

|

Br. Silvia Quispe Huasco
Tesista
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ANEXO 33

<

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD
SILVIA QUISPE HUASCO

Identificado (a) con DNI N° 44951102 de la Escuela Profesional de Ingemerla
Agroindustrial

Declaro bajo juramento que el Proyecto Titulado: Trabajo de Investigacion.
“COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
ESENCIAL E HIDRATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA
CHIKCHIMPAY (tagetes multiflora kunth)” Es auténtico y no vulnera los derechos
de autor. Ademas, su contenido es de entera responsabilidad del autor (es) del
proyecto, quedando la UNAJMA exenta de toda responsabilidad en caso de atentar
contra la Ley de propiedad intelectual y derechos de autor.

Andahuaylas, 19 de mayo del 2022

Firma

N° DNI: 44951102

E-mail: silviaquispehuasco35@gmail.com
N° Celular: 910176092
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Compuestos bioactivos y actividad antioxidante en el
aceite esencial e hidrolatos extraidos de la especie

vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Situacién problemética
Los aceites esenciales y sus hidrolatos de las especies vegetativas son compuestos

del metabolismo vegetal; la mayoria de ellos son volatiles y son responsables del
aroma de las plantas. Dependiendo de la especie, se calcula que un aceite esencial
puede contener entre 50 a 300 compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los
grupos de hidrocarburos terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres,
compuestos fendlicos, fenilpropanoides, entre otros (Stashenko, 2009). Los aceites
esenciales se definen como mezclas de componentes volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas. Se encuentran muy difundidos en el reino
vegetal, de las 295 familias de plantas, de 60 a 80 producen aceites esenciales
(Marelby, 2012). Las caracteristicas quimicas especificas de los aceites esenciales
varian en funcion de la zona de cultivo y condiciones ambientales (Collura, 1985).
Tienen importancia comercial en la industria de alimentos, farmacéutica, de
sabores/fragancias, cosmética y de productos de aseo. Asimismo, el empleo de
aceites esenciales es una opcién importante para el control de insectos, hongos y
nematodos, como una alternativa al uso de plaguicidas sintéticos (Montoya, 2010).
El chikchimpay es una especie vegetativa que se desarrolla de forma silvestre ya
sea entre los cultivos agricolas y no agricolas en la provincia de Andahuaylas se
utiliza como especias y condimentos de preparaciones de alimentos, sin embargo,
existe la necesidad de realizar una caracterizacion de sus componentes quimicos
tanto en el aceite esencial y sus hidrolatos.

El presente proyecto se plantea con el propésito de caracterizar los componentes

guimicos en el aceite esencial e hidrolatos del chikchimpay.



1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
v' ¢ Cuales son los componentes bioactivos y la actividad antioxidante en el

aceite esencial e hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora
kunth)?

1.2.2. Problema especifico
v' ¢ Cual es el porcentaje del rendimiento de extraccién de aceite esencial e

hidrolatos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?

v' ¢ Cuales son los compuestos bioactivos en el aceite esencial e hidrolatos
extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?

v' ¢ Cudl es la actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos
del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?



2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
Perl posee una rica variedad en especies vegetales, debido a las condiciones

geogréficas favorables de la Cordillera de los Andes, la existencia de tres regiones
geograficas y la diversidad de pisos ecoldgicos (Pulgar, 1981).

Ingrid et al. (2010). Afirma que los aceites esenciales son una compleja mezcla
natural de metabolitos secundarios volatiles, aislados de plantas mediante métodos
como destilacion, extraccion con solventes, etc. Los principales constituyentes de
los aceites esenciales son monos y sesquiterpenos, incluyendo carbohidratos,
éteres, aldehidos y cetonas, los que son responsables de la fragancia y
propiedades biolégicas de las plantas medicinales.

Los aceites esenciales (AE) son producidos por el metabolismo secundario de la
planta y obtenidos principalmente por el proceso de destilacién al vapor. En el
proceso de aislamiento de aceites esenciales, también se obtienen hidrolatos, los
hidrolatos como productos de la destilacién al vapor, y una pequefa cantidad de
componentes de los aceites esenciales se disuelven en los hidrolatos. Los
compuestos oxigenados preciosos, que proporcionan propiedades organolépticas
y sabor especificos, asi como actividad biologica, los hacen Utiles para las industrias
alimentaria y cosmética (Ovidio, 2021). Los aceites esenciales cubren un amplio
espectro de actividades farmacologicas, demostrando  propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, antifingicas, antioxidantes y anticancerigenas.
Durante mucho tiempo se han utilizado en el campo de la cosmética, en la
elaboracién de perfumes, la conservacion de alimentos y aromaterapia Ingrid et
al.(2010).

En los ultimos afios ha crecido el interés por los productos naturales obtenidos de
la destilacion de plantas aromaticas: aceites esenciales (AE) e hidrolatos
(Hys). Como tal, hay muchos articulos cientificos sobre la efectividad de los AE en
varios  contextos:  antimicrobianos, inmunomoduladores, antioxidantes,
antiinflamatorios, analgésicos, sin embargo, hay poca evidencia algunas especies
nativas andinas.

Chikchimpay (tagetes multiflora kunth) es empleada, por su agradable aroma,

para condimentar distintas preparaciones, como reemplazo del cilantro en potajes



locales como pachamancas y algunos aderezos, y también como paliativo en el
sindrome menstrual. Gran parte de su utilidad proviene de su contenido en aceites
esenciales, los cuales le brindan el aroma caracteristico. El presente proyecto de
investigacion tiene como proposito determinar la los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolatos de chikchimpay ( tagetes
multiflora kunth), el estudio posibilitara brindar informacion para futuros estudios
y aplicaciones sobre todo en la industria alimentaria de la mencionada especie con
el fin de aprovechar nuestros recursos naturales como alternativa de conservantes
alimentarias frente a los conservantes quimicos convencionales y a los
antioxidantes artificiales, cuyos efectos secundarios provocan en el futuro

diferentes problemas de salud.

3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes de la investigacion Internacional
Sainz et al.,, (2019). Composicién quimica y actividades biol6gicas

de Artemisia  pedemontana subsp. Aceites  Esenciales e  Hidrolato
de assoana. En el estudio se analiz6 la composicion quimica de los AEs y su
proteccién fitosanitaria (insectos: Spodoptera littoralis , Rhopalosiphum
padi y Myzus persicae ; plantas: Lactuca sativa y Lolium perenne ;
hongos: Aspergillus niger ; y nematodos: Meloidogyne javanica ) y antiparasitaria
(Trypanosoma cruzi , Phytomonas davidi, y antiplasmodiales por la prueba de
inhibicion de la biocristalizacion de ferriprotoporfirina), ademas del subproducto
hidrolato. Los AE mostraron un perfil de 1,8-cineol y alcanfor, con diferencias
guimicas cuantitativas y cualitativas entre los métodos de cultivo. Estos aceites
tenian efectos moderados contra insectos, antifungicos y fitotoxicos; eran
tripanocidas; y exhibié efectos fitomonacidas moderados, mientras que el hidrolato
mostr6 una fuerte actividad nematicida. Ambos AE fueron igualmente
antialimentarios; el AE de las plantas de invernadero (etapa de floracion) fue mas
biocida (antifungico, nematicida y fitotéxico) que el AE de las plantas aeropdnicas
(etapa de crecimiento), que fue mas antiparasitario. Los principales componentes
de los aceites (1,8-cineol y alcanfor), o su combinacién 1:1, no explicaron ninguno

de estos efectos.



Granados (2020). Evaluacién de la Actividad Antioxidante del Aceite Esencial
Foliar de (Myrcianthes leucoxyla) de Norte de Santander (Colombia). En la
investigacion valu6 la composicion quimica y la actividad antioxidante del aceite
esencial, la extraccion del aceite obtuvo por arrastre con vapor de agua y la
identificacion de los componentes evalu6é por Cromatografia de Gases de Alta
Resolucion. Para determinar la actividad antioxidante de los aceites usé dos
métodos: capacidad de atrapamiento del catién radical ABTS* y capacidad de
atrapamiento del radical DPPH. En la cual tuvo como resultado 10 componentes
guimicas mayoritarios del AE de arrayan de clima frio (M. leucoxila). Concluy6 que
la inhibicion con la metodologia del radical DPPH no superé el 15%, mientras que
con el radical ABTS* el porcentaje de inhibicién fue alto. Esto sugiere que en el
aceite esencial estudiado se encuentro presentes compuestos donadores de
hidrogeno o electrones que pueden estabilizar al radical cationico ABTS*. En cuanto
la actividad antioxidante encontrada en el AE de M. leucoxyla posibilita la
realizacion de posteriores estudios, en la busqueda de su aplicacion en la industria
de alimentos como posible sustituto de los antioxidantes sintéticos, dada la
potencial capacidad para atrapar radicales libres.

Ovidio et al., (2021). Aceites esenciales e hidrolatos de Laurus nobilis, Salvia
sclarea y Salvia officinalis: evaluacién de la composicion quimica y
actividades biolégicas en fase liquida y vapor. En el estudio de los aceites
esenciales (AE) y los hidrolatos (HY) de Laurus nobilis, Salvia officinalis y Salvia
sclarea para definir sus composiciones quimicas y propiedades biolégicas. Se
utilizaron técnicas de cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) y
Headspace-GC/MS (HS-GC/MS) para caracterizar la composicion quimica en fase
liqguida y vapor de EO y HY. El 1,8-cineol (42,2 %, 33,5 %) y el a-pineno (16,7 %,
39,0 %) fueron los principales compuestos del AE de L. nobilis; el 1,8-cineol (30,3
%, 48,4 %) y el alcanfor (17,1 %, 8,7 %) fueron para AE de S. officinalis; acetato de
linalilo (62,6 %, 30,1 %) y linalool (11,1 %, 28,9 %) fueron para S. sclareaEO para
la fase liquida y vapor, respectivamente. El perfil quimico de los HY se caracterizd
por el 1,8-cineol (65,1 %, 61,4 %) como componente principal de los HY de L.

nobilis y S. officinalis, mientras que el linalol (89,5 %) fue el componente principal



de S. sclarea HY. La actividad antioxidante de EO y HY se llevo a cabo mediante
ensayos DPPH y ABTS y las propiedades antimicrobianas también se investigaron
mediante microdilucion y el método de difusion en disco para fase liquida y vapor
contra cinco cepas bacterianas diferentes, como Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 y Acinetobacter bohemicus DSM
102855 entre Gram-negativos Yy Bacillus cereus ATCC 10876 y Kocuria
marina DSM 16420 entre Gram-positivos. Los AE de L. nobilisyS.
officinalis demostraron una actividad antibacteriana considerable, mientras que el
AE de S. sclarea demostré ser menos eficaz. EI método de difusién en agar y la
prueba en fase de vapor mostraron la actividad de los AE con los mayores
diametros de inhibicién del halo contra A. bohemicus y B. cereus. Se determiné una
actividad antioxidante notablemente alta para L. nobilis que muestra valores bajos
de EC50 y también para S. sclarea; se obtuvieron buenos resultados de EO en
ambos ensayos utilizados. S. officinalis CE los 50 valores fueron ligeramente
superiores a lo que corresponde a una menor actividad antioxidante. Con respecto
a los HY, los valores de CE 50 para L. nobilis, S. officinalisy S. sclarea fueron
notablemente altos correspondientes a una actividad antioxidante extremadamente
baja.

Nacionales

Elias y Sichez (2019). Composicion quimica, caracteristicas fisicoquimicas y
capacidad antioxidante de aceites esenciales de cinco hierbas aromaticas”.
Tuvo como objetivo determinar la estructura quimica, peculiaridad fisicoquimica y
posibilidad antioxidante de los aceites esenciales de orégano originario (Lippia
graveolens), chincho (Tagetes elliptica Smith), hierbabuena (Mentha spicata),
huacatay (Tagetes minuta L), pampa salvia (Salvia officinalis L), se utilizé para la
obtencidn del aceite esencial la destilacion de vapor por arrastre, cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas para analizar los compuestos
bioactivos y la capacidad antioxidante analizo por el Test DPPH. Los resultados
fueron los siguientes identific6 22 compuestos quimicos que comprenden el 100%
de las sustancias que componen el total del aceite esencial de igual forma los

compuestos mas representativos identificados son Trans -Tagetona (51.37%), B-



trans-Ocimeno (25.03%) y el compuesto C9H18 (6.08%), la accidén antioxidante fue
de (1.75mg/mL) en aceite esencial de Huacatay. Por otra parte, en aceite esencial
de chincho identific6 43 compuestos que comprenden el 100% de la constitucion
total del aceite esencial, los compuestos mas significativos son: C9H18 con
(27.45%), cis-Tagetona (16.27%) y PB-trans-Ocimeno (11.45%), la capacidad
antioxidante fue de (2.43 mg/mL). Concluyé que las sustancias actian como
sistema de defensa y protegen a las plantas de infecciones dandoles color, aroma
y propiedades particulares ya que se sabe que las plantas contienen compuestos
biactvos que son beneficiosos para nuestra salud en cuanta la capacidad
antioxidante los resultados expresaron como actividad antiradical o IC50, la cual
esta definida como la concentracion del antioxidante que disminuye la absorcion
del radical a un 50% de la cantidad inicial.

Marin (2019). Composicion quimicay actividad antioxidante del
aceite esencial de ambrosia arborescens miller (marku). En la investigacion se

analizo la identificacién de los componentes bioactivos que posee la planta para
ello utilizé las hojas tiernas frescas de Ambrosia arborescens Miller, el aceite
esencial fue extraido por el método de hidrodestilacion con trampa de clevenger.
Su composicién fue determinada por cromatografia de gases - espectrometria de
masas y para la determinacion de la actividad antioxidante se aplicé el método del
DPPHe. (1,1- difenil2- picrilhidrazil). Los resultados obtenidos de la investigacion
fueron los siguiente; se identific6 94 componentes siendo los mas abundantes el
Bhimachaleno (14,2%), 2,6-dimetil-3,5-heptadien-2-ol (10,6%), germacreno D (7,41
%), a-Bisabolol (6,25%) y 6-isopropenil-4-8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8, 8a-octahidro-
naftaleno2-ol (6%) de Ambrosia arborescens Miller. Concluyé que el aceite esencial
presentd actividad antioxidante por tener en su composicibn compuestos

polifenolicos con propiedades antioxidantes.



3.2. Base teorica
3.2.1. Clasificacion taxondémica del Chikchimpay

A% e LYRIGN . R
figura 1 Chikchimpay (tagetes multiflora kunth)
Chikchimpay es una planta nativa de zonas andinas Asociada a Peru en la provincia
de Cuzco y Ayacucho (Jara, 2018), también en la provincia de Andahuaylas es
utilizada como especie alimenticia y medicinal en zonas altas de la provincia.
Division: Antophyta
Clase: Dycotyledonae
Super — Orden: Asteranae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Sub — Familia: Asteroideae
Tribu: Helenieae
Género: Tagetes

Especie: Mandonii Sch. Bip. Ex Klatt

3.2.2. Descripcion botanica Chikchimpay
El chikchimpay es una especie vegetativa ramificado que mide aproximadamente

30 cm de altura. Posee hojas compuestas pinnadas, lanceoladas con union sésil;
las mas bajas son pequefias, con aproximadamente 1 — 1 % cm de largo. Son
serradas con muchas puntas hasta el raquis. La inflorescencia tiene forma de

corimbo con un largo de 1 1/3 cm vy las flores no son sésiles. El involucro tiene
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aproximadamente 1 cm de largo y 4-5 mm de ancho, es ranurado, punteado, corto
con 5 dientes agudos. Flores amarillas de 8 mm de largo descubiertas, ligula de 4
mm de largo y papus de 2 — 2 ¥2 mm de largo, puntiagudo y palido (Jara, 2018).

3.2.3. Usos tradicionales Chikchimpay
Cordero et al., (2021) menciona las hojas de Chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

se utilizan para condimentar distintas preparaciones, y como reemplazo del cilantro
en el pebre. También se bebe como bebida caliente. Medicinal en infusion se bebe

para aliviar el dolor estomacal y para la distensiéon abdominal.

3.2.4. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles pueden encontrarse

hidrocarburos como: terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos
aromaticos y fenoles se encuentran en hojas, cascaras o semillas de algunas
plantas. Generalmente destilables por arrastre con vapor de agua. La pureza y el
rendimiento del aceite esencial dependeran de la técnica que se utilice para el
aislamiento (Tuyo, 2015)

Molecularmente los aceites esenciales son mezclas complejas de hasta mas de
200 componentes, constituidas mayoritariamente  por monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos (Look de Ugaz. O, 1999)

a) Monoterpenos

Los monoterpenos junto al isopreno son los compuestos organicos volatiles que
dominan las emisiones a escala global y son miembros importantes de la familia de
los isoprenoides (o terpenoides). Estos compuestos normalmente se pueden
almacenar en 6rganos especializados de las hojas y tallos, lo que contribuye a que
parte del carbono que se ha producido en los tejidos vegetales mediante diversos
procesos fisiologicos retorne hacia la atmdsfera. Esta emision es producida
principalmente por la difusion, debido a un gradiente de presion de vapor desde los
compartimentos celulares con concentraciones relativamente altas hacia el aire

circundante a las hojas. (Marin, 2019)
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figura 2 Ejemplos de monoterpenos (Solis, 2018)

b) Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos que contienen al menos un grupo carbonilo
conjugado, los cuales funcionan como agentes alquilantes. Se cree que la actividad
citotoxica de ellos radica en su capacidad de formar enlaces covalentes entre los
grupos O=C-C=CH:2 de los sesquiterpenos y a los grupos sulhidrilos de algunas
enzimas como la DNA polimerasa, timidilasa, fosfofructoquinasa y glicégeno
sintetasa ocasionando la inhibicion de la sintesis de DNA en las células
cancerigenas. El estrés oxidativo, es uno de los tantos factores que pueden
desencadenar el desarrollo del cancer. Los lipidos constituyen un factor de riesgo
para la formacion de radicales libres en el organismo y estudios recientes han
mostrado que las especies vegetales son buenos agentes antioxidantes. (Marin,
2019)
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figura 3 Ejemplos de sesquiterpenos (Solis, 2018)

c) Fenilpropanos

Son compuestos de naturaleza quimica aromética (o0 sea que contienen un anillo
de benceno). Alguno de estos compuestos, como el p-cimeno, son terpenos ciclicos
aromatizados, pero la mayoria de ellos no son terpénicos. Muchos compuestos
aromaticos son fenilpropanoides, es decir que estan formados por el esqueleto del
fenilpropano. Los fenilpropanoides estan relacionados estructuralmente con los
aminoacidos fenilalanina y tirosina, para muchos de ellos se derivan de la ruta

bioquimica del acido shikimico. (Marin, 2019)
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condensacion del vapor que ha atravesado la materia vegetal durante el proceso
de la obtencion de un aceite esencial por un método de extraccion, es un producto
acuoso de la destilacion. La mayor parte de los componentes de los aceites
esenciales son volétiles y relativamente inmiscibles en el agua. En esta etapa del
proceso se obtiene el aceite esencial como producto principal y un hidrolato al que
se le considera un subproducto (Antezana, 2017). El agua, después de la

destilacion (el llamado hidrolato), puede servir para riegos o, a través del sistema



de cohobacion, puede ser reutilizada en el mismo sistema de destilacién. Algunos
hidrolatos, como sub-productos de la destilacién de aceites, se pueden emplear en
bafios, como agua para aromatizacion y para la limpieza (Antezana, 2017).

En la industria fitosanitaria los hidrolatos obtenidos durante el proceso de
extraccion se utilizan para repeler y controlar plagas, con ellos se preparan
herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematicidas, acaricidas, desodorizantes,

desinfectantes (Antezana, 2017).

3.2.6. Antioxidante del origen vegetal
Son sustancias que inhiben o retardan el proceso oxidativo, cuya actividad podria

deberse a sus componentes poli fendlicos. (Oliveira, 2014). Los polifenoles
constituyen uno de los principales compuestos con actividad antioxidante,
presentes en las plantas. (Echavarria, 2016). Los flavonoides, son un tipo de
polifenoles que se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y son
sustancias que manifiestan una potente actividad antioxidante. (Oliveira, 2014). La
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para
ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a la
posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico. (Gallego, 2016). Un antioxidante es una sustancia que forma parte de
los alimentos de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de
especies reactivas sobre las funciones fisiol6gicas normales de los humanos. Las
propiedades antioxidantes no sélo deben estudiarse por sus interacciones quimico-
bioldgicos, sino por su funcién en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos.
Se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos
para retrasar los procesos de oxidacién, en tanto previenen el comienzo de la
rancidez oxidativa. (Coronado, 2015).

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa (perdida de uno o mas electrones) de tal manera que actuan,
gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres. (Londofio, 2012). Los
antioxidantes son sustancias que son parte de los alimentos de consumo diario, por
ende, se ingieren a través de la alimentacion. Cabe mencionar que son los mas

importantes de todos ya que pueden prevenir los efectos adversos de especies
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reactivas sobre las funciones fisiologicas normales de los humanos Coronado et
al.(2015).

3.2.7. Mecanismo de accién de los antioxidantes
Interaccion directa con especies reactivas

Se refiere a la capacidad que tienen muchos antioxidantes para actuar como
“estabilizadores o apagadores de diversas especies reactivas”. En el caso de los
radicales libres, tal accion implica su estabilizacion a través de la cesion de un
electron a dichas especies reactivas. Tal mecanismo, definido como “SET” (single
electron transfer), permite que el Radical Libre pierda su condiciébn por
‘pareamiento” de su electron desapareado (Alvarado y condori, 2017).
Prevencion de la formacidén enzimética de especies reactivas

Algunos antioxidantes pueden actuar previniendo la formacion de Reactive Oxygen
Species (ROS) y Reactive Nitrogen Species (RNS). Lo hacen inhibiendo, ya sea la
expresion, la sintesis o la actividad de enzimas pro-oxidantes involucradas en la
generacion de especies reactivas, como la NADPH-oxidasa (NOX), la santona-
oxidasa (XO), la mieloperoxidasa (MPQO) y el éxido nitrico sintasa (NOS) (Alvarado
y condori, 2017).

Prevencion de la formacién de especies reactivas dependiente de metales
Implica la inhibiciébn de la formacion de especies reactivas se relaciona con
contraponer la capacidad que tienen ciertos metales de transicion, como hierro y
cobre (ambos en su estado reducido), para catalizar (actividad redox) la formacién
de radicales superoxido a partir de la reduccion de oxigeno y de radicales hidroxilos,
a partir de peroxido de hidrégeno (Reaccion de Fenton) (Alvarado y condori, 2017).
Activacion o induccién de la actividad de enzimas antioxidantes

Como parte de la defensa antioxidante, el organismo humano biosintetiza ciertas
enzimas cuya funcidon es remover especies reactivas, principalmente ROS. La
accion antioxidante de todas estas enzimas se traduce en una disminucion del

estado redox celular (Alvarado y condori, 2017).
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3.2.8. radical libre

Los componentes de un organismo vivo en su metabolismo aerébico normal estan
sujetos a una exposicion constante de especies redox u oxidantes. Las fuentes
pueden dividirse en sitios enddgenos y exdgenos. Los factores de estilo de vida
pueden incidir en ambos tipos de fuentes. Una idea importante, desde el principio,
fue la percepcion de que las reacciones de oxidacion-reduccion (redox) en las
células vivas se utilizan en procesos fundamentales de regulacion redox,

denominados colectivamente “Sefalizacion redox” (figura 9) y “control redox”

(Damian, 2020).

Controle 4
H,0, Controle

102
ROOH

Blancos especificos

Eustrés oxidativo

Sefializacion redox

Respuestas adaptativas

ej. NF-kB, Nrf2, HIF)

Fisiologia /
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Fuentes ¥, No v,

Baia Alta

Caida

/ \

figura 5 Sefializacidén redox y su relacion con el estrés oxidativo

Se lleva a cabo un gran desequilibrio molecular por sustancias quimicas conocidas

como radicales libres (RL), en el cual sus electrones realizan su recorrido orbital de
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forma impar; un compuesto se transforma en RL cuando gana un electréon
(reduccion), cuando pierde un electrén (oxidacion molecular) o en la division
simétrica de los compuestos covalentes, donde cada fraccion retiene al electréon
impar, como sucede tipicamente en la lipoperoxidacion. Los RL buscan obtener una
distribucion electrénica estable, por lo tanto, por medio de las reacciones redox
(reacciones de 6xido reduccidn) interactian con otras moléculas, generandose una
reaccion en cadenay logrando la estabilidad cuando dos radicales libres reaccionen
entre si 0 se sustrae el electron de sus proximidades llegando asi a la paridad
electronica (Damian, 2020).

Los radicales libres son moléculas altamente inestables y reactivas ya que son de
caracter paramagnético, presentan una vida media corta y tienen capacidad para
combinarse inespecificamente con diferentes moléculas y capacidad para atacar a
cualquier tipo de biomoléculas (Damién, 2020).

Las reacciones bioquimicas dadas se clasifican en 3 grupos.

-Reacciones de iniciacion: A partir de no radicales se forma un radical libre.
AB+C—>A<+D+E

-Reacciones de propagacién: Reaccion de molécula estable con radical libre

generando la formacion de radical libre.

A+ + CD — AC + De
-Reacciones de terminacién: Reaccion entre dos radicales libres, generando un

producto estable.

A+ + D+ — AD

Las especies reactivas contiene dos tipos de moléculas: los radicales libres y los
no radicales, originado en procesos fisiologicos normales como en procesos
patolégicos. Los RL se pueden clasificar por el grupo funcional que presente en su
molécula, tales como, nitrégeno, oxigeno, bromo, tiol, fésforo, etc. Las RNS y ROS
son dos grupos grandes que estan implicados en la biologia redox (reacciones de

oxido reduccion), aunque los radicales libres de oxigeno son de gran importancia y
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los mas comunes ya que forman parte de los diversos procesos aerobicos (Damian,
2020).

3.2.9. Método de extraccion de aceites esenciales

Extraccion por arrastre de vapor

Los aceites esenciales que derivan de las plantas aromaticas se obtienen
tipicamente por arrastre de vapor, siendo un proceso simple, clasico y relativamente
barato en el cual los aceites esenciales sean extraidos de la planta por una corriente
del vapor de agua y entonces ambas fases se separan facilmente por la diferencia
de densidades. Este método es uno de los mas utilizados y mas antiguo. Su uso se
radica en el bajo consumo energético y no ocasiona transformacién quimica en los
componentes del aceite. Su fundamento es que por efecto de la temperatura del
vapor (100°C) en un cierto tiempo, el tejido vegetal se rompe liberando el aceite
esencial. Los aceites esenciales obtenidos de esta forma deberan ser insolubles en
agua, de no serlo los componentes solubles en agua se quedaran en la fase acuosa
aun después de pasar por el condensador y el separador que permite aislar la fase
de aceite esencial de la de agua (Look de Ugaz. O, 1999).

Método de la destilacion por arrastre con vapor de agua

La muestra vegetal, generalmente seca y cortada en trozos pequefios, es
encerrada en una camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria.
Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite
obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Marin, 2019).

Método de la extraccion con solventes volatiles

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol,
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también solubilizan y
extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a 26 escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta

costoso por el valor comercial de los solventes, porgue se obtienen esencias
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impurificadas con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio
caracteristicos de muchos solventes organicos volatiles (Marin, 2019).

Método de enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite
vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como vehiculo
extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal la
cual es separada posteriormente por otro medio fisico-quimicos. Esta técnica es
empleada para la obtencién de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero
su bajo rendimiento y la dificil separacién del aceite extractor la hacen costosa
(Marin, 2019).

Método de extraccién con fluidos supercriticos

Es de desarrollo méas reciente. El material vegetal cortado en trozos pequefos,
licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular
a través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo, diéxido de carbono
liquido), las esencias son 27 asi solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico
gue actiia como solvente extractor y se elimina por descompresion progresiva hasta
alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente, se obtiene una esencia
pura. Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente
compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las
bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los
componentes de la esencia, sin embargo, el equipo requerido es relativamente
costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion
también resistentes a las altas presiones (Marin, 2019).

Extraccién por microondas

El uso de microondas es otra alternativa para la extraccion de aceites esenciales.
Esta técnica puede utilizarse asistiendo un método convencional como la
hidrodestilacion o adaptando un equipo para establecerlo como un método
independiente, como la extraccion por microondas sin disolvente. No se necesita
agregar ningun disolvente o agua si se emplea material fresco. En caso de que el
material este seco, éste se rehidrata remojandolo en agua y drenando el exceso

antes de la extraccion (Peredo, 2009).

18



3.2.10. Cromatografia
Es un método que permite la separacion, identificacion y determinacion de los

componentes quimicos en mezclas complejas. Es dificil describir rigurosamente al
término 18 cromatografia, ya que se ha aplicado ese nombre a varios sistemas y
técnicas. Sin embargo, todos los métodos tienen en comun el uso de la fase
estacionaria y una fase movil. Los componentes de una mezcla son transportados
a través de una fase estacionaria por el flujo de una fase mévil, y las separaciones
se basan en las diferencias de velocidad de migracion entre los distintos
componentes de las mezclas (Barajas, 2011).

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos
fisicos y quimicos de separacion, es que se ponen en contacto dos fases
mutuamente inmiscibles. Una fase es estacionaria y la otra movil. Una muestra que
se introduce en la fase mavil es transportada a lo largo de la columna que contiene
una fase estacionaria distribuida. Las especies de la muestra experimentan
interacciones repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase estacionaria. Cuando
ambas fases se han escogido en forma apropiada los componentes de la muestra
se separan gradualmente en bandas en la fase moévil. Al final del proceso los
componentes separados emergen en orden creciente de interaccién con la fase
estacionaria. EI componente menos retardado emerge primero, el retenido mas
fuertemente eluye al Ultimo. El reparto entre las fases aprovecha las diferencias
entre las propiedades fisicas y/o quimicas de los componentes de la muestra
(Barajas, 2011).

Técnicas Cromatografias

Cromatografia en columna

En este tipo de cromatografia se utiliza un tubo cilindrico, en el interior se coloca
la fase estacionaria y a través de ella se hace pasar la fase mavil. El flujo de la fase
movil (liquido o gas) a través de la fase estacionaria se puede conseguir por

presion, capilaridad o por gravedad (Barajas, 2011).
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Cromatografia plana

La fase estacionaria se coloca en una superficie plana y se distinguen dos tipos de
cromatografia plana.

Cromatografia en papel, en la que el papel actia como soporte de la fase
estacionaria (cromatografia de particion) (Barajas, 2011).

Cromatografia en capa fina, un sdlido actiia como fase estacionaria, 0 como soporte
de la fase estacionaria se extiende en una capa delgada sobre una placa,
generalmente de vidrio, en la cromatografia plana esta excluido el uso de un gas
como fase mdvil, por lo que ésta siempre es liquida (Barajas, 2011).

Tabla 1 Clasificacion de los métodos cromatografico

Clasificacion Método Fase
general especifico estacionaria Tipo de equilibrio
Cromatografia de Gas-liquido Liquido adsorbido Reparto entre gas y
gases (GLC) liquido
Gas-solido solido Adsorcion

Liquido-liquido Liguido adsorbido | Adsorcion

Liguido-sélido sélido
Cromatografia Intercambio Resina de | Intercambio i6nico
liquida intercambio iénico
Exclusion por Reparto/tamizado

Liquido en los

Afinidad intersticios Reparto entre liquido

Liquido con un

grupo especifico

Cromatografia de gases
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En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase mavil
de un gas inerte (generalmente helio o nitrégeno) que no interacciona con las
moléculas 20 de analito, su Unica funcion es la de transportarlo a través de la
columna. El analito se distribuye entre la fase movil gaseosa y una fase liquida
inmovilizada sobre la superficie de un solido inerte dentro de la columna
cromatografica, de manera que en funcion de interaccion con ambas va a presentar
distinto tiempo de retencién, por lo que se puede analizar cada analito por separado
(Robles, 2014).

La cromatografia de gases se utiliza para el andlisis de compuestos que presentan
una volatilidad importante a temperaturas inferiores a 350-400 °C, ademés deben
ser termoestables a las temperaturas de trabajo y no han de degradarse ni perderse
parte de los mismos a través de reacciones secundarios. La naturaleza de los
analitos y su peso molecular se puedan utilizar para predecir su volatilidad, asi
cuanto mayor sea la polaridad y/o el peso molecular menor sera ésta. De manera
que, mientras que los hidrocarburos mas pesados de 500 uma puedan ser
analizados por medio GC, los de peso molecular superior 1400 uma necesitarian
condiciones especiales (Robles, 2014).

Cada soluto presente en la muestra tiene diferente afinidad hacia la fase
estacionaria, lo que permite su separacion: los componentes fuertemente retenidos
por esta fase se moveran lentamente en la fase movil, mientras que los débilmente
retenidos lo haran rapidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presion de
vapor de los compuestos (en general, a mayor presion de vapor, menor tiempo de
retencion en la columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los
diversos componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse
tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los detectores

seleccionados (Gutiérrez, 2002).
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Cromatografia de gases- espectrometria de masas (gc-ms)

Es una técnica combinada (GC-MS) que permite la separacion e identificacion de
mezclas complejas, es comunmente usado para el andlisis de aceites esenciales,
manejando un sistema con alta sensibilidad, adquisicion de datos y proceso
confiable y bajo costo en relacidon con el gasto de reactivos (Ricaldi, 2014).

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas
requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos técnicas
gue trabajan en fase gaseosa y necesitan una pequefia cantidad de muestra para
su analisis, por lo que son muy compatibles. El Unico obstaculo serio a la hora de
realizar su 25 acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna
cromatografia sale a presion atmosférica y debe introducirse en el interior del
espectrometro de masas que trabaja a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento
directo resulta facil cuando se utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el
caso mas habitual (Gutiérrez, 2002).

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases
se separa en la columna cromatografia obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de
masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. En este
proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros, actla
como detector cromatogréafico al registrar la corriente idnica total generada en la
fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatégrama (Gutiérrez,

2002).

3.2.11. Método para determinar la actividad antioxidante
Para evaluar actividad antioxidante se recurre a diferentes métodos

Método de DPPH

El DPPH o 2,2- difenil-1-picrilhidazil es un radical estable cromo6foro de color
morado oscuro. La reaccién con otros radicales, electrones o atomos de hidrogeno
conducen a la pérdida de color del DPPH medido por espectro UV-VIS a 517 nm
con la pérdida de la sefial de radicales libres, y sirve como un indicador de la

capacidad antioxidante, esta reacciébn se basa en la donacion electronica de
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antioxidantes para neutralizar el radical DPPH. Por lo tanto, este método se basa
principalmente en la suposicion de que la actividad antioxidante es igual a su

capacidad de donacion del electrén o el llamado poder reducto (Damian, 2020).

La reaccion primaria se muestra en la Figura 14, representando al radical DPPH
por Z+y la molécula donante por AH, donde ZH es la forma reducida y A « es radical
libre producido en el primer paso. La molécula DPPH (Z¢) estd destinada a
representar los radicales libres formados en el sistema cuya actividad debe ser

suprimida por la sustancia AH (Damian, 2020).

La reaccion primaria es:

Z + AH = ZH+A"

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Color morado Amarillo

figura 6 Radical DPPH (como radical libre) y su forma estable

Método de ABTS o+

El ensayo de la captacion del radical ABTS ** mide la capacidad de los antioxidantes
0 muestras con dicha capacidad antioxidante para eliminar el cation estable ABTS™
(2,2"-azinobis (3- acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), que presenta inicialmente
un azul verdoso croméforo con absorcion maxima a 734 nm y que disminuye en su
intensidad en presencia de antioxidantes. ABTS™* puede ser generado directamente
utilizando persulfato de potasio como el agente oxidante, los antioxidantes luego
reaccionan solo con ABTS™ (Figura 15) Entonces se explica que el ABTS
inicialmente se somete a una reaccion de oxidacion con permanganato de potasio,
persulfato de potasio o 2,2-azo-bis (2amidinopropano), produciendo el catién
radical del ABTS (ABTS"*) con un color azul verdoso. EIl ABTS™ es estable por
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varios minutos, el ABTS™* se somete a la muestra antioxidante, causando la
reduccion de ABTS™ y, en consecuencia, la decoloracion de la reaccidon mezcla
(Figura 16). Por lo tanto, el grado de decoloracion se puede expresar como el
porcentaje de inhibicion de ABTS™, que se determina en funcion del antioxidante

concentracion y tiempo (Damian, 2020).

ABTS + Ammonium persulfate —» ABTS*  (blue — Green, 734nm)

(Oxidizing agent) l AH/Ar- OH

ABTS i color

figura 7 Reaccion de ABTS (forma estable) y agente oxidante generando ABTS™*
(como radical libre)

(| (
08 SN =< :@ antioxidant .y . N]@\
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+

ABTS (lambda max=734 nm) ABTS (oourles)

Color azul verdoso Incoloro

figura 8 Radical ABTS™ (como radical libre) y su forma estable

3.3. Marco conceptual
3.3.1. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente

destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes)
y farmacéutica (Martinez, 2003).
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3.3.2. Los Hidrolatos
son el subproducto de la obtencion de aceites esenciales por destilaciéon por

arrastre al vapor de flores y plantas aromaticas. El destilado resultante esta
compuesto basicamente de agua y una capa fina de aceite esencial, que
normalmente se separa y se vende aparte. Es decir, con una destilacion, se
obtienen dos productos el aceite esencial por un lado y el hidrolato que contiene

micro-particulas de aceite esencial en suspension (Sweetillo, 2016).

3.3.3. Los antioxidantes
Un antioxidante se define, en el sentido mas amplio de la palabra, como cualquier

molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o mas
electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos biolégicos como lipidos,
proteinas o acidos nucléicos (Menckeberg, 2021).

3.3.4. Métodos de extraccion de los aceites esenciales
Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante

varios métodos como: destilacibn con agua o hidrodestilacibn con trampa de
clevenger, destilacion por arrastre de vapor, expresion, extraccion con disolventes,
extracciéon por el método enflorado o enfleurage, extraccion por fluidos supercriticos

y extraccion por microondas (Martinez, 2003).

3.3.5. El estrés oxidativo
Es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes. Puede

entenderse como un desequilibrio entre la generacién de radicales libres y la
eliminacion de los mismos y estd ampliamente involucrado en la aparicién vy

desarrollo de muchas enfermedades (Helmut, 2018).

3.3.6. Los radicales libres
son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre por lo

gue son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables
con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. un radical libre es cualquier
especie (atomo, molécula o i6n) que contenga a lo menos un electron desapareado
en su orbital mas externo, y que sea a su vez capaz de existir en forma

independiente (de ahi el término libre). (Menckeberg, 2021)
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3.3.7. Atomo
Es la particula mas pequefia de materia que puede existir libre conservando las

propiedades fisico-quimicas caracteristicas de ese elemento y que es capaz de
intervenir en reacciones quimicas. En la estructura del &tomo encontramos una
region central muy densa formada por dos tipos de particulas los protones y los
neutrones. Ambos le otorgan masa al nucleo, los protones son particulas con carga

positiva y los neutrones no estan cargados (Zaragoza, 1992)

4. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

4.1. Objetivo general
v' Comparacién de los componentes quimicos en el aceite esencial e

hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

4.2. Objetivo especifico
v Determinar el porcentaje del rendimiento de la extracciéon de aceite esencial

e hidrolatos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v' Determinar los compuestos bhioactivos en el aceite esencial e hidrolatos
extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v Evaluar la actividad antioxidante en el aceite esencial e hidrolatos extraidos

del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

5. FORMULACION DE HIPOTESIS

5.1. Hipotesis general
v El aceite esencial muestra una variacién de componentes bioactivos frente a

los hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

5.2. Hipétesis especifico
v El aceite esencial presenta menor rendimiento frente al rendimiento del

hidrolato extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v El aceite esencial presenta mayores compones bioactivos frente al hidrolato
extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v' La actividad antioxidante presenta una variacion en el aceite esencial e

hidrolato extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).
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5.3. Identificacion de variables
Variable independiente

v Aceite esencial
v Hidrolato
Variable dependiente
v' Porcentaje de rendimiento
v' Compuestos bioactivos
v Actividad antioxidante

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Lugar de ejecucion
Localidad, Santa Rosa Distrito de Talavera, Provincia de Andahuaylas,

Departamento de Apurimac.
Institucidén, laboratorio de quimica de la escuela profesional de ingenieria
agroindustrial (EPIA) de la universidad José Maria Arguedas (UNAJMA).

6.2. Materiales, instrumentos y equipos

Tabla 2 Materiales

CANTIDAD DESCRIPCION

03 Vasos de precipitado de 50, 100 y 250 ml
01 Separador florentino de 100 ml

03 Probeta de 50 y 100 ml

01 Burea de 50 ml

01 Pera de decantacion ml

02 Gradillas para tubos de ensayo

03 Pipeta de 1 a 100 pL.

03 Pipeta de 5 ml.

03 Envase de vidrio color @&mbar de 15 ml
03 Propipetas
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03 Matras Erlenmeyer de 50 ml

01 Gotero
12 Tubos de ensayo
03 Matraces aforados
01 Espatula

Equipo

En esta Tabla (3) se muestran todo los equipos e instrumento con los cuales se

ejecutara el trabajo de investigacion.

Tabla 3 Equipo

CANTIDAD EQUIPO E INSTRUMENTO

01 Equipo de extraccion por arrastre de vapor

o1 Cromatégrafo de gases — Agilent Technologies
78902

01 Espectrofotémetro Agilent Technologies 5975C.

01 Balanza analitica de 0.1 mg — 120 g.

o1 Detector selecto de masa Agilent Technologies
5975 C

o1 Balanza analitica de 1/100 g. de 50 kg de capacidad

03 Picnémetro de 5 ml

01 Centrifuga

01 Termometro de 0 a 200 °C

Materia prima

En la Tabla (4) se muestra la materia prima con la que se va trabajar
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Tabla 4 Materia prima

Cantidad Materia prima Descripcion
05 kg Chikchimpay Recolectada a 2860 msnm.
Andahuaylas.

Reactivos quimicos
En la Tabla (5) se muestran los reactivos a utilizarse en el trabajo de

investigacion.

Tabla 5 Reactivos quimicos

CANTIDAD REACTIVOS
60 mg Radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
50 mi Etanol
1L. Metanol
10 mi Fenolftaleina
10 mi Diclorometano
Dimetilsulfoxido (DMSO)
509 Hidroxido de sodio (NaOH) 1N
3L Agua destilada

6.3. Poblacion y muestra
Poblacion

Aceites esenciales e hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora
kunth) procedente de la provincia de Andahuaylas departamento — Apurimac.
Muestra

La muestra sera referida a 5 ml de aceite esencial y 5 ml de hidrolatos por

muestra el analisis que se realizan por triplicado.
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6.4. Tipo de investigacion

6.4.1. De acuerdo a fin que persigue
Aplicada

Con esta investigacion se logrard conocer la composicion de bioactivos de
chikchimpay (tagetes multiflora kunth) y también la actividad antioxidante que
permitira en futuro su aplicacion como posibles conservantes alimentarios desde

especies vegetativas andinas de nuestra provincia de Andahuaylas.

6.4.2. De acuerdo alatécnica de contrastacion
Experimental

Los datos seran obtenidos de fendmenos acondicionados por el investigador.

6.5. Método de analisis

6.5.1. Determinacion de compuestos bioactivos y actividad antioxidante
Se realizaran los siguientes analisis.

a. Determinacién de rendimiento del aceite esencial
Para determinar el rendimiento del aceite esencial, se tomard como referencia el
peso (g) de aceite esencial extraido sobre la cantidad de materia vegetal (g),

haciendo uso de una balanza analitica (Paredes, 2010).

w2

R . o — _We
endimiento % w1+ 100

Donde:

W1 = Peso en gramos del material vegetal sometido a extraccion.

W2 = Peso en gramos del aceite esencial extraido.

b. Determinacion de compuestos bioactivos

Cromatografia de gases — Espectrometria de masas (CG-MS) La identificacion del
componente del aceite esencial se realizard por Cromatografia de gases —
Espectrometria de masas (CG-MS), en el cromatdégrafo Modelo Trace 1310 Termo
scientific acoplado a un espectrémetro de masas Modelo ISQ QD Termo scientific,
en el laboratorio de Fitoquimica de la Universidad peruana Cayetano Heredia con
una columna capilar TG — 5SILMS de diametro interno 0.25 mm y de 30 metros.
Los analisis se llevaran a cabo bajo las siguientes condiciones: programa de
temperatura de horno, temperatura inicial 60°C, gradiente 5 °C/min., temperatura

final 240 °C (5 min.); gas portador helio con un flujo de ImL/min.; temperatura del
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inyector y detector de 250 °C, volumen de inyeccién de 1uL y una dilucién Split de
1/100. En el cromatégrafo se obtendra los cromatogramas y el contenido porcentual
de cada componente, se calculara a partir del &rea bajo el pico y los componentes
se comparara con el total del pico de areas de todos los componentes; mientras
gue la identificacidon de los componentes de cada cromatograma se realizara
mediante la obtencion del espectro 41 de masas. Los diferentes componentes del
aceite esencial, se identificara utlizando los tiempos de retencion de la
cromatografia de gases y los espectrometros de masa de cada componente. Los
espectros de masas se compararan con los datos estandar de referencia
correspondiente a los espectros de masas de la base de datos libreria Mainlib. Lo
que permitird valorar la composicion mayoritaria de cada aceite esencial y asi
determinar la identificacion y cuantificacion de los aceites esenciales (Marin, 2019).
c. Determinacion de la actividad antioxidante

Método (DPPH?e) (1,1-Difenil-2-Picrilhidrazil)

El radical libre y estable 1,1-Difenil-2-Picrilhidrazil (DPPH¢), Es un indicador para
medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidante. Su mecanismo de reaccion consiste en la sustraccion de un atomo de
hidrogeno proveniente de un donador. La reaccion de ensayo, desarrolla un cambio
de color violeta a amarillo a medida que disminuye la absorbancia a 515 nm
(Carhuapoma, 2007).

Los resultados se expresan como actividad antiradical o IC50 (Concentracion
Inhibitoria al 50), la cual esta definida como la concentracién del antioxidante que
disminuye la absorcién del radical a un 50% de la cantidad inicial (Torrenegra,
2014).

Los compuestos polifendlicos frente al radical DPPH®, en general la absorbancia
desciende rapidamente en los primeros minutos, debido a la transferencia al radical
de los 4tomos de hidrogeno con mas facilidad de donacion. Seguidamente una
etapa de caida mas lenta, hasta el equilibrio, debido a la actividad remanente de
los productos de oxidacion y degradacién (Oliveira, 2014).

Se procederd calcular con la siguiente formula:

% de Inhibicion para cada concentracién con la siguiente formula:
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% de Inhibicien = 20— 4r
cde Innt lClon—AO*loo
Donde:

Ao = Absorbancia a tiempo cero

Ar = Absorbancia final % de Inhibicion

6.6. Metodologia experimental
6.6.1. Descripcién de la obtencién del aceite esencial de la especie vegetativa

chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

a. Materia prima

Se utilizara la especie vegetativa chikchimpay procedente de la provincia de
Andahuaylas.

b. Recoleccién

Se llevara a cabo una recoleccion manual. El recojo se realizara primeras horas de
la mafiana para evitar una exudacion excesiva de planta.

c. Recepcidn

Sera realizado mediante una inspeccién en el estado de floracion con el corte de
25 —30cm.

d. Transporte

El apasionamiento y/o la sobrecarga generan estrés y por lo tanto hay un
incremento de temperatura y deterioro de la planta. Es por ello que se efectuara el
transporte en sacos con malla que permitird una aireacion.

e. Selecciény limpieza

Se procedera la seleccion de la materia prima y la eliminacion de particulas
extrafas (polvo, arena y otros) adheridas a la superficie del chikchimpay y se dara
aire sobre una superficie lisa con adecuada ventilacion.

f. Acondicionamiento
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Se acondicionara en un contenedor (cesto de acero inoxidable) el material vegetal
sera hojas frescas una cantidad. ElI material vegetal contenido en el cesto sera
depositado en el extractor con agua destilada para la generacion de vapor.

g. Extraccion

Esta operacion se realizara a partir de tres muestras de 10kg de materia prima,
sometidas al método arrastre con vapor, en un equipo de acero inoxidable y se
iniciara el proceso de extraccion.

h. Descarga

Una vez terminado la extraccidn se realizara la descarga tanto del separador de
aceites esenciales como del material vegetal depositado en el extractor y en el
contenedor, obteniéndose asi aceite esencial.

i. Almacenamiento

El aceite esencial, serd envasado en frascos ambar de 10ml, se almacenara en

ambientes de refrigeracion a temperaturas promedios de 5-3°C. (Valverde, 2011)
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Diagrama de bloque para la obtencién del aceite esencial de la especie

vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

MATERIA PRIMA

RECOLECCION

A\ 4

RECEPCION Corte de rama de
25-30cm.

\4

TRANSPORTE

\ 4

SELECCION Y LIMPIEZA |, Hoias, materias
extranas, etc.

ACONDICIONAMIENTO

\4

Ramillas de los EXTRACCION
Tagetes.

DESCARGA

\4

ALMACENAMIENTO

(Frasco ambar de 10 ml, temperatura de refrigeracion)

figura 9 Diagrama de bloque para la obtencion del aceite esencial de la especie
vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)
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6.6.2. Descripcion del proceso de andlisis instrumental por GC — SM
a. Portador “gas helio”

Se utilizara el equipo de cromatografia para la separacion de los compuestos
volatiles.

b. Muestra de aceite esencial

Se realizard esta etapa para la separacibn de compuestos activos por
cromatografia de gas.

c. Horno

Se encargara de producir calor para alimentar al gas helio (T°60 °C- T°210 °C).

d. Columna

En este proceso la corriente de gas atraviesa una columna cromatografia que
separara los compuestos activos.

e. Detector

En esta fase los componentes activos son detectados por medio de una mezcla que
pasara por un analisis cualitativo.

f. Camarade ionizacion

Después del andlisis ingresara a una camara de ionizacion.

g. Analisis

Consta la comparacién de compuestos obtenidos con la libreria de patron.
(Marquez, 2014)
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Diagrama de bloque para el proceso de andlisis instrumental por
cromatografia de gases — espectrometria de masas del aceite esencial de la

especie vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

PORTADOR GAS

/ HELIO

ACEITE ESENCIAL

Método de
GC v

HORNO [ » (T°60°C-T°210
OC)

COLUMNA

l

\ DETECTOR

CAMARA DE

IONIZACION
Método de
MS

ANALISIS

RESULTADO
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figura 10 Diagrama de bloque para el proceso de analisis instrumental por
cromatografia de gases — espectrometria de masas del aceite esencial de la especie
vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

(Marquez, 2014)

6.6.3. Descripcion de la actividad antioxidante
preparacion de los reactivos

v' Radical DPPH« (0.06 mM), se pesara 2.3 mg de DPPH- y se disuelven en
100 mL de metanol (Brand-William et al., 1995). El radical preparado es
estable durante 12 h a temperatura ambiente y protegida de la luz.

v' Preparacién del estandar de referencia TROLOX: se emplea el Trolox en
metanol, se preparara una disolucion madre de 2 mM y posteriormente se
preparard diluciones de 0.05, 0,1, 0,5 y 1 mM en metanol, para preparar la
curva estandar referida al % inhibicion con respecto a las diferentes
concentraciones de Trolox.

v' Se medira la absorbancia con cubetas de cuarzo estandar de 1cm, a 515 nm
de 2.9 mL del DPPH- (0.06mM), obteniendo asi el valor de la absorbancia a
tiempo cero, posteriormente se adicionard 100 pL de las diferentes
concentraciones del Trolox, y se mide la absorbancia cada quince minutos,
durante una hora (hasta alcanzar el equilibrio), se obtendra asi el valor de la

absorbancia final, pudiendo calcular el % de inhibicion (Samaniego, 2006).
Medida de la actividad antioxidante de las muestras

v' Se extraera la fraccion polar del aceite, se mezclara el aceite en metanol en
proporcion 1:1 v/v y se centrifugara a 2500-3000 rpm durante diez minutos a
15°C, a continuacion, se extraera la fase metandlica, donde se encuentran
los componentes solubles en metanol del aceite (compuestos polifendlicos),
responsables en su mayoria del efecto antioxidante de los mismos.

v' Se medira la absorbancia en diferentes diluciones metandlicas del extracto
(1:2,1:5y 1:10).

v' Se tomara 2.9 mL del radical DPPHe, se le medira la absorbancia a 515nm,

y se afladera 100uL del extracto metandlico del aceite a ensayar. Se agita y
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se mide su absorbancia cada 15 minutos durante una hora (Samaniego,
2006).

6.7. Disefio experimental
El disefio experimental para el trabajo de investigacion sera tipo disefio completamente al

azar (DCA), debido a que se manipulara dos variables de entrada con tres repeticiones y
con variable de salida rendimiento del aceite esencial, componente bioactivo y actividad
antioxidante se hard una comparacion de las dos variables independientes, arreglo

experimental se muestra en la tabla (6)

Tabla 6 Disefio experimental — DCA

‘ Variable dependiente

Numero de Variable Rendimient Compuest Actividad
repeticione independient o o antioxidant
s (j) e bioactivo e

3 Chikchimpay

6.7.1. ANOVA para el disefio completamente al azar (DCA)
El andlisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el andlisis de datos

experimentales.

La idea general de esta técnica es separar la variacion total en las partes con las que
contribuye cada fuente de variacién en el experimento. En el caso del DCA se separan la
variabilidad debida a los tratamientos y debida al error. Cuando la primera predomina
“claramente” sobre la segunda, es cuando se concluye que los tratamientos tienen efecto,
o dicho de otra manera, las medias son diferentes.

Cuando los tratamientos no dominan contribuyen igual o menos que el error, por lo que se
concluye que las medias son iguales.

El objetivo del Andlisis de varianza en DCA es probar la hipétesis de igualdad de los
tratamientos con respecto a la media de la correspondiente variable de respuesta.

Es importante resaltar que el ANOVA supone que la variable de respuesta se distribuye
normal, con varianza constante (los tratamientos tienen varianza similar) y que las

mediciones son independientes entre si. Estos supuestos deben verificarse con las
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hipétesis para estar mas seguros de las conclusiones obtenidas, de la siguiente manera
(Gutierrez, 2008).

HO: pA= uB=uC= uD=pu

HA: pi # uj para algin i #j

A continuacion, se presentan las siguientes hipotesis:

Tiene efecto significativo el rendimiento, los compuestos bioactivos y la actividad
antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos de la especie vegetativa

chikchimpay.
Hipotesis
Hip6tesis nula Ho: No hay efecto significativo el rendimiento, los compuestos

bioactivos y la actividad antioxidante del e hidrolato extraidos de la especie

vegetativa chikchimpay.

Xi=Xj

Hipotesis alterna Ha: Hay efecto significativo el rendimiento, los compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos de la
especie vegetativa chikchimpay.

Xi#Xjparaalginiyj
Nivel de significancia (a)
Para el caso de comparaciones de tratamiento habitualmente se emplea para a = 0.05

(Gutierrez, 2008)

6.7.2. Andlisis estadistico
Andlisis De Varianza

El andlisis de varianza (ANOVA), se refiere en general a un conjunto de situaciones
experimentales y procedimientos estadisticos para el andlisis de respuestas cuantitativas
de unidades experimentales. El problema mas sencillo de ANOVA se conoce como el
andlisis de varianza de un solo factor o disefio completamente al azar, éste se utiliza para
comparar dos o0 mas tratamientos, dado que sélo consideran dos fuentes de variabilidad,

los tratamientos y el error aleatorio. En todas las corridas experimentales se deben de
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realizar en un orden aleatorio. De esta manera, si durante el estudio se hacen N pruebas,

éstas se corren al azar, de manera que los posibles efectos ambientales y temporales se

vayan repartiendo equitativamente entre los tratamientos (Romaina, 2012).

El andlisis de varianza es una técnica mediante la cual se prueban las medias de los

tratamientos y se observan las fuentes de variabilidad de la variable de respuesta. En el

caso del disefio completamente al azar, el esquema del ANOVA, se presenta en la tabla

(7) siguiente:

Tabla 7 Esquema del ANOVA

Fuente de ) C.M F F
variabilidad C.L S:C. ‘ t
3
Tratamiento Y y? SCT CMt
t- 1 - — VE o
r t—1 CME
—TC
Error - 1) SCT SCE
t(r- VTS
— SCt t(T — 1)
Total 2
rt- 1) z Yij
—TC

+ Diferencia estadistica significativa
++  Diferencia estadistica altamente significativa

Donde:t = N° de tratamientos

r = N° de repeticiones

SCt: Suma de cuadrado de tratamientos

SCT: Suma de cuadrado de totales

SCE: Suma de cuadrado del error

CMt: Cuadrado medio de tratamiento

SCE: Cuadrado medio del error
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Modelo estadistico del DCA

El modelo aditivo lineal de este disefio es:

Yii=u+ 17 + € i=12 e €
J=12, i1

u; media de la poblacion

T, = efecto aditivo del i — ésimo tratamiento

€;j: Error aleatoria al que esta sujeto una observacion.

Se distribuyen normalmente ~ N(0 ¢2)

En la tabla 8 puede observarse la forma como se debe realizar la distribucion de los datos
gue se recogen del experimento, se elabora una tabla de doble entrada en la que se
disponen los niveles de tratamientos y repeticiones del experimento, tener presente que,
en la practica, no siempre se encuentra con experimentos en la cual el numero de

repeticiones son iguales, como es el presente modelo (Romaina, 2012).

Tabla 8 Esquema de un DCA para igual nimero de muestras por tratamiento

Tratamientos
Repeticiones 1 2.1 Gran total

1 Yii Yo2...Yu

2 Yi2 Yo... Y

r er Y2r Ytr
Total tratamiento Yio Ya.... Vi Y
Media Yl. Yz. Yt. Y
Tamafno de muestra n n..n N
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6.7.3. Método de tukey
El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para todas las

diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores mientras controla la

tasa de error por familia en un nivel especificado.

Es importante considerar la tasa de error por familia cuando se hacen comparaciones
multiples, porque la probabilidad de cometer un error de tipo | para una serie de
comparaciones es mayor que la tasa de error para cualquier comparacion individual. Para
contrarrestar esta tasa de error mas elevada, el método de Tukey ajusta el nivel de
confianza de cada intervalo individual para que el nivel de confianza simultaneo resultante
sea igual al valor que especifique Con este método se prueba el juego de hipétesis (Condo,
2015).

Ho:ti=ti
Ha:ti#ti’coni#1i

6.8. Matriz de consistencia
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Tabla 9 Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

DEFINICION DE OPERACIONES

RECOLECCION DE DATOS

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

DISENO O
METODO

INDICADORES

INSTRUMENTO

Compuestos hioactivos y
actividad antioxidante en

componentes bioactivos

Cromatografia de gases

Variable Independiente . ) y la actividad .
¢Cuéles son los - El aceite esencial Aceite esencial e! aceite esgnmal e antioxidante en el aceite acoplado a espectrometro
componentes Comparacion de los muestra una hidrolatos extraidos de la Experimental esencial e hidrolatos de masas (CG - MS)
bioa(F:)tivos la componentes variacion de Hidrolato especie vegetativa P extraidos del Método (DPPH)
actividad antioil(idante quimicos en el aceite componentes chikchimpay (tagetes chicchimpa (tagetes

. : esencial e hidrolatos ompo multiflora kunth). chimpay 9
en el aceite esencial e extraidos del bioactivos frente a multiflora kunth)
hidrolatos  extraidos . los hidrolatos - -
del chicchimpa chikchimpay extraidos del Variable dependiente componentes bioactivos
I'flp Y | (tagetes multiflora hikehi Porcentaje de y la actividad
(tagetes multiflora kunth). chikehimpay (tagetes rendimiento Se identificara los . : Cromatografia de gases
kunth)? multiflora kunth). o antioxidante en el aceite .
Compuestos componentes bioactivos } ] : acoplado a espectrometro
A . - L Experimental esencial e hidrolatos

bioactivos y también se determinara : de masas (CG - MS)

actividad antioxidante la actividad antioxidante. ex_trald_os del Método (DPPH)

chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)

¢Cual es el Determinar el . .

orcentaje del porcentaje del El aceite esencial -

porcent - presenta menor Se determinara el

rendimiento de rendimiento de la i f | - I .

extraccion de aceite extraccion de aceite rend!m!ento rente a rend|rr_1|ento de_ aceite

rendimiento del esencial e hidrolatos

esencial e hidrolatos

esencial e hidrolatos

hidrolato extraido del

Rendimiento

extraidos de la especie

Rendimiento

Balanza analitica

del chicchimpay del chikchimpay S - S Experimental
(tagetes multiflora (tagetes  multiflora chllrt_:f?lmpsy (t:getes vegetativa lpfrlkcr;lmp:y
kunth)? kunth). multiflora kunth). (tagetes multiflora kunth).
oz Determinar los . .
¢Cudles son los El aceite esencial N
compuestos Se determinara  los

compuestos
bioactivos en el aceite
esencial e hidrolatos
extraidos del
chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)?

bioactivos en el
aceite esencial e
hidrolatos extraidos
del chikchimpay
(tagetes  multiflora
kunth).

presenta  mayores
compones bioactivos
frente al hidrolato
extraido del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth).

Compuesto inactivo

compuestos  bioactivos
en el aceite esencial e
hidrolatos extraidos del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth).

Experimental

Compuestos bioactivos

Cromatografia de gases
acoplado a espectrémetro
de masas (CG - MS)

¢Cudl es la actividad
antioxidante del
aceite esencial e
hidrolato extraidos del
chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)?

Evaluar la actividad
antioxidante en el
aceite esencial e
hidrolatos extraidos
del chikchimpay
(tagetes  multiflora
kunth)

La actividad antioxidante
presenta una variaciéon
en el aceite esencial e
hidrolato extraido del
chikchimpay  (tagetes
multiflora kunth).

Actividad antioxidante

Se evaluara la actividad
antioxidante en el aceite
esencial e hidrolatos
extraidos del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth)

Experimental

Actividad antioxidante

Método (DPPH)
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7.RECURSOS Y CRONOGRAMA DE ACTIVIDAD

7.1. Recursos humanos
Autor de trabajo de investigacién Bach. QUISPE HUASCO, Silvia

Asesor Mg. HUARACA APARCO, Rosa
Co Asesora Dra. DELGADO LAIME, Maria Del Carmen

7.2. Presupuestos y fuente de financiamiento

Tabla 10 Presupuestos y fuente de financiamiento para el desarrollo de la
investigacion

ITEM |DESCRIPCION CANTIDAD UNID. MEDIDA | PRECIO PRECIO
Unid. PARCIAL
BIENES
Materiales de escritorio
01 Laptop Lenovo 1 Unid S/. 2,300.00 S/. 1,900.00
02 USB Hp 2gb 1 Unid S/. 20.00 S/. 20.00
03 Materiales Consumibles S/. 954.00
04 Papel bond A-4 de 80 gr 2 Millar S/. 25.00 S/. 50.00
05 Lapiceros PILOT 3 Unid S/. 2.00 S/ 6.00
06 Resaltadores color amarillo 2 Unid S/. 3.00 S/. 6.00
Faber Castell
07 Correctores 1 Unid S/. 5.00 S/. 5.00
08 Cuadernos espiralados 1 Unid S/.7.00 S/, 7.00
Stanford
09 Cartuchos de toner para 4 Unid S/. 220.00 S/, 880.00
impresora Multifuncional
Infraestructura
servicio
10 Servicio Internet 4 Mes S/.60.00 S/. 240.00
11 Servicio telefonia movil 1000 Minutos S/. 0.50 S/. 500.00
(Comunicaciones)
12 Servicio de Impresiones 2500 Unid S/.0.10 S/. 250.00
13 Servicio de empastados 20 Unid S/.4.00 S/.  80.00
Gastos de experimentacion
14 agua mineral 3 Unid S/.1.00 S/. 3.00
15 Imprevistos 1 Unid S/.100.00 S/. 100.00
16 Guardapolvo 1 Unid S/.50.00 S/. 50.00
17 Guantes desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
18 Gorra desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
19 Mascarilla desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
20 Balde Premium 1 Unid S/.25.00 S/. 25.00
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21

Gas propano

Balén

S/.38.00

S/. 38.00

22

Vasos

25

Unid

S/.0.10

S/. 2.50

24

Andlisis-AE

Unid

S/. 500.00

S/.1,500.00

Gastos total

S/. 6,532.00

Imprevistos

25

Imprevistos 10% del costo total

1

Unid

S/. 612.50

S/.612.50

COSTO TOTAL DE LA TESIS

S/.6,700.00

7.3. Cronograma de actividad

Tabla 11 Cronograma de actividad para el desarrollo de actividades de

investigacion

ACTIVIDADES

MESES

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Elaboracion del
proyecto

X

Aprobacion del
proyecto

Extraccion del
aceite esencial

Analisis de los
resultados

Elaboracion del
informe final

Presentacion del
informe final
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(Iniversidad Nacional Jost Naria Arguedas

Ydentidad y Exealencia para of Frabajo Productivo y of Desarnollo

Unidad de Investigacion de la Facultad Ingenieria

“Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Andahuaylas, 25 de mayo del 2022
CARTA N° 013-2022-DUI-JJOC-FI-UNAJMA
Sefiora:
Dra. Norma L. Catacora Flores
Coordinadora de la Facultad de Ingenieria
Universidad Nacional José Maria Arguedas
Ciudad.-

ASUNTO: SOLICITO APROBACION MEDIANTE ACTO RESOLUTIVO DE DESIGNACION DE JURADO
EVALUADOR DE PROYECTO DE INVESTIGACION

REFERENCIA: ACTA N2 13-2022-C-UIFI-UNAJMA - RESOLUCION N2 082-2022- CFI- UNAIMA, y
CARTA MULTIPLE N° 111-2022-UNAJMA-VP/ACAD-FI

Tengo a bien dirigirme a usted para expresarle un saludo cordial, y en aplicacion a los articulos 65°,
662 y 672 del CAPITULO IV “Del Jurado Evaluador” del TITULO IIl “De los titulos profesionales” del Reglamento de
Grados y Titulos de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, aprobado con Resolucion N2 0135-2021-CO-
UNAJMA, de fecha 6 de mayo 2021. Solicito la aprobacion mediante acto resolutivo de la designacion de JURADO
EVALUADOR del proyecto de investigacion denominado “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
EL ACEITE ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES MULTIFLORA
KUNTH)”, de acuerdo al siguiente detalle:

JURADO EVALUADOR:
Presidente : Dr. Ligarda Samanez, Carlos
Primer Miembro  : Mg. Choque Quispe,David
Segundo Miembro  : Mg. Ramos Pacheco Betsy Suri

ASESOR : Mg. Huaraca Aparco, Rosa

TESISTA : Bachiller en Ingenieria Agroindustrial, Silvia Quispe Huasco.

TITULO DEL PROYECO DE INVESTIGACION: “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL
ACEITE ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES
MULTIFLORA KUNTH)”

Se adjunta el ACTA N2 013-2022-C-UIFI-UNAIMA - RESOLUCION N2 082-2022- CFI- UNAIMA, de

Fecha 18 de abril del 2022.
Sin otro particular, me suscribo de Ud.

Atentamente,,

Ing. Juan José Oré Cerron
Presidente de la Unidad de
Investigacion de la Facultad de
Ingenieria

C.c
Archivo.



(Iniversidad Nacional Jost Naria Arguedas

Ydentidad y Exealencia para of Frabajo Productivo y of Desarnollo

Unidad de Investigacion de la Facultad Ingenieria

ACTA N2 013-2022-C-UIFI-UNAJMA - RESOLUCION Ne 082-2022- CFI- UNAJMA

DESIGNACION DE JURADO EVALUADOR

Siendo las 11:50 horas del dia 25 de mayo del 2022, en amparo a la RESOLUCION N2 082-2022- CFI-
UNAJMA, de fecha 18 de abril de 2022; que designa a la comision de la unidad de investigacion de la facultad de
ingenieria como presidente al Ing. Juan José Oré Cerron, MSc. David Choque Quispe y Dra. Maria del Carmen
Delgado Laime como miembros; con el propésito de atender la CARTA MULTIPLE N° 111-2022-UNAJMA-
VP/ACAD-FI, de la Coordinacion de la Facultad de Ingenieria, en donde la bachiller, Silvia Quispe Huasco solicita
designacion cambio de Jurado Evaluador del proyecto de investigacion denominado “COMPUESTOS
BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE
VEGETATIVA CHIKCHIMPAY (TAGETES MULTIFLORA KUNTH)”. La unidad de investigacion procedid a revisar el
expediente de la Bachiller Silvia Quispe Huasco, con el fin de verificar los requisitos (Solicitud del bachiller,
resolucion de designacion de asesor, declaracion jurada de autenticidad y proyecto de investigacion), segtn los
articulos 65°, 662 y 672 del CAPITULO IV “Del Jurado Evaluador” del TITULO Il “De los titulos profesionales” del
Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, aprobado con Resolucion N2
0135-2021-CO-UNAIMA, de fecha 6 de mayo 2021. Después de evaluar el caso, la Unidad de Investigacion de la
Facultad de Ingenieria declara procedente la solicitud, en tal sentido queda conformada de la siguiente manera:

JURADO EVALUADOR:
Presidente : Dr. Ligarda Samanez, Carlos
Primer Miembro : Mg. Choque Quispe,David
Segundo Miembro : Mg. Ramos Pacheco Betsy Suri

ASESOR
TESISTA

: Mg. Huaraca Aparco, Rosa
: Bachiller en Ingenieria Agroindustrial, Silvia Quispe Huasco.

Siendo las 12:00 horas del mismo dia y afio, se da por finalizada la reunidn y en sefial de conformidad de
los puntos acordados, se procede a firmar la presente acta.

Atentamente,

Ing. Juan José Oré Ceirdn Presidente de la Unidad
de Investigacion de la Facultad de Ingenieria

Dra. Maria del Carmen Delgado Laime
Miembro de la

MSc. David Choque Quispe
Miembro de la

Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria

C.c.
Archivo.

Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria



(Universidad Nacional Jos¢ Maria Arguedas

Odentidad y Excelencia para ol Trabajo Productivo y el Desarrollo

FACULTAD DE INGENIERIA

Andahuaylas, 23 de mayo de 2022

CARTA MULTIPLE N° 111-2021-UNAJMA-VP/ACAD-FI

Sefor:

Mtro. Juan José Ore Cerron

MSc. David Choque Quispe

Dra. Maria del Carmen Delgado Laime

COMISION DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE INGENIERIA

Presente.
ASUNTO: Remito solicitud de Designacién de Jurado Evaluador

REFERENCIA: Solicitud S/N
De mi mayor consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usted, para expresarle un cordial saludo, y a la
vez remitirle la solicitud de designacion de JURADO EVALUADOR del Proyecto e Informe Final de
Tesis denominado “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY
(TAGETES MULTIFLORA KUNTH)” del Bachiller en Ingenieria Agroindustrial SILVIA QUISPE
HUASCO.

Se adjunta la aprobacion del asesor y la declaracién jurada de autenticidad
(Anexo 33), para que su comisién pueda realizar el cambio correspondiente y remitir a esta
facultad para proceder con la emisién de la resolucion.

Atentamente,
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Local Académico — Escuela Profesional de Ingenieria de Sistemas: Av. José Maria Arguedas S/N — San Jerénimo
Local Académico — Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial: Av. 28 de julio N° 1103 - Talavera
Local Académico — Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental: Av. 28 de julio N° 1103 - Talavera



SOLICITO: Designacién de jurados
SENOR:
COORDINADOR DE LA FACULTAD DE INGENIERIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE MARIA

ARGUEDAS
YO, Silvia Quispe Huasco, Bachiller de la Carrera
Profesional de Ingenieria agroindustrial identificado con
DNI: 44951102. Domiciliado en la Av. Sesquicentenario s/n
Ante Ud. Con el debido respeto me presento y expongo:
Que,

Siendo Bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria agroindustrial ya habiendo
culminado mi proyecto de investigacion de Tesis y con la aprobacion de mi asesor
solicito a usted que me otorgue la Designacién de mis jurados, donde el proyecto lleva por
titulo “COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
ESENCIAL E HIDROLATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY

(TAGETES MULTIFLORA KUNTH)” para lo cual adjunto a la presente la documentacion

respectiva.

Solicito: A usted acceder a mi solicitud de otorgarme Designacién de jurados.

Adjunto:

1) Aprobacion del asesor
2) Declaracion jurada de autenticidad
3) Proyecto de investigacion de tesis

Andahuaylas, 20 de mayo de 2022

Firma del solicitante
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ANEXO 22

APROBACION DEL ASESOR

Quién suscribe:
Mg. HUARACA APARCO ROSA por la presente:

CERTIFICA,
Que, el Bachiller en Ingenieria de agroindustria, SILVIA QUISPE HUASCO ha

culminado satisfactoriamente el Proyecto de Tesis intitulado: “COMPUESTOS
BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE ESENCIAL E
HIDRATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA CHIKCHIMPAY
(tagetes multiflora kunth)” para optar el titulo profesional de ingenieria

agroindustrial.

Andahuaylas,19 de mayo del 2022.

Mg. Huaraca Aparco Rosa
Asesor

|

Br. Silvia Quispe Huasco
Tesista
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ANEXO 33

<

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD
SILVIA QUISPE HUASCO

Identificado (a) con DNI N° 44951102 de la Escuela Profesional de Ingemerla
Agroindustrial

Declaro bajo juramento que el Proyecto Titulado: Trabajo de Investigacion.
“COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
ESENCIAL E HIDRATOS EXTRAIDOS DE LA ESPECIE VEGETATIVA
CHIKCHIMPAY (tagetes multiflora kunth)” Es auténtico y no vulnera los derechos
de autor. Ademas, su contenido es de entera responsabilidad del autor (es) del
proyecto, quedando la UNAJMA exenta de toda responsabilidad en caso de atentar
contra la Ley de propiedad intelectual y derechos de autor.

Andahuaylas, 19 de mayo del 2022

Firma

N° DNI: 44951102

E-mail: silviaquispehuasco35@gmail.com
N° Celular: 910176092
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Compuestos bioactivos y actividad antioxidante en el
aceite esencial e hidrolatos extraidos de la especie

vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Situacién problemética
Los aceites esenciales y sus hidrolatos de las especies vegetativas son compuestos

del metabolismo vegetal; la mayoria de ellos son volatiles y son responsables del
aroma de las plantas. Dependiendo de la especie, se calcula que un aceite esencial
puede contener entre 50 a 300 compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los
grupos de hidrocarburos terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres,
compuestos fendlicos, fenilpropanoides, entre otros (Stashenko, 2009). Los aceites
esenciales se definen como mezclas de componentes volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas. Se encuentran muy difundidos en el reino
vegetal, de las 295 familias de plantas, de 60 a 80 producen aceites esenciales
(Marelby, 2012). Las caracteristicas quimicas especificas de los aceites esenciales
varian en funcion de la zona de cultivo y condiciones ambientales (Collura, 1985).
Tienen importancia comercial en la industria de alimentos, farmacéutica, de
sabores/fragancias, cosmética y de productos de aseo. Asimismo, el empleo de
aceites esenciales es una opcién importante para el control de insectos, hongos y
nematodos, como una alternativa al uso de plaguicidas sintéticos (Montoya, 2010).
El chikchimpay es una especie vegetativa que se desarrolla de forma silvestre ya
sea entre los cultivos agricolas y no agricolas en la provincia de Andahuaylas se
utiliza como especias y condimentos de preparaciones de alimentos, sin embargo,
existe la necesidad de realizar una caracterizacion de sus componentes quimicos
tanto en el aceite esencial y sus hidrolatos.

El presente proyecto se plantea con el propésito de caracterizar los componentes

guimicos en el aceite esencial e hidrolatos del chikchimpay.



1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
v' ¢ Cuales son los componentes bioactivos y la actividad antioxidante en el

aceite esencial e hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora
kunth)?

1.2.2. Problema especifico
v' ¢ Cual es el porcentaje del rendimiento de extraccién de aceite esencial e

hidrolatos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?

v' ¢ Cuales son los compuestos bioactivos en el aceite esencial e hidrolatos
extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?

v' ¢ Cudl es la actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos
del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?



2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
Perl posee una rica variedad en especies vegetales, debido a las condiciones

geogréficas favorables de la Cordillera de los Andes, la existencia de tres regiones
geograficas y la diversidad de pisos ecoldgicos (Pulgar, 1981).

Ingrid et al. (2010). Afirma que los aceites esenciales son una compleja mezcla
natural de metabolitos secundarios volatiles, aislados de plantas mediante métodos
como destilacion, extraccion con solventes, etc. Los principales constituyentes de
los aceites esenciales son monos y sesquiterpenos, incluyendo carbohidratos,
éteres, aldehidos y cetonas, los que son responsables de la fragancia y
propiedades biolégicas de las plantas medicinales.

Los aceites esenciales (AE) son producidos por el metabolismo secundario de la
planta y obtenidos principalmente por el proceso de destilacién al vapor. En el
proceso de aislamiento de aceites esenciales, también se obtienen hidrolatos, los
hidrolatos como productos de la destilacién al vapor, y una pequefa cantidad de
componentes de los aceites esenciales se disuelven en los hidrolatos. Los
compuestos oxigenados preciosos, que proporcionan propiedades organolépticas
y sabor especificos, asi como actividad biologica, los hacen Utiles para las industrias
alimentaria y cosmética (Ovidio, 2021). Los aceites esenciales cubren un amplio
espectro de actividades farmacologicas, demostrando  propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, antifingicas, antioxidantes y anticancerigenas.
Durante mucho tiempo se han utilizado en el campo de la cosmética, en la
elaboracién de perfumes, la conservacion de alimentos y aromaterapia Ingrid et
al.(2010).

En los ultimos afios ha crecido el interés por los productos naturales obtenidos de
la destilacion de plantas aromaticas: aceites esenciales (AE) e hidrolatos
(Hys). Como tal, hay muchos articulos cientificos sobre la efectividad de los AE en
varios  contextos:  antimicrobianos, inmunomoduladores, antioxidantes,
antiinflamatorios, analgésicos, sin embargo, hay poca evidencia algunas especies
nativas andinas.

Chikchimpay (tagetes multiflora kunth) es empleada, por su agradable aroma,

para condimentar distintas preparaciones, como reemplazo del cilantro en potajes



locales como pachamancas y algunos aderezos, y también como paliativo en el
sindrome menstrual. Gran parte de su utilidad proviene de su contenido en aceites
esenciales, los cuales le brindan el aroma caracteristico. El presente proyecto de
investigacion tiene como proposito determinar la los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolatos de chikchimpay ( tagetes
multiflora kunth), el estudio posibilitara brindar informacion para futuros estudios
y aplicaciones sobre todo en la industria alimentaria de la mencionada especie con
el fin de aprovechar nuestros recursos naturales como alternativa de conservantes
alimentarias frente a los conservantes quimicos convencionales y a los
antioxidantes artificiales, cuyos efectos secundarios provocan en el futuro

diferentes problemas de salud.

3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes de la investigacion Internacional
Sainz et al.,, (2019). Composicién quimica y actividades biol6gicas

de Artemisia  pedemontana subsp. Aceites  Esenciales e  Hidrolato
de assoana. En el estudio se analiz6 la composicion quimica de los AEs y su
proteccién fitosanitaria (insectos: Spodoptera littoralis , Rhopalosiphum
padi y Myzus persicae ; plantas: Lactuca sativa y Lolium perenne ;
hongos: Aspergillus niger ; y nematodos: Meloidogyne javanica ) y antiparasitaria
(Trypanosoma cruzi , Phytomonas davidi, y antiplasmodiales por la prueba de
inhibicion de la biocristalizacion de ferriprotoporfirina), ademas del subproducto
hidrolato. Los AE mostraron un perfil de 1,8-cineol y alcanfor, con diferencias
guimicas cuantitativas y cualitativas entre los métodos de cultivo. Estos aceites
tenian efectos moderados contra insectos, antifungicos y fitotoxicos; eran
tripanocidas; y exhibié efectos fitomonacidas moderados, mientras que el hidrolato
mostr6 una fuerte actividad nematicida. Ambos AE fueron igualmente
antialimentarios; el AE de las plantas de invernadero (etapa de floracion) fue mas
biocida (antifungico, nematicida y fitotéxico) que el AE de las plantas aeropdnicas
(etapa de crecimiento), que fue mas antiparasitario. Los principales componentes
de los aceites (1,8-cineol y alcanfor), o su combinacién 1:1, no explicaron ninguno

de estos efectos.



Granados (2020). Evaluacién de la Actividad Antioxidante del Aceite Esencial
Foliar de (Myrcianthes leucoxyla) de Norte de Santander (Colombia). En la
investigacion valu6 la composicion quimica y la actividad antioxidante del aceite
esencial, la extraccion del aceite obtuvo por arrastre con vapor de agua y la
identificacion de los componentes evalu6é por Cromatografia de Gases de Alta
Resolucion. Para determinar la actividad antioxidante de los aceites usé dos
métodos: capacidad de atrapamiento del catién radical ABTS* y capacidad de
atrapamiento del radical DPPH. En la cual tuvo como resultado 10 componentes
guimicas mayoritarios del AE de arrayan de clima frio (M. leucoxila). Concluy6 que
la inhibicion con la metodologia del radical DPPH no superé el 15%, mientras que
con el radical ABTS* el porcentaje de inhibicién fue alto. Esto sugiere que en el
aceite esencial estudiado se encuentro presentes compuestos donadores de
hidrogeno o electrones que pueden estabilizar al radical cationico ABTS*. En cuanto
la actividad antioxidante encontrada en el AE de M. leucoxyla posibilita la
realizacion de posteriores estudios, en la busqueda de su aplicacion en la industria
de alimentos como posible sustituto de los antioxidantes sintéticos, dada la
potencial capacidad para atrapar radicales libres.

Ovidio et al., (2021). Aceites esenciales e hidrolatos de Laurus nobilis, Salvia
sclarea y Salvia officinalis: evaluacién de la composicion quimica y
actividades biolégicas en fase liquida y vapor. En el estudio de los aceites
esenciales (AE) y los hidrolatos (HY) de Laurus nobilis, Salvia officinalis y Salvia
sclarea para definir sus composiciones quimicas y propiedades biolégicas. Se
utilizaron técnicas de cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) y
Headspace-GC/MS (HS-GC/MS) para caracterizar la composicion quimica en fase
liqguida y vapor de EO y HY. El 1,8-cineol (42,2 %, 33,5 %) y el a-pineno (16,7 %,
39,0 %) fueron los principales compuestos del AE de L. nobilis; el 1,8-cineol (30,3
%, 48,4 %) y el alcanfor (17,1 %, 8,7 %) fueron para AE de S. officinalis; acetato de
linalilo (62,6 %, 30,1 %) y linalool (11,1 %, 28,9 %) fueron para S. sclareaEO para
la fase liquida y vapor, respectivamente. El perfil quimico de los HY se caracterizd
por el 1,8-cineol (65,1 %, 61,4 %) como componente principal de los HY de L.

nobilis y S. officinalis, mientras que el linalol (89,5 %) fue el componente principal



de S. sclarea HY. La actividad antioxidante de EO y HY se llevo a cabo mediante
ensayos DPPH y ABTS y las propiedades antimicrobianas también se investigaron
mediante microdilucion y el método de difusion en disco para fase liquida y vapor
contra cinco cepas bacterianas diferentes, como Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 y Acinetobacter bohemicus DSM
102855 entre Gram-negativos Yy Bacillus cereus ATCC 10876 y Kocuria
marina DSM 16420 entre Gram-positivos. Los AE de L. nobilisyS.
officinalis demostraron una actividad antibacteriana considerable, mientras que el
AE de S. sclarea demostré ser menos eficaz. EI método de difusién en agar y la
prueba en fase de vapor mostraron la actividad de los AE con los mayores
diametros de inhibicién del halo contra A. bohemicus y B. cereus. Se determiné una
actividad antioxidante notablemente alta para L. nobilis que muestra valores bajos
de EC50 y también para S. sclarea; se obtuvieron buenos resultados de EO en
ambos ensayos utilizados. S. officinalis CE los 50 valores fueron ligeramente
superiores a lo que corresponde a una menor actividad antioxidante. Con respecto
a los HY, los valores de CE 50 para L. nobilis, S. officinalisy S. sclarea fueron
notablemente altos correspondientes a una actividad antioxidante extremadamente
baja.

Nacionales

Elias y Sichez (2019). Composicion quimica, caracteristicas fisicoquimicas y
capacidad antioxidante de aceites esenciales de cinco hierbas aromaticas”.
Tuvo como objetivo determinar la estructura quimica, peculiaridad fisicoquimica y
posibilidad antioxidante de los aceites esenciales de orégano originario (Lippia
graveolens), chincho (Tagetes elliptica Smith), hierbabuena (Mentha spicata),
huacatay (Tagetes minuta L), pampa salvia (Salvia officinalis L), se utilizé para la
obtencidn del aceite esencial la destilacion de vapor por arrastre, cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas para analizar los compuestos
bioactivos y la capacidad antioxidante analizo por el Test DPPH. Los resultados
fueron los siguientes identific6 22 compuestos quimicos que comprenden el 100%
de las sustancias que componen el total del aceite esencial de igual forma los

compuestos mas representativos identificados son Trans -Tagetona (51.37%), B-



trans-Ocimeno (25.03%) y el compuesto C9H18 (6.08%), la accidén antioxidante fue
de (1.75mg/mL) en aceite esencial de Huacatay. Por otra parte, en aceite esencial
de chincho identific6 43 compuestos que comprenden el 100% de la constitucion
total del aceite esencial, los compuestos mas significativos son: C9H18 con
(27.45%), cis-Tagetona (16.27%) y PB-trans-Ocimeno (11.45%), la capacidad
antioxidante fue de (2.43 mg/mL). Concluyé que las sustancias actian como
sistema de defensa y protegen a las plantas de infecciones dandoles color, aroma
y propiedades particulares ya que se sabe que las plantas contienen compuestos
biactvos que son beneficiosos para nuestra salud en cuanta la capacidad
antioxidante los resultados expresaron como actividad antiradical o IC50, la cual
esta definida como la concentracion del antioxidante que disminuye la absorcion
del radical a un 50% de la cantidad inicial.

Marin (2019). Composicion quimicay actividad antioxidante del
aceite esencial de ambrosia arborescens miller (marku). En la investigacion se

analizo la identificacién de los componentes bioactivos que posee la planta para
ello utilizé las hojas tiernas frescas de Ambrosia arborescens Miller, el aceite
esencial fue extraido por el método de hidrodestilacion con trampa de clevenger.
Su composicién fue determinada por cromatografia de gases - espectrometria de
masas y para la determinacion de la actividad antioxidante se aplicé el método del
DPPHe. (1,1- difenil2- picrilhidrazil). Los resultados obtenidos de la investigacion
fueron los siguiente; se identific6 94 componentes siendo los mas abundantes el
Bhimachaleno (14,2%), 2,6-dimetil-3,5-heptadien-2-ol (10,6%), germacreno D (7,41
%), a-Bisabolol (6,25%) y 6-isopropenil-4-8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8, 8a-octahidro-
naftaleno2-ol (6%) de Ambrosia arborescens Miller. Concluyé que el aceite esencial
presentd actividad antioxidante por tener en su composicibn compuestos

polifenolicos con propiedades antioxidantes.



3.2. Base teorica
3.2.1. Clasificacion taxondémica del Chikchimpay

A% e LYRIGN . R
figura 1 Chikchimpay (tagetes multiflora kunth)
Chikchimpay es una planta nativa de zonas andinas Asociada a Peru en la provincia
de Cuzco y Ayacucho (Jara, 2018), también en la provincia de Andahuaylas es
utilizada como especie alimenticia y medicinal en zonas altas de la provincia.
Division: Antophyta
Clase: Dycotyledonae
Super — Orden: Asteranae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Sub — Familia: Asteroideae
Tribu: Helenieae
Género: Tagetes

Especie: Mandonii Sch. Bip. Ex Klatt

3.2.2. Descripcion botanica Chikchimpay
El chikchimpay es una especie vegetativa ramificado que mide aproximadamente

30 cm de altura. Posee hojas compuestas pinnadas, lanceoladas con union sésil;
las mas bajas son pequefias, con aproximadamente 1 — 1 % cm de largo. Son
serradas con muchas puntas hasta el raquis. La inflorescencia tiene forma de

corimbo con un largo de 1 1/3 cm vy las flores no son sésiles. El involucro tiene
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aproximadamente 1 cm de largo y 4-5 mm de ancho, es ranurado, punteado, corto
con 5 dientes agudos. Flores amarillas de 8 mm de largo descubiertas, ligula de 4
mm de largo y papus de 2 — 2 ¥2 mm de largo, puntiagudo y palido (Jara, 2018).

3.2.3. Usos tradicionales Chikchimpay
Cordero et al., (2021) menciona las hojas de Chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

se utilizan para condimentar distintas preparaciones, y como reemplazo del cilantro
en el pebre. También se bebe como bebida caliente. Medicinal en infusion se bebe

para aliviar el dolor estomacal y para la distensiéon abdominal.

3.2.4. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles pueden encontrarse

hidrocarburos como: terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos
aromaticos y fenoles se encuentran en hojas, cascaras o semillas de algunas
plantas. Generalmente destilables por arrastre con vapor de agua. La pureza y el
rendimiento del aceite esencial dependeran de la técnica que se utilice para el
aislamiento (Tuyo, 2015)

Molecularmente los aceites esenciales son mezclas complejas de hasta mas de
200 componentes, constituidas mayoritariamente  por monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos (Look de Ugaz. O, 1999)

a) Monoterpenos

Los monoterpenos junto al isopreno son los compuestos organicos volatiles que
dominan las emisiones a escala global y son miembros importantes de la familia de
los isoprenoides (o terpenoides). Estos compuestos normalmente se pueden
almacenar en 6rganos especializados de las hojas y tallos, lo que contribuye a que
parte del carbono que se ha producido en los tejidos vegetales mediante diversos
procesos fisiologicos retorne hacia la atmdsfera. Esta emision es producida
principalmente por la difusion, debido a un gradiente de presion de vapor desde los
compartimentos celulares con concentraciones relativamente altas hacia el aire

circundante a las hojas. (Marin, 2019)
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figura 2 Ejemplos de monoterpenos (Solis, 2018)

b) Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos que contienen al menos un grupo carbonilo
conjugado, los cuales funcionan como agentes alquilantes. Se cree que la actividad
citotoxica de ellos radica en su capacidad de formar enlaces covalentes entre los
grupos O=C-C=CH:2 de los sesquiterpenos y a los grupos sulhidrilos de algunas
enzimas como la DNA polimerasa, timidilasa, fosfofructoquinasa y glicégeno
sintetasa ocasionando la inhibicion de la sintesis de DNA en las células
cancerigenas. El estrés oxidativo, es uno de los tantos factores que pueden
desencadenar el desarrollo del cancer. Los lipidos constituyen un factor de riesgo
para la formacion de radicales libres en el organismo y estudios recientes han
mostrado que las especies vegetales son buenos agentes antioxidantes. (Marin,
2019)

10



N

N

humuleno germacrano sativeno

—

o cedrol
cariofileno zingibireno

curcumeno cis - 8 -

farnesano

figura 3 Ejemplos de sesquiterpenos (Solis, 2018)

c) Fenilpropanos

Son compuestos de naturaleza quimica aromética (o0 sea que contienen un anillo
de benceno). Alguno de estos compuestos, como el p-cimeno, son terpenos ciclicos
aromatizados, pero la mayoria de ellos no son terpénicos. Muchos compuestos
aromaticos son fenilpropanoides, es decir que estan formados por el esqueleto del
fenilpropano. Los fenilpropanoides estan relacionados estructuralmente con los
aminoacidos fenilalanina y tirosina, para muchos de ellos se derivan de la ruta

bioquimica del acido shikimico. (Marin, 2019)
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condensacion del vapor que ha atravesado la materia vegetal durante el proceso
de la obtencion de un aceite esencial por un método de extraccion, es un producto
acuoso de la destilacion. La mayor parte de los componentes de los aceites
esenciales son volétiles y relativamente inmiscibles en el agua. En esta etapa del
proceso se obtiene el aceite esencial como producto principal y un hidrolato al que
se le considera un subproducto (Antezana, 2017). El agua, después de la

destilacion (el llamado hidrolato), puede servir para riegos o, a través del sistema



de cohobacion, puede ser reutilizada en el mismo sistema de destilacién. Algunos
hidrolatos, como sub-productos de la destilacién de aceites, se pueden emplear en
bafios, como agua para aromatizacion y para la limpieza (Antezana, 2017).

En la industria fitosanitaria los hidrolatos obtenidos durante el proceso de
extraccion se utilizan para repeler y controlar plagas, con ellos se preparan
herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematicidas, acaricidas, desodorizantes,

desinfectantes (Antezana, 2017).

3.2.6. Antioxidante del origen vegetal
Son sustancias que inhiben o retardan el proceso oxidativo, cuya actividad podria

deberse a sus componentes poli fendlicos. (Oliveira, 2014). Los polifenoles
constituyen uno de los principales compuestos con actividad antioxidante,
presentes en las plantas. (Echavarria, 2016). Los flavonoides, son un tipo de
polifenoles que se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y son
sustancias que manifiestan una potente actividad antioxidante. (Oliveira, 2014). La
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para
ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a la
posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico. (Gallego, 2016). Un antioxidante es una sustancia que forma parte de
los alimentos de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de
especies reactivas sobre las funciones fisiol6gicas normales de los humanos. Las
propiedades antioxidantes no sélo deben estudiarse por sus interacciones quimico-
bioldgicos, sino por su funcién en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos.
Se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos
para retrasar los procesos de oxidacién, en tanto previenen el comienzo de la
rancidez oxidativa. (Coronado, 2015).

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa (perdida de uno o mas electrones) de tal manera que actuan,
gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres. (Londofio, 2012). Los
antioxidantes son sustancias que son parte de los alimentos de consumo diario, por
ende, se ingieren a través de la alimentacion. Cabe mencionar que son los mas

importantes de todos ya que pueden prevenir los efectos adversos de especies
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reactivas sobre las funciones fisiologicas normales de los humanos Coronado et
al.(2015).

3.2.7. Mecanismo de accién de los antioxidantes
Interaccion directa con especies reactivas

Se refiere a la capacidad que tienen muchos antioxidantes para actuar como
“estabilizadores o apagadores de diversas especies reactivas”. En el caso de los
radicales libres, tal accion implica su estabilizacion a través de la cesion de un
electron a dichas especies reactivas. Tal mecanismo, definido como “SET” (single
electron transfer), permite que el Radical Libre pierda su condiciébn por
‘pareamiento” de su electron desapareado (Alvarado y condori, 2017).
Prevencion de la formacidén enzimética de especies reactivas

Algunos antioxidantes pueden actuar previniendo la formacion de Reactive Oxygen
Species (ROS) y Reactive Nitrogen Species (RNS). Lo hacen inhibiendo, ya sea la
expresion, la sintesis o la actividad de enzimas pro-oxidantes involucradas en la
generacion de especies reactivas, como la NADPH-oxidasa (NOX), la santona-
oxidasa (XO), la mieloperoxidasa (MPQO) y el éxido nitrico sintasa (NOS) (Alvarado
y condori, 2017).

Prevencion de la formacién de especies reactivas dependiente de metales
Implica la inhibiciébn de la formacion de especies reactivas se relaciona con
contraponer la capacidad que tienen ciertos metales de transicion, como hierro y
cobre (ambos en su estado reducido), para catalizar (actividad redox) la formacién
de radicales superoxido a partir de la reduccion de oxigeno y de radicales hidroxilos,
a partir de peroxido de hidrégeno (Reaccion de Fenton) (Alvarado y condori, 2017).
Activacion o induccién de la actividad de enzimas antioxidantes

Como parte de la defensa antioxidante, el organismo humano biosintetiza ciertas
enzimas cuya funcidon es remover especies reactivas, principalmente ROS. La
accion antioxidante de todas estas enzimas se traduce en una disminucion del

estado redox celular (Alvarado y condori, 2017).
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3.2.8. radical libre

Los componentes de un organismo vivo en su metabolismo aerébico normal estan
sujetos a una exposicion constante de especies redox u oxidantes. Las fuentes
pueden dividirse en sitios enddgenos y exdgenos. Los factores de estilo de vida
pueden incidir en ambos tipos de fuentes. Una idea importante, desde el principio,
fue la percepcion de que las reacciones de oxidacion-reduccion (redox) en las
células vivas se utilizan en procesos fundamentales de regulacion redox,

denominados colectivamente “Sefalizacion redox” (figura 9) y “control redox”

(Damian, 2020).
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figura 5 Sefializacidén redox y su relacion con el estrés oxidativo

Se lleva a cabo un gran desequilibrio molecular por sustancias quimicas conocidas

como radicales libres (RL), en el cual sus electrones realizan su recorrido orbital de
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forma impar; un compuesto se transforma en RL cuando gana un electréon
(reduccion), cuando pierde un electrén (oxidacion molecular) o en la division
simétrica de los compuestos covalentes, donde cada fraccion retiene al electréon
impar, como sucede tipicamente en la lipoperoxidacion. Los RL buscan obtener una
distribucion electrénica estable, por lo tanto, por medio de las reacciones redox
(reacciones de 6xido reduccidn) interactian con otras moléculas, generandose una
reaccion en cadenay logrando la estabilidad cuando dos radicales libres reaccionen
entre si 0 se sustrae el electron de sus proximidades llegando asi a la paridad
electronica (Damian, 2020).

Los radicales libres son moléculas altamente inestables y reactivas ya que son de
caracter paramagnético, presentan una vida media corta y tienen capacidad para
combinarse inespecificamente con diferentes moléculas y capacidad para atacar a
cualquier tipo de biomoléculas (Damién, 2020).

Las reacciones bioquimicas dadas se clasifican en 3 grupos.

-Reacciones de iniciacion: A partir de no radicales se forma un radical libre.
AB+C—>A<+D+E

-Reacciones de propagacién: Reaccion de molécula estable con radical libre

generando la formacion de radical libre.

A+ + CD — AC + De
-Reacciones de terminacién: Reaccion entre dos radicales libres, generando un

producto estable.

A+ + D+ — AD

Las especies reactivas contiene dos tipos de moléculas: los radicales libres y los
no radicales, originado en procesos fisiologicos normales como en procesos
patolégicos. Los RL se pueden clasificar por el grupo funcional que presente en su
molécula, tales como, nitrégeno, oxigeno, bromo, tiol, fésforo, etc. Las RNS y ROS
son dos grupos grandes que estan implicados en la biologia redox (reacciones de

oxido reduccion), aunque los radicales libres de oxigeno son de gran importancia y
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los mas comunes ya que forman parte de los diversos procesos aerobicos (Damian,
2020).

3.2.9. Método de extraccion de aceites esenciales

Extraccion por arrastre de vapor

Los aceites esenciales que derivan de las plantas aromaticas se obtienen
tipicamente por arrastre de vapor, siendo un proceso simple, clasico y relativamente
barato en el cual los aceites esenciales sean extraidos de la planta por una corriente
del vapor de agua y entonces ambas fases se separan facilmente por la diferencia
de densidades. Este método es uno de los mas utilizados y mas antiguo. Su uso se
radica en el bajo consumo energético y no ocasiona transformacién quimica en los
componentes del aceite. Su fundamento es que por efecto de la temperatura del
vapor (100°C) en un cierto tiempo, el tejido vegetal se rompe liberando el aceite
esencial. Los aceites esenciales obtenidos de esta forma deberan ser insolubles en
agua, de no serlo los componentes solubles en agua se quedaran en la fase acuosa
aun después de pasar por el condensador y el separador que permite aislar la fase
de aceite esencial de la de agua (Look de Ugaz. O, 1999).

Método de la destilacion por arrastre con vapor de agua

La muestra vegetal, generalmente seca y cortada en trozos pequefios, es
encerrada en una camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria.
Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite
obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Marin, 2019).

Método de la extraccion con solventes volatiles

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol,
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también solubilizan y
extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a 26 escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta

costoso por el valor comercial de los solventes, porgue se obtienen esencias

17



impurificadas con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio
caracteristicos de muchos solventes organicos volatiles (Marin, 2019).

Método de enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite
vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como vehiculo
extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal la
cual es separada posteriormente por otro medio fisico-quimicos. Esta técnica es
empleada para la obtencién de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero
su bajo rendimiento y la dificil separacién del aceite extractor la hacen costosa
(Marin, 2019).

Método de extraccién con fluidos supercriticos

Es de desarrollo méas reciente. El material vegetal cortado en trozos pequefos,
licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular
a través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo, diéxido de carbono
liquido), las esencias son 27 asi solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico
gue actiia como solvente extractor y se elimina por descompresion progresiva hasta
alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente, se obtiene una esencia
pura. Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente
compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las
bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los
componentes de la esencia, sin embargo, el equipo requerido es relativamente
costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion
también resistentes a las altas presiones (Marin, 2019).

Extraccién por microondas

El uso de microondas es otra alternativa para la extraccion de aceites esenciales.
Esta técnica puede utilizarse asistiendo un método convencional como la
hidrodestilacion o adaptando un equipo para establecerlo como un método
independiente, como la extraccion por microondas sin disolvente. No se necesita
agregar ningun disolvente o agua si se emplea material fresco. En caso de que el
material este seco, éste se rehidrata remojandolo en agua y drenando el exceso

antes de la extraccion (Peredo, 2009).

18



3.2.10. Cromatografia
Es un método que permite la separacion, identificacion y determinacion de los

componentes quimicos en mezclas complejas. Es dificil describir rigurosamente al
término 18 cromatografia, ya que se ha aplicado ese nombre a varios sistemas y
técnicas. Sin embargo, todos los métodos tienen en comun el uso de la fase
estacionaria y una fase movil. Los componentes de una mezcla son transportados
a través de una fase estacionaria por el flujo de una fase mévil, y las separaciones
se basan en las diferencias de velocidad de migracion entre los distintos
componentes de las mezclas (Barajas, 2011).

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos
fisicos y quimicos de separacion, es que se ponen en contacto dos fases
mutuamente inmiscibles. Una fase es estacionaria y la otra movil. Una muestra que
se introduce en la fase mavil es transportada a lo largo de la columna que contiene
una fase estacionaria distribuida. Las especies de la muestra experimentan
interacciones repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase estacionaria. Cuando
ambas fases se han escogido en forma apropiada los componentes de la muestra
se separan gradualmente en bandas en la fase moévil. Al final del proceso los
componentes separados emergen en orden creciente de interaccién con la fase
estacionaria. EI componente menos retardado emerge primero, el retenido mas
fuertemente eluye al Ultimo. El reparto entre las fases aprovecha las diferencias
entre las propiedades fisicas y/o quimicas de los componentes de la muestra
(Barajas, 2011).

Técnicas Cromatografias

Cromatografia en columna

En este tipo de cromatografia se utiliza un tubo cilindrico, en el interior se coloca
la fase estacionaria y a través de ella se hace pasar la fase mavil. El flujo de la fase
movil (liquido o gas) a través de la fase estacionaria se puede conseguir por

presion, capilaridad o por gravedad (Barajas, 2011).
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Cromatografia plana

La fase estacionaria se coloca en una superficie plana y se distinguen dos tipos de
cromatografia plana.

Cromatografia en papel, en la que el papel actia como soporte de la fase
estacionaria (cromatografia de particion) (Barajas, 2011).

Cromatografia en capa fina, un sdlido actiia como fase estacionaria, 0 como soporte
de la fase estacionaria se extiende en una capa delgada sobre una placa,
generalmente de vidrio, en la cromatografia plana esta excluido el uso de un gas
como fase mdvil, por lo que ésta siempre es liquida (Barajas, 2011).

Tabla 1 Clasificacion de los métodos cromatografico

Clasificacion Método Fase
general especifico estacionaria Tipo de equilibrio
Cromatografia de Gas-liquido Liquido adsorbido Reparto entre gas y
gases (GLC) liquido
Gas-solido solido Adsorcion

Liquido-liquido Liguido adsorbido | Adsorcion

Liguido-sélido sélido
Cromatografia Intercambio Resina de | Intercambio i6nico
liquida intercambio iénico
Exclusion por Reparto/tamizado

Liquido en los

Afinidad intersticios Reparto entre liquido

Liquido con un

grupo especifico

Cromatografia de gases
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En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase mavil
de un gas inerte (generalmente helio o nitrégeno) que no interacciona con las
moléculas 20 de analito, su Unica funcion es la de transportarlo a través de la
columna. El analito se distribuye entre la fase movil gaseosa y una fase liquida
inmovilizada sobre la superficie de un solido inerte dentro de la columna
cromatografica, de manera que en funcion de interaccion con ambas va a presentar
distinto tiempo de retencién, por lo que se puede analizar cada analito por separado
(Robles, 2014).

La cromatografia de gases se utiliza para el andlisis de compuestos que presentan
una volatilidad importante a temperaturas inferiores a 350-400 °C, ademés deben
ser termoestables a las temperaturas de trabajo y no han de degradarse ni perderse
parte de los mismos a través de reacciones secundarios. La naturaleza de los
analitos y su peso molecular se puedan utilizar para predecir su volatilidad, asi
cuanto mayor sea la polaridad y/o el peso molecular menor sera ésta. De manera
que, mientras que los hidrocarburos mas pesados de 500 uma puedan ser
analizados por medio GC, los de peso molecular superior 1400 uma necesitarian
condiciones especiales (Robles, 2014).

Cada soluto presente en la muestra tiene diferente afinidad hacia la fase
estacionaria, lo que permite su separacion: los componentes fuertemente retenidos
por esta fase se moveran lentamente en la fase movil, mientras que los débilmente
retenidos lo haran rapidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presion de
vapor de los compuestos (en general, a mayor presion de vapor, menor tiempo de
retencion en la columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los
diversos componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse
tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los detectores

seleccionados (Gutiérrez, 2002).
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Cromatografia de gases- espectrometria de masas (gc-ms)

Es una técnica combinada (GC-MS) que permite la separacion e identificacion de
mezclas complejas, es comunmente usado para el andlisis de aceites esenciales,
manejando un sistema con alta sensibilidad, adquisicion de datos y proceso
confiable y bajo costo en relacidon con el gasto de reactivos (Ricaldi, 2014).

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas
requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos técnicas
gue trabajan en fase gaseosa y necesitan una pequefia cantidad de muestra para
su analisis, por lo que son muy compatibles. El Unico obstaculo serio a la hora de
realizar su 25 acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna
cromatografia sale a presion atmosférica y debe introducirse en el interior del
espectrometro de masas que trabaja a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento
directo resulta facil cuando se utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el
caso mas habitual (Gutiérrez, 2002).

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases
se separa en la columna cromatografia obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de
masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. En este
proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros, actla
como detector cromatogréafico al registrar la corriente idnica total generada en la
fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatégrama (Gutiérrez,

2002).

3.2.11. Método para determinar la actividad antioxidante
Para evaluar actividad antioxidante se recurre a diferentes métodos

Método de DPPH

El DPPH o 2,2- difenil-1-picrilhidazil es un radical estable cromo6foro de color
morado oscuro. La reaccién con otros radicales, electrones o atomos de hidrogeno
conducen a la pérdida de color del DPPH medido por espectro UV-VIS a 517 nm
con la pérdida de la sefial de radicales libres, y sirve como un indicador de la

capacidad antioxidante, esta reacciébn se basa en la donacion electronica de
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antioxidantes para neutralizar el radical DPPH. Por lo tanto, este método se basa
principalmente en la suposicion de que la actividad antioxidante es igual a su

capacidad de donacion del electrén o el llamado poder reducto (Damian, 2020).

La reaccion primaria se muestra en la Figura 14, representando al radical DPPH
por Z+y la molécula donante por AH, donde ZH es la forma reducida y A « es radical
libre producido en el primer paso. La molécula DPPH (Z¢) estd destinada a
representar los radicales libres formados en el sistema cuya actividad debe ser

suprimida por la sustancia AH (Damian, 2020).

La reaccion primaria es:

Z + AH = ZH+A"

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Color morado Amarillo

figura 6 Radical DPPH (como radical libre) y su forma estable

Método de ABTS o+

El ensayo de la captacion del radical ABTS ** mide la capacidad de los antioxidantes
0 muestras con dicha capacidad antioxidante para eliminar el cation estable ABTS™
(2,2"-azinobis (3- acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), que presenta inicialmente
un azul verdoso croméforo con absorcion maxima a 734 nm y que disminuye en su
intensidad en presencia de antioxidantes. ABTS™* puede ser generado directamente
utilizando persulfato de potasio como el agente oxidante, los antioxidantes luego
reaccionan solo con ABTS™ (Figura 15) Entonces se explica que el ABTS
inicialmente se somete a una reaccion de oxidacion con permanganato de potasio,
persulfato de potasio o 2,2-azo-bis (2amidinopropano), produciendo el catién
radical del ABTS (ABTS"*) con un color azul verdoso. EIl ABTS™ es estable por
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varios minutos, el ABTS™* se somete a la muestra antioxidante, causando la
reduccion de ABTS™ y, en consecuencia, la decoloracion de la reaccidon mezcla
(Figura 16). Por lo tanto, el grado de decoloracion se puede expresar como el
porcentaje de inhibicion de ABTS™, que se determina en funcion del antioxidante

concentracion y tiempo (Damian, 2020).

ABTS + Ammonium persulfate —» ABTS*  (blue — Green, 734nm)

(Oxidizing agent) l AH/Ar- OH

ABTS i color

figura 7 Reaccion de ABTS (forma estable) y agente oxidante generando ABTS™*
(como radical libre)

(| (
08 SN =< :@ antioxidant .y . N]@\
\@r}:’{ 5 ST st:[:):w' :<s 50y

+

ABTS (lambda max=734 nm) ABTS (oourles)
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figura 8 Radical ABTS™ (como radical libre) y su forma estable

3.3. Marco conceptual
3.3.1. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente

destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes)
y farmacéutica (Martinez, 2003).
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3.3.2. Los Hidrolatos
son el subproducto de la obtencion de aceites esenciales por destilaciéon por

arrastre al vapor de flores y plantas aromaticas. El destilado resultante esta
compuesto basicamente de agua y una capa fina de aceite esencial, que
normalmente se separa y se vende aparte. Es decir, con una destilacion, se
obtienen dos productos el aceite esencial por un lado y el hidrolato que contiene

micro-particulas de aceite esencial en suspension (Sweetillo, 2016).

3.3.3. Los antioxidantes
Un antioxidante se define, en el sentido mas amplio de la palabra, como cualquier

molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o mas
electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos biolégicos como lipidos,
proteinas o acidos nucléicos (Menckeberg, 2021).

3.3.4. Métodos de extraccion de los aceites esenciales
Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante

varios métodos como: destilacibn con agua o hidrodestilacibn con trampa de
clevenger, destilacion por arrastre de vapor, expresion, extraccion con disolventes,
extracciéon por el método enflorado o enfleurage, extraccion por fluidos supercriticos

y extraccion por microondas (Martinez, 2003).

3.3.5. El estrés oxidativo
Es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes. Puede

entenderse como un desequilibrio entre la generacién de radicales libres y la
eliminacion de los mismos y estd ampliamente involucrado en la aparicién vy

desarrollo de muchas enfermedades (Helmut, 2018).

3.3.6. Los radicales libres
son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre por lo

gue son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables
con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. un radical libre es cualquier
especie (atomo, molécula o i6n) que contenga a lo menos un electron desapareado
en su orbital mas externo, y que sea a su vez capaz de existir en forma

independiente (de ahi el término libre). (Menckeberg, 2021)
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3.3.7. Atomo
Es la particula mas pequefia de materia que puede existir libre conservando las

propiedades fisico-quimicas caracteristicas de ese elemento y que es capaz de
intervenir en reacciones quimicas. En la estructura del &tomo encontramos una
region central muy densa formada por dos tipos de particulas los protones y los
neutrones. Ambos le otorgan masa al nucleo, los protones son particulas con carga

positiva y los neutrones no estan cargados (Zaragoza, 1992)

4. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

4.1. Objetivo general
v' Comparacién de los componentes quimicos en el aceite esencial e

hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

4.2. Objetivo especifico
v Determinar el porcentaje del rendimiento de la extracciéon de aceite esencial

e hidrolatos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v' Determinar los compuestos bhioactivos en el aceite esencial e hidrolatos
extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v Evaluar la actividad antioxidante en el aceite esencial e hidrolatos extraidos

del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

5. FORMULACION DE HIPOTESIS

5.1. Hipotesis general
v El aceite esencial muestra una variacién de componentes bioactivos frente a

los hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

5.2. Hipétesis especifico
v El aceite esencial presenta menor rendimiento frente al rendimiento del

hidrolato extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v El aceite esencial presenta mayores compones bioactivos frente al hidrolato
extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v' La actividad antioxidante presenta una variacion en el aceite esencial e

hidrolato extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).
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5.3. Identificacion de variables
Variable independiente

v Aceite esencial
v Hidrolato
Variable dependiente
v' Porcentaje de rendimiento
v' Compuestos bioactivos
v Actividad antioxidante

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Lugar de ejecucion
Localidad, Santa Rosa Distrito de Talavera, Provincia de Andahuaylas,

Departamento de Apurimac.
Institucidén, laboratorio de quimica de la escuela profesional de ingenieria
agroindustrial (EPIA) de la universidad José Maria Arguedas (UNAJMA).

6.2. Materiales, instrumentos y equipos

Tabla 2 Materiales

CANTIDAD DESCRIPCION

03 Vasos de precipitado de 50, 100 y 250 ml
01 Separador florentino de 100 ml

03 Probeta de 50 y 100 ml

01 Burea de 50 ml

01 Pera de decantacion ml

02 Gradillas para tubos de ensayo

03 Pipeta de 1 a 100 pL.

03 Pipeta de 5 ml.

03 Envase de vidrio color @&mbar de 15 ml
03 Propipetas
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03 Matras Erlenmeyer de 50 ml

01 Gotero
12 Tubos de ensayo
03 Matraces aforados
01 Espatula

Equipo

En esta Tabla (3) se muestran todo los equipos e instrumento con los cuales se

ejecutara el trabajo de investigacion.

Tabla 3 Equipo

CANTIDAD EQUIPO E INSTRUMENTO

01 Equipo de extraccion por arrastre de vapor

o1 Cromatégrafo de gases — Agilent Technologies
78902

01 Espectrofotémetro Agilent Technologies 5975C.

01 Balanza analitica de 0.1 mg — 120 g.

o1 Detector selecto de masa Agilent Technologies
5975 C

o1 Balanza analitica de 1/100 g. de 50 kg de capacidad

03 Picnémetro de 5 ml

01 Centrifuga

01 Termometro de 0 a 200 °C

Materia prima

En la Tabla (4) se muestra la materia prima con la que se va trabajar

28



Tabla 4 Materia prima

Cantidad Materia prima Descripcion
05 kg Chikchimpay Recolectada a 2860 msnm.
Andahuaylas.

Reactivos quimicos
En la Tabla (5) se muestran los reactivos a utilizarse en el trabajo de

investigacion.

Tabla 5 Reactivos quimicos

CANTIDAD REACTIVOS
60 mg Radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
50 mi Etanol
1L. Metanol
10 mi Fenolftaleina
10 mi Diclorometano
Dimetilsulfoxido (DMSO)
509 Hidroxido de sodio (NaOH) 1N
3L Agua destilada

6.3. Poblacion y muestra
Poblacion

Aceites esenciales e hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora
kunth) procedente de la provincia de Andahuaylas departamento — Apurimac.
Muestra

La muestra sera referida a 5 ml de aceite esencial y 5 ml de hidrolatos por

muestra el analisis que se realizan por triplicado.
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6.4. Tipo de investigacion

6.4.1. De acuerdo a fin que persigue
Aplicada

Con esta investigacion se logrard conocer la composicion de bioactivos de
chikchimpay (tagetes multiflora kunth) y también la actividad antioxidante que
permitira en futuro su aplicacion como posibles conservantes alimentarios desde

especies vegetativas andinas de nuestra provincia de Andahuaylas.

6.4.2. De acuerdo alatécnica de contrastacion
Experimental

Los datos seran obtenidos de fendmenos acondicionados por el investigador.

6.5. Método de analisis

6.5.1. Determinacion de compuestos bioactivos y actividad antioxidante
Se realizaran los siguientes analisis.

a. Determinacién de rendimiento del aceite esencial
Para determinar el rendimiento del aceite esencial, se tomard como referencia el
peso (g) de aceite esencial extraido sobre la cantidad de materia vegetal (g),

haciendo uso de una balanza analitica (Paredes, 2010).

w2

R . o — _We
endimiento % w1+ 100

Donde:

W1 = Peso en gramos del material vegetal sometido a extraccion.

W2 = Peso en gramos del aceite esencial extraido.

b. Determinacion de compuestos bioactivos

Cromatografia de gases — Espectrometria de masas (CG-MS) La identificacion del
componente del aceite esencial se realizard por Cromatografia de gases —
Espectrometria de masas (CG-MS), en el cromatdégrafo Modelo Trace 1310 Termo
scientific acoplado a un espectrémetro de masas Modelo ISQ QD Termo scientific,
en el laboratorio de Fitoquimica de la Universidad peruana Cayetano Heredia con
una columna capilar TG — 5SILMS de diametro interno 0.25 mm y de 30 metros.
Los analisis se llevaran a cabo bajo las siguientes condiciones: programa de
temperatura de horno, temperatura inicial 60°C, gradiente 5 °C/min., temperatura

final 240 °C (5 min.); gas portador helio con un flujo de ImL/min.; temperatura del
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inyector y detector de 250 °C, volumen de inyeccién de 1uL y una dilucién Split de
1/100. En el cromatégrafo se obtendra los cromatogramas y el contenido porcentual
de cada componente, se calculara a partir del &rea bajo el pico y los componentes
se comparara con el total del pico de areas de todos los componentes; mientras
gue la identificacidon de los componentes de cada cromatograma se realizara
mediante la obtencion del espectro 41 de masas. Los diferentes componentes del
aceite esencial, se identificara utlizando los tiempos de retencion de la
cromatografia de gases y los espectrometros de masa de cada componente. Los
espectros de masas se compararan con los datos estandar de referencia
correspondiente a los espectros de masas de la base de datos libreria Mainlib. Lo
que permitird valorar la composicion mayoritaria de cada aceite esencial y asi
determinar la identificacion y cuantificacion de los aceites esenciales (Marin, 2019).
c. Determinacion de la actividad antioxidante

Método (DPPH?e) (1,1-Difenil-2-Picrilhidrazil)

El radical libre y estable 1,1-Difenil-2-Picrilhidrazil (DPPH¢), Es un indicador para
medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidante. Su mecanismo de reaccion consiste en la sustraccion de un atomo de
hidrogeno proveniente de un donador. La reaccion de ensayo, desarrolla un cambio
de color violeta a amarillo a medida que disminuye la absorbancia a 515 nm
(Carhuapoma, 2007).

Los resultados se expresan como actividad antiradical o IC50 (Concentracion
Inhibitoria al 50), la cual esta definida como la concentracién del antioxidante que
disminuye la absorcién del radical a un 50% de la cantidad inicial (Torrenegra,
2014).

Los compuestos polifendlicos frente al radical DPPH®, en general la absorbancia
desciende rapidamente en los primeros minutos, debido a la transferencia al radical
de los 4tomos de hidrogeno con mas facilidad de donacion. Seguidamente una
etapa de caida mas lenta, hasta el equilibrio, debido a la actividad remanente de
los productos de oxidacion y degradacién (Oliveira, 2014).

Se procederd calcular con la siguiente formula:

% de Inhibicion para cada concentracién con la siguiente formula:
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% de Inhibicien = 20— 4r
cde Innt lClon—AO*loo
Donde:

Ao = Absorbancia a tiempo cero

Ar = Absorbancia final % de Inhibicion

6.6. Metodologia experimental
6.6.1. Descripcién de la obtencién del aceite esencial de la especie vegetativa

chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

a. Materia prima

Se utilizara la especie vegetativa chikchimpay procedente de la provincia de
Andahuaylas.

b. Recoleccién

Se llevara a cabo una recoleccion manual. El recojo se realizara primeras horas de
la mafiana para evitar una exudacion excesiva de planta.

c. Recepcidn

Sera realizado mediante una inspeccién en el estado de floracion con el corte de
25 —30cm.

d. Transporte

El apasionamiento y/o la sobrecarga generan estrés y por lo tanto hay un
incremento de temperatura y deterioro de la planta. Es por ello que se efectuara el
transporte en sacos con malla que permitird una aireacion.

e. Selecciény limpieza

Se procedera la seleccion de la materia prima y la eliminacion de particulas
extrafas (polvo, arena y otros) adheridas a la superficie del chikchimpay y se dara
aire sobre una superficie lisa con adecuada ventilacion.

f. Acondicionamiento
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Se acondicionara en un contenedor (cesto de acero inoxidable) el material vegetal
sera hojas frescas una cantidad. ElI material vegetal contenido en el cesto sera
depositado en el extractor con agua destilada para la generacion de vapor.

g. Extraccion

Esta operacion se realizara a partir de tres muestras de 10kg de materia prima,
sometidas al método arrastre con vapor, en un equipo de acero inoxidable y se
iniciara el proceso de extraccion.

h. Descarga

Una vez terminado la extraccidn se realizara la descarga tanto del separador de
aceites esenciales como del material vegetal depositado en el extractor y en el
contenedor, obteniéndose asi aceite esencial.

i. Almacenamiento

El aceite esencial, serd envasado en frascos ambar de 10ml, se almacenara en

ambientes de refrigeracion a temperaturas promedios de 5-3°C. (Valverde, 2011)
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Diagrama de bloque para la obtencién del aceite esencial de la especie

vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

MATERIA PRIMA

RECOLECCION

A\ 4

RECEPCION Corte de rama de
25-30cm.

\4

TRANSPORTE

\ 4

SELECCION Y LIMPIEZA |, Hoias, materias
extranas, etc.

ACONDICIONAMIENTO

\4

Ramillas de los EXTRACCION
Tagetes.

DESCARGA

\4

ALMACENAMIENTO

(Frasco ambar de 10 ml, temperatura de refrigeracion)

figura 9 Diagrama de bloque para la obtencion del aceite esencial de la especie
vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)
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6.6.2. Descripcion del proceso de andlisis instrumental por GC — SM
a. Portador “gas helio”

Se utilizara el equipo de cromatografia para la separacion de los compuestos
volatiles.

b. Muestra de aceite esencial

Se realizard esta etapa para la separacibn de compuestos activos por
cromatografia de gas.

c. Horno

Se encargara de producir calor para alimentar al gas helio (T°60 °C- T°210 °C).

d. Columna

En este proceso la corriente de gas atraviesa una columna cromatografia que
separara los compuestos activos.

e. Detector

En esta fase los componentes activos son detectados por medio de una mezcla que
pasara por un analisis cualitativo.

f. Camarade ionizacion

Después del andlisis ingresara a una camara de ionizacion.

g. Analisis

Consta la comparacién de compuestos obtenidos con la libreria de patron.
(Marquez, 2014)
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Diagrama de bloque para el proceso de andlisis instrumental por
cromatografia de gases — espectrometria de masas del aceite esencial de la

especie vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

PORTADOR GAS

/ HELIO

ACEITE ESENCIAL

Método de
GC v

HORNO [ » (T°60°C-T°210
OC)

COLUMNA

l

\ DETECTOR

CAMARA DE

IONIZACION
Método de
MS

ANALISIS

RESULTADO
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figura 10 Diagrama de bloque para el proceso de analisis instrumental por
cromatografia de gases — espectrometria de masas del aceite esencial de la especie
vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

(Marquez, 2014)

6.6.3. Descripcion de la actividad antioxidante
preparacion de los reactivos

v' Radical DPPH« (0.06 mM), se pesara 2.3 mg de DPPH- y se disuelven en
100 mL de metanol (Brand-William et al., 1995). El radical preparado es
estable durante 12 h a temperatura ambiente y protegida de la luz.

v' Preparacién del estandar de referencia TROLOX: se emplea el Trolox en
metanol, se preparara una disolucion madre de 2 mM y posteriormente se
preparard diluciones de 0.05, 0,1, 0,5 y 1 mM en metanol, para preparar la
curva estandar referida al % inhibicion con respecto a las diferentes
concentraciones de Trolox.

v' Se medira la absorbancia con cubetas de cuarzo estandar de 1cm, a 515 nm
de 2.9 mL del DPPH- (0.06mM), obteniendo asi el valor de la absorbancia a
tiempo cero, posteriormente se adicionard 100 pL de las diferentes
concentraciones del Trolox, y se mide la absorbancia cada quince minutos,
durante una hora (hasta alcanzar el equilibrio), se obtendra asi el valor de la

absorbancia final, pudiendo calcular el % de inhibicion (Samaniego, 2006).
Medida de la actividad antioxidante de las muestras

v' Se extraera la fraccion polar del aceite, se mezclara el aceite en metanol en
proporcion 1:1 v/v y se centrifugara a 2500-3000 rpm durante diez minutos a
15°C, a continuacion, se extraera la fase metandlica, donde se encuentran
los componentes solubles en metanol del aceite (compuestos polifendlicos),
responsables en su mayoria del efecto antioxidante de los mismos.

v' Se medira la absorbancia en diferentes diluciones metandlicas del extracto
(1:2,1:5y 1:10).

v' Se tomara 2.9 mL del radical DPPHe, se le medira la absorbancia a 515nm,

y se afladera 100uL del extracto metandlico del aceite a ensayar. Se agita y
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se mide su absorbancia cada 15 minutos durante una hora (Samaniego,
2006).

6.7. Disefio experimental
El disefio experimental para el trabajo de investigacion sera tipo disefio completamente al

azar (DCA), debido a que se manipulara dos variables de entrada con tres repeticiones y
con variable de salida rendimiento del aceite esencial, componente bioactivo y actividad
antioxidante se hard una comparacion de las dos variables independientes, arreglo

experimental se muestra en la tabla (6)

Tabla 6 Disefio experimental — DCA

‘ Variable dependiente

Numero de Variable Rendimient Compuest Actividad
repeticione independient o o antioxidant
s (j) e bioactivo e

3 Chikchimpay

6.7.1. ANOVA para el disefio completamente al azar (DCA)
El andlisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el andlisis de datos

experimentales.

La idea general de esta técnica es separar la variacion total en las partes con las que
contribuye cada fuente de variacién en el experimento. En el caso del DCA se separan la
variabilidad debida a los tratamientos y debida al error. Cuando la primera predomina
“claramente” sobre la segunda, es cuando se concluye que los tratamientos tienen efecto,
o dicho de otra manera, las medias son diferentes.

Cuando los tratamientos no dominan contribuyen igual o menos que el error, por lo que se
concluye que las medias son iguales.

El objetivo del Andlisis de varianza en DCA es probar la hipétesis de igualdad de los
tratamientos con respecto a la media de la correspondiente variable de respuesta.

Es importante resaltar que el ANOVA supone que la variable de respuesta se distribuye
normal, con varianza constante (los tratamientos tienen varianza similar) y que las

mediciones son independientes entre si. Estos supuestos deben verificarse con las
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hipétesis para estar mas seguros de las conclusiones obtenidas, de la siguiente manera
(Gutierrez, 2008).

HO: pA= uB=uC= uD=pu

HA: pi # uj para algin i #j

A continuacion, se presentan las siguientes hipotesis:

Tiene efecto significativo el rendimiento, los compuestos bioactivos y la actividad
antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos de la especie vegetativa

chikchimpay.
Hipotesis
Hip6tesis nula Ho: No hay efecto significativo el rendimiento, los compuestos

bioactivos y la actividad antioxidante del e hidrolato extraidos de la especie

vegetativa chikchimpay.

Xi=Xj

Hipotesis alterna Ha: Hay efecto significativo el rendimiento, los compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos de la
especie vegetativa chikchimpay.

Xi#Xjparaalginiyj
Nivel de significancia (a)
Para el caso de comparaciones de tratamiento habitualmente se emplea para a = 0.05

(Gutierrez, 2008)

6.7.2. Andlisis estadistico
Andlisis De Varianza

El andlisis de varianza (ANOVA), se refiere en general a un conjunto de situaciones
experimentales y procedimientos estadisticos para el andlisis de respuestas cuantitativas
de unidades experimentales. El problema mas sencillo de ANOVA se conoce como el
andlisis de varianza de un solo factor o disefio completamente al azar, éste se utiliza para
comparar dos o0 mas tratamientos, dado que sélo consideran dos fuentes de variabilidad,

los tratamientos y el error aleatorio. En todas las corridas experimentales se deben de
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realizar en un orden aleatorio. De esta manera, si durante el estudio se hacen N pruebas,

éstas se corren al azar, de manera que los posibles efectos ambientales y temporales se

vayan repartiendo equitativamente entre los tratamientos (Romaina, 2012).

El andlisis de varianza es una técnica mediante la cual se prueban las medias de los

tratamientos y se observan las fuentes de variabilidad de la variable de respuesta. En el

caso del disefio completamente al azar, el esquema del ANOVA, se presenta en la tabla

(7) siguiente:

Tabla 7 Esquema del ANOVA

Fuente de ) C.M F F
variabilidad C.L S:C. ‘ t
3
Tratamiento Y y? SCT CMt
t- 1 - — VE o
r t—1 CME
—TC
Error - 1) SCT SCE
t(r- VTS
— SCt t(T — 1)
Total 2
rt- 1) z Yij
—TC

+ Diferencia estadistica significativa
++  Diferencia estadistica altamente significativa

Donde:t = N° de tratamientos

r = N° de repeticiones

SCt: Suma de cuadrado de tratamientos

SCT: Suma de cuadrado de totales

SCE: Suma de cuadrado del error

CMt: Cuadrado medio de tratamiento

SCE: Cuadrado medio del error
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Modelo estadistico del DCA

El modelo aditivo lineal de este disefio es:

Yii=u+ 17 + € i=12 e €
J=12, i1

u; media de la poblacion

T, = efecto aditivo del i — ésimo tratamiento

€;j: Error aleatoria al que esta sujeto una observacion.

Se distribuyen normalmente ~ N(0 ¢2)

En la tabla 8 puede observarse la forma como se debe realizar la distribucion de los datos
gue se recogen del experimento, se elabora una tabla de doble entrada en la que se
disponen los niveles de tratamientos y repeticiones del experimento, tener presente que,
en la practica, no siempre se encuentra con experimentos en la cual el numero de

repeticiones son iguales, como es el presente modelo (Romaina, 2012).

Tabla 8 Esquema de un DCA para igual nimero de muestras por tratamiento

Tratamientos
Repeticiones 1 2.1 Gran total

1 Yii Yo2...Yu

2 Yi2 Yo... Y

r er Y2r Ytr
Total tratamiento Yio Ya.... Vi Y
Media Yl. Yz. Yt. Y
Tamafno de muestra n n..n N
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6.7.3. Método de tukey
El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para todas las

diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores mientras controla la

tasa de error por familia en un nivel especificado.

Es importante considerar la tasa de error por familia cuando se hacen comparaciones
multiples, porque la probabilidad de cometer un error de tipo | para una serie de
comparaciones es mayor que la tasa de error para cualquier comparacion individual. Para
contrarrestar esta tasa de error mas elevada, el método de Tukey ajusta el nivel de
confianza de cada intervalo individual para que el nivel de confianza simultaneo resultante
sea igual al valor que especifique Con este método se prueba el juego de hipétesis (Condo,
2015).

Ho:ti=ti
Ha:ti#ti’coni#1i

6.8. Matriz de consistencia
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Tabla 9 Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

DEFINICION DE OPERACIONES

RECOLECCION DE DATOS

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

DISENO O
METODO

INDICADORES

INSTRUMENTO

Compuestos hioactivos y
actividad antioxidante en

componentes bioactivos

Cromatografia de gases

Variable Independiente . ) y la actividad .
¢Cuéles son los - El aceite esencial Aceite esencial e! aceite esgnmal e antioxidante en el aceite acoplado a espectrometro
componentes Comparacion de los muestra una hidrolatos extraidos de la Experimental esencial e hidrolatos de masas (CG - MS)
bioa(F:)tivos la componentes variacion de Hidrolato especie vegetativa P extraidos del Método (DPPH)
actividad antioil(idante quimicos en el aceite componentes chikchimpay (tagetes chicchimpa (tagetes

. : esencial e hidrolatos ompo multiflora kunth). chimpay 9
en el aceite esencial e extraidos del bioactivos frente a multiflora kunth)
hidrolatos  extraidos . los hidrolatos - -
del chicchimpa chikchimpay extraidos del Variable dependiente componentes bioactivos
I'flp Y | (tagetes multiflora hikehi Porcentaje de y la actividad
(tagetes multiflora kunth). chikehimpay (tagetes rendimiento Se identificara los . : Cromatografia de gases
kunth)? multiflora kunth). o antioxidante en el aceite .
Compuestos componentes bioactivos } ] : acoplado a espectrometro
A . - L Experimental esencial e hidrolatos

bioactivos y también se determinara : de masas (CG - MS)

actividad antioxidante la actividad antioxidante. ex_trald_os del Método (DPPH)

chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)

¢Cual es el Determinar el . .

orcentaje del porcentaje del El aceite esencial -

porcent - presenta menor Se determinara el

rendimiento de rendimiento de la i f | - I .

extraccion de aceite extraccion de aceite rend!m!ento rente a rend|rr_1|ento de_ aceite

rendimiento del esencial e hidrolatos

esencial e hidrolatos

esencial e hidrolatos

hidrolato extraido del

Rendimiento

extraidos de la especie

Rendimiento

Balanza analitica

del chicchimpay del chikchimpay S - S Experimental
(tagetes multiflora (tagetes  multiflora chllrt_:f?lmpsy (t:getes vegetativa lpfrlkcr;lmp:y
kunth)? kunth). multiflora kunth). (tagetes multiflora kunth).
oz Determinar los . .
¢Cudles son los El aceite esencial N
compuestos Se determinara  los

compuestos
bioactivos en el aceite
esencial e hidrolatos
extraidos del
chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)?

bioactivos en el
aceite esencial e
hidrolatos extraidos
del chikchimpay
(tagetes  multiflora
kunth).

presenta  mayores
compones bioactivos
frente al hidrolato
extraido del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth).

Compuesto inactivo

compuestos  bioactivos
en el aceite esencial e
hidrolatos extraidos del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth).

Experimental

Compuestos bioactivos

Cromatografia de gases
acoplado a espectrémetro
de masas (CG - MS)

¢Cudl es la actividad
antioxidante del
aceite esencial e
hidrolato extraidos del
chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)?

Evaluar la actividad
antioxidante en el
aceite esencial e
hidrolatos extraidos
del chikchimpay
(tagetes  multiflora
kunth)

La actividad antioxidante
presenta una variaciéon
en el aceite esencial e
hidrolato extraido del
chikchimpay  (tagetes
multiflora kunth).

Actividad antioxidante

Se evaluara la actividad
antioxidante en el aceite
esencial e hidrolatos
extraidos del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth)

Experimental

Actividad antioxidante

Método (DPPH)
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7.RECURSOS Y CRONOGRAMA DE ACTIVIDAD

7.1. Recursos humanos
Autor de trabajo de investigacién Bach. QUISPE HUASCO, Silvia

Asesor Mg. HUARACA APARCO, Rosa
Co Asesora Dra. DELGADO LAIME, Maria Del Carmen

7.2. Presupuestos y fuente de financiamiento

Tabla 10 Presupuestos y fuente de financiamiento para el desarrollo de la
investigacion

ITEM |DESCRIPCION CANTIDAD UNID. MEDIDA | PRECIO PRECIO
Unid. PARCIAL
BIENES
Materiales de escritorio
01 Laptop Lenovo 1 Unid S/. 2,300.00 S/. 1,900.00
02 USB Hp 2gb 1 Unid S/. 20.00 S/. 20.00
03 Materiales Consumibles S/. 954.00
04 Papel bond A-4 de 80 gr 2 Millar S/. 25.00 S/. 50.00
05 Lapiceros PILOT 3 Unid S/. 2.00 S/ 6.00
06 Resaltadores color amarillo 2 Unid S/. 3.00 S/. 6.00
Faber Castell
07 Correctores 1 Unid S/. 5.00 S/. 5.00
08 Cuadernos espiralados 1 Unid S/.7.00 S/, 7.00
Stanford
09 Cartuchos de toner para 4 Unid S/. 220.00 S/, 880.00
impresora Multifuncional
Infraestructura
servicio
10 Servicio Internet 4 Mes S/.60.00 S/. 240.00
11 Servicio telefonia movil 1000 Minutos S/. 0.50 S/. 500.00
(Comunicaciones)
12 Servicio de Impresiones 2500 Unid S/.0.10 S/. 250.00
13 Servicio de empastados 20 Unid S/.4.00 S/.  80.00
Gastos de experimentacion
14 agua mineral 3 Unid S/.1.00 S/. 3.00
15 Imprevistos 1 Unid S/.100.00 S/. 100.00
16 Guardapolvo 1 Unid S/.50.00 S/. 50.00
17 Guantes desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
18 Gorra desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
19 Mascarilla desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
20 Balde Premium 1 Unid S/.25.00 S/. 25.00
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21

Gas propano

Balén

S/.38.00

S/. 38.00

22

Vasos

25

Unid

S/.0.10

S/. 2.50

24

Andlisis-AE

Unid

S/. 500.00

S/.1,500.00

Gastos total

S/. 6,532.00

Imprevistos

25

Imprevistos 10% del costo total

1

Unid

S/. 612.50

S/.612.50

COSTO TOTAL DE LA TESIS

S/.6,700.00

7.3. Cronograma de actividad

Tabla 11 Cronograma de actividad para el desarrollo de actividades de

investigacion

ACTIVIDADES

MESES

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Elaboracion del
proyecto

X

Aprobacion del
proyecto

Extraccion del
aceite esencial

Analisis de los
resultados

Elaboracion del
informe final

Presentacion del
informe final
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Compuestos bioactivos y actividad antioxidante en el
aceite esencial e hidrolatos extraidos de la especie

vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Situacién problemética
Los aceites esenciales y sus hidrolatos de las especies vegetativas son compuestos

del metabolismo vegetal; la mayoria de ellos son volatiles y son responsables del
aroma de las plantas. Dependiendo de la especie, se calcula que un aceite esencial
puede contener entre 50 a 300 compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los
grupos de hidrocarburos terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres,
compuestos fendlicos, fenilpropanoides, entre otros (Stashenko, 2009). Los aceites
esenciales se definen como mezclas de componentes volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas. Se encuentran muy difundidos en el reino
vegetal, de las 295 familias de plantas, de 60 a 80 producen aceites esenciales
(Marelby, 2012). Las caracteristicas quimicas especificas de los aceites esenciales
varian en funcion de la zona de cultivo y condiciones ambientales (Collura, 1985).
Tienen importancia comercial en la industria de alimentos, farmacéutica, de
sabores/fragancias, cosmética y de productos de aseo. Asimismo, el empleo de
aceites esenciales es una opcién importante para el control de insectos, hongos y
nematodos, como una alternativa al uso de plaguicidas sintéticos (Montoya, 2010).
El chikchimpay es una especie vegetativa que se desarrolla de forma silvestre ya
sea entre los cultivos agricolas y no agricolas en la provincia de Andahuaylas se
utiliza como especias y condimentos de preparaciones de alimentos, sin embargo,
existe la necesidad de realizar una caracterizacion de sus componentes quimicos
tanto en el aceite esencial y sus hidrolatos.

El presente proyecto se plantea con el propésito de caracterizar los componentes

guimicos en el aceite esencial e hidrolatos del chikchimpay.



1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
v' ¢ Cuales son los componentes bioactivos y la actividad antioxidante en el

aceite esencial e hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora
kunth)?

1.2.2. Problema especifico
v' ¢ Cual es el porcentaje del rendimiento de extraccién de aceite esencial e

hidrolatos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?

v' ¢ Cuales son los compuestos bioactivos en el aceite esencial e hidrolatos
extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?

v' ¢ Cudl es la actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos
del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)?



2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
Perl posee una rica variedad en especies vegetales, debido a las condiciones

geogréficas favorables de la Cordillera de los Andes, la existencia de tres regiones
geograficas y la diversidad de pisos ecoldgicos (Pulgar, 1981).

Ingrid et al. (2010). Afirma que los aceites esenciales son una compleja mezcla
natural de metabolitos secundarios volatiles, aislados de plantas mediante métodos
como destilacion, extraccion con solventes, etc. Los principales constituyentes de
los aceites esenciales son monos y sesquiterpenos, incluyendo carbohidratos,
éteres, aldehidos y cetonas, los que son responsables de la fragancia y
propiedades biolégicas de las plantas medicinales.

Los aceites esenciales (AE) son producidos por el metabolismo secundario de la
planta y obtenidos principalmente por el proceso de destilacién al vapor. En el
proceso de aislamiento de aceites esenciales, también se obtienen hidrolatos, los
hidrolatos como productos de la destilacién al vapor, y una pequefa cantidad de
componentes de los aceites esenciales se disuelven en los hidrolatos. Los
compuestos oxigenados preciosos, que proporcionan propiedades organolépticas
y sabor especificos, asi como actividad biologica, los hacen Utiles para las industrias
alimentaria y cosmética (Ovidio, 2021). Los aceites esenciales cubren un amplio
espectro de actividades farmacologicas, demostrando  propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, antifingicas, antioxidantes y anticancerigenas.
Durante mucho tiempo se han utilizado en el campo de la cosmética, en la
elaboracién de perfumes, la conservacion de alimentos y aromaterapia Ingrid et
al.(2010).

En los ultimos afios ha crecido el interés por los productos naturales obtenidos de
la destilacion de plantas aromaticas: aceites esenciales (AE) e hidrolatos
(Hys). Como tal, hay muchos articulos cientificos sobre la efectividad de los AE en
varios  contextos:  antimicrobianos, inmunomoduladores, antioxidantes,
antiinflamatorios, analgésicos, sin embargo, hay poca evidencia algunas especies
nativas andinas.

Chikchimpay (tagetes multiflora kunth) es empleada, por su agradable aroma,

para condimentar distintas preparaciones, como reemplazo del cilantro en potajes



locales como pachamancas y algunos aderezos, y también como paliativo en el
sindrome menstrual. Gran parte de su utilidad proviene de su contenido en aceites
esenciales, los cuales le brindan el aroma caracteristico. El presente proyecto de
investigacion tiene como proposito determinar la los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolatos de chikchimpay ( tagetes
multiflora kunth), el estudio posibilitara brindar informacion para futuros estudios
y aplicaciones sobre todo en la industria alimentaria de la mencionada especie con
el fin de aprovechar nuestros recursos naturales como alternativa de conservantes
alimentarias frente a los conservantes quimicos convencionales y a los
antioxidantes artificiales, cuyos efectos secundarios provocan en el futuro

diferentes problemas de salud.

3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes de la investigacion Internacional
Sainz et al.,, (2019). Composicién quimica y actividades biol6gicas

de Artemisia  pedemontana subsp. Aceites  Esenciales e  Hidrolato
de assoana. En el estudio se analiz6 la composicion quimica de los AEs y su
proteccién fitosanitaria (insectos: Spodoptera littoralis , Rhopalosiphum
padi y Myzus persicae ; plantas: Lactuca sativa y Lolium perenne ;
hongos: Aspergillus niger ; y nematodos: Meloidogyne javanica ) y antiparasitaria
(Trypanosoma cruzi , Phytomonas davidi, y antiplasmodiales por la prueba de
inhibicion de la biocristalizacion de ferriprotoporfirina), ademas del subproducto
hidrolato. Los AE mostraron un perfil de 1,8-cineol y alcanfor, con diferencias
guimicas cuantitativas y cualitativas entre los métodos de cultivo. Estos aceites
tenian efectos moderados contra insectos, antifungicos y fitotoxicos; eran
tripanocidas; y exhibié efectos fitomonacidas moderados, mientras que el hidrolato
mostr6 una fuerte actividad nematicida. Ambos AE fueron igualmente
antialimentarios; el AE de las plantas de invernadero (etapa de floracion) fue mas
biocida (antifungico, nematicida y fitotéxico) que el AE de las plantas aeropdnicas
(etapa de crecimiento), que fue mas antiparasitario. Los principales componentes
de los aceites (1,8-cineol y alcanfor), o su combinacién 1:1, no explicaron ninguno

de estos efectos.



Granados (2020). Evaluacién de la Actividad Antioxidante del Aceite Esencial
Foliar de (Myrcianthes leucoxyla) de Norte de Santander (Colombia). En la
investigacion valu6 la composicion quimica y la actividad antioxidante del aceite
esencial, la extraccion del aceite obtuvo por arrastre con vapor de agua y la
identificacion de los componentes evalu6é por Cromatografia de Gases de Alta
Resolucion. Para determinar la actividad antioxidante de los aceites usé dos
métodos: capacidad de atrapamiento del catién radical ABTS* y capacidad de
atrapamiento del radical DPPH. En la cual tuvo como resultado 10 componentes
guimicas mayoritarios del AE de arrayan de clima frio (M. leucoxila). Concluy6 que
la inhibicion con la metodologia del radical DPPH no superé el 15%, mientras que
con el radical ABTS* el porcentaje de inhibicién fue alto. Esto sugiere que en el
aceite esencial estudiado se encuentro presentes compuestos donadores de
hidrogeno o electrones que pueden estabilizar al radical cationico ABTS*. En cuanto
la actividad antioxidante encontrada en el AE de M. leucoxyla posibilita la
realizacion de posteriores estudios, en la busqueda de su aplicacion en la industria
de alimentos como posible sustituto de los antioxidantes sintéticos, dada la
potencial capacidad para atrapar radicales libres.

Ovidio et al., (2021). Aceites esenciales e hidrolatos de Laurus nobilis, Salvia
sclarea y Salvia officinalis: evaluacién de la composicion quimica y
actividades biolégicas en fase liquida y vapor. En el estudio de los aceites
esenciales (AE) y los hidrolatos (HY) de Laurus nobilis, Salvia officinalis y Salvia
sclarea para definir sus composiciones quimicas y propiedades biolégicas. Se
utilizaron técnicas de cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) y
Headspace-GC/MS (HS-GC/MS) para caracterizar la composicion quimica en fase
liqguida y vapor de EO y HY. El 1,8-cineol (42,2 %, 33,5 %) y el a-pineno (16,7 %,
39,0 %) fueron los principales compuestos del AE de L. nobilis; el 1,8-cineol (30,3
%, 48,4 %) y el alcanfor (17,1 %, 8,7 %) fueron para AE de S. officinalis; acetato de
linalilo (62,6 %, 30,1 %) y linalool (11,1 %, 28,9 %) fueron para S. sclareaEO para
la fase liquida y vapor, respectivamente. El perfil quimico de los HY se caracterizd
por el 1,8-cineol (65,1 %, 61,4 %) como componente principal de los HY de L.

nobilis y S. officinalis, mientras que el linalol (89,5 %) fue el componente principal



de S. sclarea HY. La actividad antioxidante de EO y HY se llevo a cabo mediante
ensayos DPPH y ABTS y las propiedades antimicrobianas también se investigaron
mediante microdilucion y el método de difusion en disco para fase liquida y vapor
contra cinco cepas bacterianas diferentes, como Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 y Acinetobacter bohemicus DSM
102855 entre Gram-negativos Yy Bacillus cereus ATCC 10876 y Kocuria
marina DSM 16420 entre Gram-positivos. Los AE de L. nobilisyS.
officinalis demostraron una actividad antibacteriana considerable, mientras que el
AE de S. sclarea demostré ser menos eficaz. EI método de difusién en agar y la
prueba en fase de vapor mostraron la actividad de los AE con los mayores
diametros de inhibicién del halo contra A. bohemicus y B. cereus. Se determiné una
actividad antioxidante notablemente alta para L. nobilis que muestra valores bajos
de EC50 y también para S. sclarea; se obtuvieron buenos resultados de EO en
ambos ensayos utilizados. S. officinalis CE los 50 valores fueron ligeramente
superiores a lo que corresponde a una menor actividad antioxidante. Con respecto
a los HY, los valores de CE 50 para L. nobilis, S. officinalisy S. sclarea fueron
notablemente altos correspondientes a una actividad antioxidante extremadamente
baja.

Nacionales

Elias y Sichez (2019). Composicion quimica, caracteristicas fisicoquimicas y
capacidad antioxidante de aceites esenciales de cinco hierbas aromaticas”.
Tuvo como objetivo determinar la estructura quimica, peculiaridad fisicoquimica y
posibilidad antioxidante de los aceites esenciales de orégano originario (Lippia
graveolens), chincho (Tagetes elliptica Smith), hierbabuena (Mentha spicata),
huacatay (Tagetes minuta L), pampa salvia (Salvia officinalis L), se utilizé para la
obtencidn del aceite esencial la destilacion de vapor por arrastre, cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas para analizar los compuestos
bioactivos y la capacidad antioxidante analizo por el Test DPPH. Los resultados
fueron los siguientes identific6 22 compuestos quimicos que comprenden el 100%
de las sustancias que componen el total del aceite esencial de igual forma los

compuestos mas representativos identificados son Trans -Tagetona (51.37%), B-



trans-Ocimeno (25.03%) y el compuesto C9H18 (6.08%), la accidén antioxidante fue
de (1.75mg/mL) en aceite esencial de Huacatay. Por otra parte, en aceite esencial
de chincho identific6 43 compuestos que comprenden el 100% de la constitucion
total del aceite esencial, los compuestos mas significativos son: C9H18 con
(27.45%), cis-Tagetona (16.27%) y PB-trans-Ocimeno (11.45%), la capacidad
antioxidante fue de (2.43 mg/mL). Concluyé que las sustancias actian como
sistema de defensa y protegen a las plantas de infecciones dandoles color, aroma
y propiedades particulares ya que se sabe que las plantas contienen compuestos
biactvos que son beneficiosos para nuestra salud en cuanta la capacidad
antioxidante los resultados expresaron como actividad antiradical o IC50, la cual
esta definida como la concentracion del antioxidante que disminuye la absorcion
del radical a un 50% de la cantidad inicial.

Marin (2019). Composicion quimicay actividad antioxidante del
aceite esencial de ambrosia arborescens miller (marku). En la investigacion se

analizo la identificacién de los componentes bioactivos que posee la planta para
ello utilizé las hojas tiernas frescas de Ambrosia arborescens Miller, el aceite
esencial fue extraido por el método de hidrodestilacion con trampa de clevenger.
Su composicién fue determinada por cromatografia de gases - espectrometria de
masas y para la determinacion de la actividad antioxidante se aplicé el método del
DPPHe. (1,1- difenil2- picrilhidrazil). Los resultados obtenidos de la investigacion
fueron los siguiente; se identific6 94 componentes siendo los mas abundantes el
Bhimachaleno (14,2%), 2,6-dimetil-3,5-heptadien-2-ol (10,6%), germacreno D (7,41
%), a-Bisabolol (6,25%) y 6-isopropenil-4-8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8, 8a-octahidro-
naftaleno2-ol (6%) de Ambrosia arborescens Miller. Concluyé que el aceite esencial
presentd actividad antioxidante por tener en su composicibn compuestos

polifenolicos con propiedades antioxidantes.



3.2. Base teorica
3.2.1. Clasificacion taxondémica del Chikchimpay

A% e LYRIGN . R
figura 1 Chikchimpay (tagetes multiflora kunth)
Chikchimpay es una planta nativa de zonas andinas Asociada a Peru en la provincia
de Cuzco y Ayacucho (Jara, 2018), también en la provincia de Andahuaylas es
utilizada como especie alimenticia y medicinal en zonas altas de la provincia.
Division: Antophyta
Clase: Dycotyledonae
Super — Orden: Asteranae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Sub — Familia: Asteroideae
Tribu: Helenieae
Género: Tagetes

Especie: Mandonii Sch. Bip. Ex Klatt

3.2.2. Descripcion botanica Chikchimpay
El chikchimpay es una especie vegetativa ramificado que mide aproximadamente

30 cm de altura. Posee hojas compuestas pinnadas, lanceoladas con union sésil;
las mas bajas son pequefias, con aproximadamente 1 — 1 % cm de largo. Son
serradas con muchas puntas hasta el raquis. La inflorescencia tiene forma de

corimbo con un largo de 1 1/3 cm vy las flores no son sésiles. El involucro tiene
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aproximadamente 1 cm de largo y 4-5 mm de ancho, es ranurado, punteado, corto
con 5 dientes agudos. Flores amarillas de 8 mm de largo descubiertas, ligula de 4
mm de largo y papus de 2 — 2 ¥2 mm de largo, puntiagudo y palido (Jara, 2018).

3.2.3. Usos tradicionales Chikchimpay
Cordero et al., (2021) menciona las hojas de Chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

se utilizan para condimentar distintas preparaciones, y como reemplazo del cilantro
en el pebre. También se bebe como bebida caliente. Medicinal en infusion se bebe

para aliviar el dolor estomacal y para la distensiéon abdominal.

3.2.4. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles pueden encontrarse

hidrocarburos como: terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos
aromaticos y fenoles se encuentran en hojas, cascaras o semillas de algunas
plantas. Generalmente destilables por arrastre con vapor de agua. La pureza y el
rendimiento del aceite esencial dependeran de la técnica que se utilice para el
aislamiento (Tuyo, 2015)

Molecularmente los aceites esenciales son mezclas complejas de hasta mas de
200 componentes, constituidas mayoritariamente  por monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos (Look de Ugaz. O, 1999)

a) Monoterpenos

Los monoterpenos junto al isopreno son los compuestos organicos volatiles que
dominan las emisiones a escala global y son miembros importantes de la familia de
los isoprenoides (o terpenoides). Estos compuestos normalmente se pueden
almacenar en 6rganos especializados de las hojas y tallos, lo que contribuye a que
parte del carbono que se ha producido en los tejidos vegetales mediante diversos
procesos fisiologicos retorne hacia la atmdsfera. Esta emision es producida
principalmente por la difusion, debido a un gradiente de presion de vapor desde los
compartimentos celulares con concentraciones relativamente altas hacia el aire

circundante a las hojas. (Marin, 2019)
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figura 2 Ejemplos de monoterpenos (Solis, 2018)

b) Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos que contienen al menos un grupo carbonilo
conjugado, los cuales funcionan como agentes alquilantes. Se cree que la actividad
citotoxica de ellos radica en su capacidad de formar enlaces covalentes entre los
grupos O=C-C=CH:2 de los sesquiterpenos y a los grupos sulhidrilos de algunas
enzimas como la DNA polimerasa, timidilasa, fosfofructoquinasa y glicégeno
sintetasa ocasionando la inhibicion de la sintesis de DNA en las células
cancerigenas. El estrés oxidativo, es uno de los tantos factores que pueden
desencadenar el desarrollo del cancer. Los lipidos constituyen un factor de riesgo
para la formacion de radicales libres en el organismo y estudios recientes han
mostrado que las especies vegetales son buenos agentes antioxidantes. (Marin,
2019)
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figura 3 Ejemplos de sesquiterpenos (Solis, 2018)

c) Fenilpropanos

Son compuestos de naturaleza quimica aromética (o0 sea que contienen un anillo
de benceno). Alguno de estos compuestos, como el p-cimeno, son terpenos ciclicos
aromatizados, pero la mayoria de ellos no son terpénicos. Muchos compuestos
aromaticos son fenilpropanoides, es decir que estan formados por el esqueleto del
fenilpropano. Los fenilpropanoides estan relacionados estructuralmente con los
aminoacidos fenilalanina y tirosina, para muchos de ellos se derivan de la ruta

bioquimica del acido shikimico. (Marin, 2019)
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condensacion del vapor que ha atravesado la materia vegetal durante el proceso
de la obtencion de un aceite esencial por un método de extraccion, es un producto
acuoso de la destilacion. La mayor parte de los componentes de los aceites
esenciales son volétiles y relativamente inmiscibles en el agua. En esta etapa del
proceso se obtiene el aceite esencial como producto principal y un hidrolato al que
se le considera un subproducto (Antezana, 2017). El agua, después de la

destilacion (el llamado hidrolato), puede servir para riegos o, a través del sistema



de cohobacion, puede ser reutilizada en el mismo sistema de destilacién. Algunos
hidrolatos, como sub-productos de la destilacién de aceites, se pueden emplear en
bafios, como agua para aromatizacion y para la limpieza (Antezana, 2017).

En la industria fitosanitaria los hidrolatos obtenidos durante el proceso de
extraccion se utilizan para repeler y controlar plagas, con ellos se preparan
herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematicidas, acaricidas, desodorizantes,

desinfectantes (Antezana, 2017).

3.2.6. Antioxidante del origen vegetal
Son sustancias que inhiben o retardan el proceso oxidativo, cuya actividad podria

deberse a sus componentes poli fendlicos. (Oliveira, 2014). Los polifenoles
constituyen uno de los principales compuestos con actividad antioxidante,
presentes en las plantas. (Echavarria, 2016). Los flavonoides, son un tipo de
polifenoles que se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y son
sustancias que manifiestan una potente actividad antioxidante. (Oliveira, 2014). La
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para
ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a la
posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico. (Gallego, 2016). Un antioxidante es una sustancia que forma parte de
los alimentos de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de
especies reactivas sobre las funciones fisiol6gicas normales de los humanos. Las
propiedades antioxidantes no sélo deben estudiarse por sus interacciones quimico-
bioldgicos, sino por su funcién en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos.
Se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos
para retrasar los procesos de oxidacién, en tanto previenen el comienzo de la
rancidez oxidativa. (Coronado, 2015).

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa (perdida de uno o mas electrones) de tal manera que actuan,
gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres. (Londofio, 2012). Los
antioxidantes son sustancias que son parte de los alimentos de consumo diario, por
ende, se ingieren a través de la alimentacion. Cabe mencionar que son los mas

importantes de todos ya que pueden prevenir los efectos adversos de especies
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reactivas sobre las funciones fisiologicas normales de los humanos Coronado et
al.(2015).

3.2.7. Mecanismo de accién de los antioxidantes
Interaccion directa con especies reactivas

Se refiere a la capacidad que tienen muchos antioxidantes para actuar como
“estabilizadores o apagadores de diversas especies reactivas”. En el caso de los
radicales libres, tal accion implica su estabilizacion a través de la cesion de un
electron a dichas especies reactivas. Tal mecanismo, definido como “SET” (single
electron transfer), permite que el Radical Libre pierda su condiciébn por
‘pareamiento” de su electron desapareado (Alvarado y condori, 2017).
Prevencion de la formacidén enzimética de especies reactivas

Algunos antioxidantes pueden actuar previniendo la formacion de Reactive Oxygen
Species (ROS) y Reactive Nitrogen Species (RNS). Lo hacen inhibiendo, ya sea la
expresion, la sintesis o la actividad de enzimas pro-oxidantes involucradas en la
generacion de especies reactivas, como la NADPH-oxidasa (NOX), la santona-
oxidasa (XO), la mieloperoxidasa (MPQO) y el éxido nitrico sintasa (NOS) (Alvarado
y condori, 2017).

Prevencion de la formacién de especies reactivas dependiente de metales
Implica la inhibiciébn de la formacion de especies reactivas se relaciona con
contraponer la capacidad que tienen ciertos metales de transicion, como hierro y
cobre (ambos en su estado reducido), para catalizar (actividad redox) la formacién
de radicales superoxido a partir de la reduccion de oxigeno y de radicales hidroxilos,
a partir de peroxido de hidrégeno (Reaccion de Fenton) (Alvarado y condori, 2017).
Activacion o induccién de la actividad de enzimas antioxidantes

Como parte de la defensa antioxidante, el organismo humano biosintetiza ciertas
enzimas cuya funcidon es remover especies reactivas, principalmente ROS. La
accion antioxidante de todas estas enzimas se traduce en una disminucion del

estado redox celular (Alvarado y condori, 2017).
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3.2.8. radical libre

Los componentes de un organismo vivo en su metabolismo aerébico normal estan
sujetos a una exposicion constante de especies redox u oxidantes. Las fuentes
pueden dividirse en sitios enddgenos y exdgenos. Los factores de estilo de vida
pueden incidir en ambos tipos de fuentes. Una idea importante, desde el principio,
fue la percepcion de que las reacciones de oxidacion-reduccion (redox) en las
células vivas se utilizan en procesos fundamentales de regulacion redox,

denominados colectivamente “Sefalizacion redox” (figura 9) y “control redox”

(Damian, 2020).

Controle 4
H,0, Controle

102
ROOH

Blancos especificos

Eustrés oxidativo

Sefializacion redox

Respuestas adaptativas

ej. NF-kB, Nrf2, HIF)

Fisiologia /
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Fuentes ¥, No v,

Baia Alta

Caida

/ \

figura 5 Sefializacidén redox y su relacion con el estrés oxidativo

Se lleva a cabo un gran desequilibrio molecular por sustancias quimicas conocidas

como radicales libres (RL), en el cual sus electrones realizan su recorrido orbital de
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forma impar; un compuesto se transforma en RL cuando gana un electréon
(reduccion), cuando pierde un electrén (oxidacion molecular) o en la division
simétrica de los compuestos covalentes, donde cada fraccion retiene al electréon
impar, como sucede tipicamente en la lipoperoxidacion. Los RL buscan obtener una
distribucion electrénica estable, por lo tanto, por medio de las reacciones redox
(reacciones de 6xido reduccidn) interactian con otras moléculas, generandose una
reaccion en cadenay logrando la estabilidad cuando dos radicales libres reaccionen
entre si 0 se sustrae el electron de sus proximidades llegando asi a la paridad
electronica (Damian, 2020).

Los radicales libres son moléculas altamente inestables y reactivas ya que son de
caracter paramagnético, presentan una vida media corta y tienen capacidad para
combinarse inespecificamente con diferentes moléculas y capacidad para atacar a
cualquier tipo de biomoléculas (Damién, 2020).

Las reacciones bioquimicas dadas se clasifican en 3 grupos.

-Reacciones de iniciacion: A partir de no radicales se forma un radical libre.
AB+C—>A<+D+E

-Reacciones de propagacién: Reaccion de molécula estable con radical libre

generando la formacion de radical libre.

A+ + CD — AC + De
-Reacciones de terminacién: Reaccion entre dos radicales libres, generando un

producto estable.

A+ + D+ — AD

Las especies reactivas contiene dos tipos de moléculas: los radicales libres y los
no radicales, originado en procesos fisiologicos normales como en procesos
patolégicos. Los RL se pueden clasificar por el grupo funcional que presente en su
molécula, tales como, nitrégeno, oxigeno, bromo, tiol, fésforo, etc. Las RNS y ROS
son dos grupos grandes que estan implicados en la biologia redox (reacciones de

oxido reduccion), aunque los radicales libres de oxigeno son de gran importancia y
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los mas comunes ya que forman parte de los diversos procesos aerobicos (Damian,
2020).

3.2.9. Método de extraccion de aceites esenciales

Extraccion por arrastre de vapor

Los aceites esenciales que derivan de las plantas aromaticas se obtienen
tipicamente por arrastre de vapor, siendo un proceso simple, clasico y relativamente
barato en el cual los aceites esenciales sean extraidos de la planta por una corriente
del vapor de agua y entonces ambas fases se separan facilmente por la diferencia
de densidades. Este método es uno de los mas utilizados y mas antiguo. Su uso se
radica en el bajo consumo energético y no ocasiona transformacién quimica en los
componentes del aceite. Su fundamento es que por efecto de la temperatura del
vapor (100°C) en un cierto tiempo, el tejido vegetal se rompe liberando el aceite
esencial. Los aceites esenciales obtenidos de esta forma deberan ser insolubles en
agua, de no serlo los componentes solubles en agua se quedaran en la fase acuosa
aun después de pasar por el condensador y el separador que permite aislar la fase
de aceite esencial de la de agua (Look de Ugaz. O, 1999).

Método de la destilacion por arrastre con vapor de agua

La muestra vegetal, generalmente seca y cortada en trozos pequefios, es
encerrada en una camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria.
Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite
obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Marin, 2019).

Método de la extraccion con solventes volatiles

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol,
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también solubilizan y
extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a 26 escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta

costoso por el valor comercial de los solventes, porgue se obtienen esencias
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impurificadas con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio
caracteristicos de muchos solventes organicos volatiles (Marin, 2019).

Método de enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite
vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como vehiculo
extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal la
cual es separada posteriormente por otro medio fisico-quimicos. Esta técnica es
empleada para la obtencién de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero
su bajo rendimiento y la dificil separacién del aceite extractor la hacen costosa
(Marin, 2019).

Método de extraccién con fluidos supercriticos

Es de desarrollo méas reciente. El material vegetal cortado en trozos pequefos,
licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular
a través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo, diéxido de carbono
liquido), las esencias son 27 asi solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico
gue actiia como solvente extractor y se elimina por descompresion progresiva hasta
alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente, se obtiene una esencia
pura. Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente
compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las
bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los
componentes de la esencia, sin embargo, el equipo requerido es relativamente
costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion
también resistentes a las altas presiones (Marin, 2019).

Extraccién por microondas

El uso de microondas es otra alternativa para la extraccion de aceites esenciales.
Esta técnica puede utilizarse asistiendo un método convencional como la
hidrodestilacion o adaptando un equipo para establecerlo como un método
independiente, como la extraccion por microondas sin disolvente. No se necesita
agregar ningun disolvente o agua si se emplea material fresco. En caso de que el
material este seco, éste se rehidrata remojandolo en agua y drenando el exceso

antes de la extraccion (Peredo, 2009).
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3.2.10. Cromatografia
Es un método que permite la separacion, identificacion y determinacion de los

componentes quimicos en mezclas complejas. Es dificil describir rigurosamente al
término 18 cromatografia, ya que se ha aplicado ese nombre a varios sistemas y
técnicas. Sin embargo, todos los métodos tienen en comun el uso de la fase
estacionaria y una fase movil. Los componentes de una mezcla son transportados
a través de una fase estacionaria por el flujo de una fase mévil, y las separaciones
se basan en las diferencias de velocidad de migracion entre los distintos
componentes de las mezclas (Barajas, 2011).

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos
fisicos y quimicos de separacion, es que se ponen en contacto dos fases
mutuamente inmiscibles. Una fase es estacionaria y la otra movil. Una muestra que
se introduce en la fase mavil es transportada a lo largo de la columna que contiene
una fase estacionaria distribuida. Las especies de la muestra experimentan
interacciones repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase estacionaria. Cuando
ambas fases se han escogido en forma apropiada los componentes de la muestra
se separan gradualmente en bandas en la fase moévil. Al final del proceso los
componentes separados emergen en orden creciente de interaccién con la fase
estacionaria. EI componente menos retardado emerge primero, el retenido mas
fuertemente eluye al Ultimo. El reparto entre las fases aprovecha las diferencias
entre las propiedades fisicas y/o quimicas de los componentes de la muestra
(Barajas, 2011).

Técnicas Cromatografias

Cromatografia en columna

En este tipo de cromatografia se utiliza un tubo cilindrico, en el interior se coloca
la fase estacionaria y a través de ella se hace pasar la fase mavil. El flujo de la fase
movil (liquido o gas) a través de la fase estacionaria se puede conseguir por

presion, capilaridad o por gravedad (Barajas, 2011).

19



Cromatografia plana

La fase estacionaria se coloca en una superficie plana y se distinguen dos tipos de
cromatografia plana.

Cromatografia en papel, en la que el papel actia como soporte de la fase
estacionaria (cromatografia de particion) (Barajas, 2011).

Cromatografia en capa fina, un sdlido actiia como fase estacionaria, 0 como soporte
de la fase estacionaria se extiende en una capa delgada sobre una placa,
generalmente de vidrio, en la cromatografia plana esta excluido el uso de un gas
como fase mdvil, por lo que ésta siempre es liquida (Barajas, 2011).

Tabla 1 Clasificacion de los métodos cromatografico

Clasificacion Método Fase
general especifico estacionaria Tipo de equilibrio
Cromatografia de Gas-liquido Liquido adsorbido Reparto entre gas y
gases (GLC) liquido
Gas-solido solido Adsorcion

Liquido-liquido Liguido adsorbido | Adsorcion

Liguido-sélido sélido
Cromatografia Intercambio Resina de | Intercambio i6nico
liquida intercambio iénico
Exclusion por Reparto/tamizado

Liquido en los

Afinidad intersticios Reparto entre liquido

Liquido con un

grupo especifico

Cromatografia de gases
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En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase mavil
de un gas inerte (generalmente helio o nitrégeno) que no interacciona con las
moléculas 20 de analito, su Unica funcion es la de transportarlo a través de la
columna. El analito se distribuye entre la fase movil gaseosa y una fase liquida
inmovilizada sobre la superficie de un solido inerte dentro de la columna
cromatografica, de manera que en funcion de interaccion con ambas va a presentar
distinto tiempo de retencién, por lo que se puede analizar cada analito por separado
(Robles, 2014).

La cromatografia de gases se utiliza para el andlisis de compuestos que presentan
una volatilidad importante a temperaturas inferiores a 350-400 °C, ademés deben
ser termoestables a las temperaturas de trabajo y no han de degradarse ni perderse
parte de los mismos a través de reacciones secundarios. La naturaleza de los
analitos y su peso molecular se puedan utilizar para predecir su volatilidad, asi
cuanto mayor sea la polaridad y/o el peso molecular menor sera ésta. De manera
que, mientras que los hidrocarburos mas pesados de 500 uma puedan ser
analizados por medio GC, los de peso molecular superior 1400 uma necesitarian
condiciones especiales (Robles, 2014).

Cada soluto presente en la muestra tiene diferente afinidad hacia la fase
estacionaria, lo que permite su separacion: los componentes fuertemente retenidos
por esta fase se moveran lentamente en la fase movil, mientras que los débilmente
retenidos lo haran rapidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presion de
vapor de los compuestos (en general, a mayor presion de vapor, menor tiempo de
retencion en la columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los
diversos componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse
tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los detectores

seleccionados (Gutiérrez, 2002).
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Cromatografia de gases- espectrometria de masas (gc-ms)

Es una técnica combinada (GC-MS) que permite la separacion e identificacion de
mezclas complejas, es comunmente usado para el andlisis de aceites esenciales,
manejando un sistema con alta sensibilidad, adquisicion de datos y proceso
confiable y bajo costo en relacidon con el gasto de reactivos (Ricaldi, 2014).

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas
requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos técnicas
gue trabajan en fase gaseosa y necesitan una pequefia cantidad de muestra para
su analisis, por lo que son muy compatibles. El Unico obstaculo serio a la hora de
realizar su 25 acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna
cromatografia sale a presion atmosférica y debe introducirse en el interior del
espectrometro de masas que trabaja a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento
directo resulta facil cuando se utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el
caso mas habitual (Gutiérrez, 2002).

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases
se separa en la columna cromatografia obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de
masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. En este
proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros, actla
como detector cromatogréafico al registrar la corriente idnica total generada en la
fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatégrama (Gutiérrez,

2002).

3.2.11. Método para determinar la actividad antioxidante
Para evaluar actividad antioxidante se recurre a diferentes métodos

Método de DPPH

El DPPH o 2,2- difenil-1-picrilhidazil es un radical estable cromo6foro de color
morado oscuro. La reaccién con otros radicales, electrones o atomos de hidrogeno
conducen a la pérdida de color del DPPH medido por espectro UV-VIS a 517 nm
con la pérdida de la sefial de radicales libres, y sirve como un indicador de la

capacidad antioxidante, esta reacciébn se basa en la donacion electronica de
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antioxidantes para neutralizar el radical DPPH. Por lo tanto, este método se basa
principalmente en la suposicion de que la actividad antioxidante es igual a su

capacidad de donacion del electrén o el llamado poder reducto (Damian, 2020).

La reaccion primaria se muestra en la Figura 14, representando al radical DPPH
por Z+y la molécula donante por AH, donde ZH es la forma reducida y A « es radical
libre producido en el primer paso. La molécula DPPH (Z¢) estd destinada a
representar los radicales libres formados en el sistema cuya actividad debe ser

suprimida por la sustancia AH (Damian, 2020).

La reaccion primaria es:

Z + AH = ZH+A"

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Color morado Amarillo

figura 6 Radical DPPH (como radical libre) y su forma estable

Método de ABTS o+

El ensayo de la captacion del radical ABTS ** mide la capacidad de los antioxidantes
0 muestras con dicha capacidad antioxidante para eliminar el cation estable ABTS™
(2,2"-azinobis (3- acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), que presenta inicialmente
un azul verdoso croméforo con absorcion maxima a 734 nm y que disminuye en su
intensidad en presencia de antioxidantes. ABTS™* puede ser generado directamente
utilizando persulfato de potasio como el agente oxidante, los antioxidantes luego
reaccionan solo con ABTS™ (Figura 15) Entonces se explica que el ABTS
inicialmente se somete a una reaccion de oxidacion con permanganato de potasio,
persulfato de potasio o 2,2-azo-bis (2amidinopropano), produciendo el catién
radical del ABTS (ABTS"*) con un color azul verdoso. EIl ABTS™ es estable por
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varios minutos, el ABTS™* se somete a la muestra antioxidante, causando la
reduccion de ABTS™ y, en consecuencia, la decoloracion de la reaccidon mezcla
(Figura 16). Por lo tanto, el grado de decoloracion se puede expresar como el
porcentaje de inhibicion de ABTS™, que se determina en funcion del antioxidante

concentracion y tiempo (Damian, 2020).

ABTS + Ammonium persulfate —» ABTS*  (blue — Green, 734nm)

(Oxidizing agent) l AH/Ar- OH

ABTS i color

figura 7 Reaccion de ABTS (forma estable) y agente oxidante generando ABTS™*
(como radical libre)
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+

ABTS (lambda max=734 nm) ABTS (oourles)

Color azul verdoso Incoloro

figura 8 Radical ABTS™ (como radical libre) y su forma estable

3.3. Marco conceptual
3.3.1. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente

destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes)
y farmacéutica (Martinez, 2003).
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3.3.2. Los Hidrolatos
son el subproducto de la obtencion de aceites esenciales por destilaciéon por

arrastre al vapor de flores y plantas aromaticas. El destilado resultante esta
compuesto basicamente de agua y una capa fina de aceite esencial, que
normalmente se separa y se vende aparte. Es decir, con una destilacion, se
obtienen dos productos el aceite esencial por un lado y el hidrolato que contiene

micro-particulas de aceite esencial en suspension (Sweetillo, 2016).

3.3.3. Los antioxidantes
Un antioxidante se define, en el sentido mas amplio de la palabra, como cualquier

molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o mas
electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos biolégicos como lipidos,
proteinas o acidos nucléicos (Menckeberg, 2021).

3.3.4. Métodos de extraccion de los aceites esenciales
Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante

varios métodos como: destilacibn con agua o hidrodestilacibn con trampa de
clevenger, destilacion por arrastre de vapor, expresion, extraccion con disolventes,
extracciéon por el método enflorado o enfleurage, extraccion por fluidos supercriticos

y extraccion por microondas (Martinez, 2003).

3.3.5. El estrés oxidativo
Es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes. Puede

entenderse como un desequilibrio entre la generacién de radicales libres y la
eliminacion de los mismos y estd ampliamente involucrado en la aparicién vy

desarrollo de muchas enfermedades (Helmut, 2018).

3.3.6. Los radicales libres
son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre por lo

gue son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables
con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. un radical libre es cualquier
especie (atomo, molécula o i6n) que contenga a lo menos un electron desapareado
en su orbital mas externo, y que sea a su vez capaz de existir en forma

independiente (de ahi el término libre). (Menckeberg, 2021)
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3.3.7. Atomo
Es la particula mas pequefia de materia que puede existir libre conservando las

propiedades fisico-quimicas caracteristicas de ese elemento y que es capaz de
intervenir en reacciones quimicas. En la estructura del &tomo encontramos una
region central muy densa formada por dos tipos de particulas los protones y los
neutrones. Ambos le otorgan masa al nucleo, los protones son particulas con carga

positiva y los neutrones no estan cargados (Zaragoza, 1992)

4. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

4.1. Objetivo general
v' Comparacién de los componentes quimicos en el aceite esencial e

hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

4.2. Objetivo especifico
v Determinar el porcentaje del rendimiento de la extracciéon de aceite esencial

e hidrolatos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v' Determinar los compuestos bhioactivos en el aceite esencial e hidrolatos
extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v Evaluar la actividad antioxidante en el aceite esencial e hidrolatos extraidos

del chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

5. FORMULACION DE HIPOTESIS

5.1. Hipotesis general
v El aceite esencial muestra una variacién de componentes bioactivos frente a

los hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

5.2. Hipétesis especifico
v El aceite esencial presenta menor rendimiento frente al rendimiento del

hidrolato extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v El aceite esencial presenta mayores compones bioactivos frente al hidrolato
extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).

v' La actividad antioxidante presenta una variacion en el aceite esencial e

hidrolato extraido del chikchimpay (tagetes multiflora kunth).
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5.3. Identificacion de variables
Variable independiente

v Aceite esencial
v Hidrolato
Variable dependiente
v' Porcentaje de rendimiento
v' Compuestos bioactivos
v Actividad antioxidante

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Lugar de ejecucion
Localidad, Santa Rosa Distrito de Talavera, Provincia de Andahuaylas,

Departamento de Apurimac.
Institucidén, laboratorio de quimica de la escuela profesional de ingenieria
agroindustrial (EPIA) de la universidad José Maria Arguedas (UNAJMA).

6.2. Materiales, instrumentos y equipos

Tabla 2 Materiales

CANTIDAD DESCRIPCION

03 Vasos de precipitado de 50, 100 y 250 ml
01 Separador florentino de 100 ml

03 Probeta de 50 y 100 ml

01 Burea de 50 ml

01 Pera de decantacion ml

02 Gradillas para tubos de ensayo

03 Pipeta de 1 a 100 pL.

03 Pipeta de 5 ml.

03 Envase de vidrio color @&mbar de 15 ml
03 Propipetas
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03 Matras Erlenmeyer de 50 ml

01 Gotero
12 Tubos de ensayo
03 Matraces aforados
01 Espatula

Equipo

En esta Tabla (3) se muestran todo los equipos e instrumento con los cuales se

ejecutara el trabajo de investigacion.

Tabla 3 Equipo

CANTIDAD EQUIPO E INSTRUMENTO

01 Equipo de extraccion por arrastre de vapor

o1 Cromatégrafo de gases — Agilent Technologies
78902

01 Espectrofotémetro Agilent Technologies 5975C.

01 Balanza analitica de 0.1 mg — 120 g.

o1 Detector selecto de masa Agilent Technologies
5975 C

o1 Balanza analitica de 1/100 g. de 50 kg de capacidad

03 Picnémetro de 5 ml

01 Centrifuga

01 Termometro de 0 a 200 °C

Materia prima

En la Tabla (4) se muestra la materia prima con la que se va trabajar
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Tabla 4 Materia prima

Cantidad Materia prima Descripcion
05 kg Chikchimpay Recolectada a 2860 msnm.
Andahuaylas.

Reactivos quimicos
En la Tabla (5) se muestran los reactivos a utilizarse en el trabajo de

investigacion.

Tabla 5 Reactivos quimicos

CANTIDAD REACTIVOS
60 mg Radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
50 mi Etanol
1L. Metanol
10 mi Fenolftaleina
10 mi Diclorometano
Dimetilsulfoxido (DMSO)
509 Hidroxido de sodio (NaOH) 1N
3L Agua destilada

6.3. Poblacion y muestra
Poblacion

Aceites esenciales e hidrolatos extraidos del chikchimpay (tagetes multiflora
kunth) procedente de la provincia de Andahuaylas departamento — Apurimac.
Muestra

La muestra sera referida a 5 ml de aceite esencial y 5 ml de hidrolatos por

muestra el analisis que se realizan por triplicado.
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6.4. Tipo de investigacion

6.4.1. De acuerdo a fin que persigue
Aplicada

Con esta investigacion se logrard conocer la composicion de bioactivos de
chikchimpay (tagetes multiflora kunth) y también la actividad antioxidante que
permitira en futuro su aplicacion como posibles conservantes alimentarios desde

especies vegetativas andinas de nuestra provincia de Andahuaylas.

6.4.2. De acuerdo alatécnica de contrastacion
Experimental

Los datos seran obtenidos de fendmenos acondicionados por el investigador.

6.5. Método de analisis

6.5.1. Determinacion de compuestos bioactivos y actividad antioxidante
Se realizaran los siguientes analisis.

a. Determinacién de rendimiento del aceite esencial
Para determinar el rendimiento del aceite esencial, se tomard como referencia el
peso (g) de aceite esencial extraido sobre la cantidad de materia vegetal (g),

haciendo uso de una balanza analitica (Paredes, 2010).

w2

R . o — _We
endimiento % w1+ 100

Donde:

W1 = Peso en gramos del material vegetal sometido a extraccion.

W2 = Peso en gramos del aceite esencial extraido.

b. Determinacion de compuestos bioactivos

Cromatografia de gases — Espectrometria de masas (CG-MS) La identificacion del
componente del aceite esencial se realizard por Cromatografia de gases —
Espectrometria de masas (CG-MS), en el cromatdégrafo Modelo Trace 1310 Termo
scientific acoplado a un espectrémetro de masas Modelo ISQ QD Termo scientific,
en el laboratorio de Fitoquimica de la Universidad peruana Cayetano Heredia con
una columna capilar TG — 5SILMS de diametro interno 0.25 mm y de 30 metros.
Los analisis se llevaran a cabo bajo las siguientes condiciones: programa de
temperatura de horno, temperatura inicial 60°C, gradiente 5 °C/min., temperatura

final 240 °C (5 min.); gas portador helio con un flujo de ImL/min.; temperatura del
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inyector y detector de 250 °C, volumen de inyeccién de 1uL y una dilucién Split de
1/100. En el cromatégrafo se obtendra los cromatogramas y el contenido porcentual
de cada componente, se calculara a partir del &rea bajo el pico y los componentes
se comparara con el total del pico de areas de todos los componentes; mientras
gue la identificacidon de los componentes de cada cromatograma se realizara
mediante la obtencion del espectro 41 de masas. Los diferentes componentes del
aceite esencial, se identificara utlizando los tiempos de retencion de la
cromatografia de gases y los espectrometros de masa de cada componente. Los
espectros de masas se compararan con los datos estandar de referencia
correspondiente a los espectros de masas de la base de datos libreria Mainlib. Lo
que permitird valorar la composicion mayoritaria de cada aceite esencial y asi
determinar la identificacion y cuantificacion de los aceites esenciales (Marin, 2019).
c. Determinacion de la actividad antioxidante

Método (DPPH?e) (1,1-Difenil-2-Picrilhidrazil)

El radical libre y estable 1,1-Difenil-2-Picrilhidrazil (DPPH¢), Es un indicador para
medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidante. Su mecanismo de reaccion consiste en la sustraccion de un atomo de
hidrogeno proveniente de un donador. La reaccion de ensayo, desarrolla un cambio
de color violeta a amarillo a medida que disminuye la absorbancia a 515 nm
(Carhuapoma, 2007).

Los resultados se expresan como actividad antiradical o IC50 (Concentracion
Inhibitoria al 50), la cual esta definida como la concentracién del antioxidante que
disminuye la absorcién del radical a un 50% de la cantidad inicial (Torrenegra,
2014).

Los compuestos polifendlicos frente al radical DPPH®, en general la absorbancia
desciende rapidamente en los primeros minutos, debido a la transferencia al radical
de los 4tomos de hidrogeno con mas facilidad de donacion. Seguidamente una
etapa de caida mas lenta, hasta el equilibrio, debido a la actividad remanente de
los productos de oxidacion y degradacién (Oliveira, 2014).

Se procederd calcular con la siguiente formula:

% de Inhibicion para cada concentracién con la siguiente formula:
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% de Inhibicien = 20— 4r
cde Innt lClon—AO*loo
Donde:

Ao = Absorbancia a tiempo cero

Ar = Absorbancia final % de Inhibicion

6.6. Metodologia experimental
6.6.1. Descripcién de la obtencién del aceite esencial de la especie vegetativa

chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

a. Materia prima

Se utilizara la especie vegetativa chikchimpay procedente de la provincia de
Andahuaylas.

b. Recoleccién

Se llevara a cabo una recoleccion manual. El recojo se realizara primeras horas de
la mafiana para evitar una exudacion excesiva de planta.

c. Recepcidn

Sera realizado mediante una inspeccién en el estado de floracion con el corte de
25 —30cm.

d. Transporte

El apasionamiento y/o la sobrecarga generan estrés y por lo tanto hay un
incremento de temperatura y deterioro de la planta. Es por ello que se efectuara el
transporte en sacos con malla que permitird una aireacion.

e. Selecciény limpieza

Se procedera la seleccion de la materia prima y la eliminacion de particulas
extrafas (polvo, arena y otros) adheridas a la superficie del chikchimpay y se dara
aire sobre una superficie lisa con adecuada ventilacion.

f. Acondicionamiento
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Se acondicionara en un contenedor (cesto de acero inoxidable) el material vegetal
sera hojas frescas una cantidad. ElI material vegetal contenido en el cesto sera
depositado en el extractor con agua destilada para la generacion de vapor.

g. Extraccion

Esta operacion se realizara a partir de tres muestras de 10kg de materia prima,
sometidas al método arrastre con vapor, en un equipo de acero inoxidable y se
iniciara el proceso de extraccion.

h. Descarga

Una vez terminado la extraccidn se realizara la descarga tanto del separador de
aceites esenciales como del material vegetal depositado en el extractor y en el
contenedor, obteniéndose asi aceite esencial.

i. Almacenamiento

El aceite esencial, serd envasado en frascos ambar de 10ml, se almacenara en

ambientes de refrigeracion a temperaturas promedios de 5-3°C. (Valverde, 2011)
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Diagrama de bloque para la obtencién del aceite esencial de la especie

vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

MATERIA PRIMA

RECOLECCION

A\ 4

RECEPCION Corte de rama de
25-30cm.

\4

TRANSPORTE

\ 4

SELECCION Y LIMPIEZA |, Hoias, materias
extranas, etc.

ACONDICIONAMIENTO

\4

Ramillas de los EXTRACCION
Tagetes.

DESCARGA

\4

ALMACENAMIENTO

(Frasco ambar de 10 ml, temperatura de refrigeracion)

figura 9 Diagrama de bloque para la obtencion del aceite esencial de la especie
vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)
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6.6.2. Descripcion del proceso de andlisis instrumental por GC — SM
a. Portador “gas helio”

Se utilizara el equipo de cromatografia para la separacion de los compuestos
volatiles.

b. Muestra de aceite esencial

Se realizard esta etapa para la separacibn de compuestos activos por
cromatografia de gas.

c. Horno

Se encargara de producir calor para alimentar al gas helio (T°60 °C- T°210 °C).

d. Columna

En este proceso la corriente de gas atraviesa una columna cromatografia que
separara los compuestos activos.

e. Detector

En esta fase los componentes activos son detectados por medio de una mezcla que
pasara por un analisis cualitativo.

f. Camarade ionizacion

Después del andlisis ingresara a una camara de ionizacion.

g. Analisis

Consta la comparacién de compuestos obtenidos con la libreria de patron.
(Marquez, 2014)
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Diagrama de bloque para el proceso de andlisis instrumental por
cromatografia de gases — espectrometria de masas del aceite esencial de la

especie vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

PORTADOR GAS

/ HELIO

ACEITE ESENCIAL

Método de
GC v

HORNO [ » (T°60°C-T°210
OC)

COLUMNA

l

\ DETECTOR

CAMARA DE

IONIZACION
Método de
MS

ANALISIS

RESULTADO
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figura 10 Diagrama de bloque para el proceso de analisis instrumental por
cromatografia de gases — espectrometria de masas del aceite esencial de la especie
vegetativa chikchimpay (tagetes multiflora kunth)

(Marquez, 2014)

6.6.3. Descripcion de la actividad antioxidante
preparacion de los reactivos

v' Radical DPPH« (0.06 mM), se pesara 2.3 mg de DPPH- y se disuelven en
100 mL de metanol (Brand-William et al., 1995). El radical preparado es
estable durante 12 h a temperatura ambiente y protegida de la luz.

v' Preparacién del estandar de referencia TROLOX: se emplea el Trolox en
metanol, se preparara una disolucion madre de 2 mM y posteriormente se
preparard diluciones de 0.05, 0,1, 0,5 y 1 mM en metanol, para preparar la
curva estandar referida al % inhibicion con respecto a las diferentes
concentraciones de Trolox.

v' Se medira la absorbancia con cubetas de cuarzo estandar de 1cm, a 515 nm
de 2.9 mL del DPPH- (0.06mM), obteniendo asi el valor de la absorbancia a
tiempo cero, posteriormente se adicionard 100 pL de las diferentes
concentraciones del Trolox, y se mide la absorbancia cada quince minutos,
durante una hora (hasta alcanzar el equilibrio), se obtendra asi el valor de la

absorbancia final, pudiendo calcular el % de inhibicion (Samaniego, 2006).
Medida de la actividad antioxidante de las muestras

v' Se extraera la fraccion polar del aceite, se mezclara el aceite en metanol en
proporcion 1:1 v/v y se centrifugara a 2500-3000 rpm durante diez minutos a
15°C, a continuacion, se extraera la fase metandlica, donde se encuentran
los componentes solubles en metanol del aceite (compuestos polifendlicos),
responsables en su mayoria del efecto antioxidante de los mismos.

v' Se medira la absorbancia en diferentes diluciones metandlicas del extracto
(1:2,1:5y 1:10).

v' Se tomara 2.9 mL del radical DPPHe, se le medira la absorbancia a 515nm,

y se afladera 100uL del extracto metandlico del aceite a ensayar. Se agita y
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se mide su absorbancia cada 15 minutos durante una hora (Samaniego,
2006).

6.7. Disefio experimental
El disefio experimental para el trabajo de investigacion sera tipo disefio completamente al

azar (DCA), debido a que se manipulara dos variables de entrada con tres repeticiones y
con variable de salida rendimiento del aceite esencial, componente bioactivo y actividad
antioxidante se hard una comparacion de las dos variables independientes, arreglo

experimental se muestra en la tabla (6)

Tabla 6 Disefio experimental — DCA

‘ Variable dependiente

Numero de Variable Rendimient Compuest Actividad
repeticione independient o o antioxidant
s (j) e bioactivo e

3 Chikchimpay

6.7.1. ANOVA para el disefio completamente al azar (DCA)
El andlisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el andlisis de datos

experimentales.

La idea general de esta técnica es separar la variacion total en las partes con las que
contribuye cada fuente de variacién en el experimento. En el caso del DCA se separan la
variabilidad debida a los tratamientos y debida al error. Cuando la primera predomina
“claramente” sobre la segunda, es cuando se concluye que los tratamientos tienen efecto,
o dicho de otra manera, las medias son diferentes.

Cuando los tratamientos no dominan contribuyen igual o menos que el error, por lo que se
concluye que las medias son iguales.

El objetivo del Andlisis de varianza en DCA es probar la hipétesis de igualdad de los
tratamientos con respecto a la media de la correspondiente variable de respuesta.

Es importante resaltar que el ANOVA supone que la variable de respuesta se distribuye
normal, con varianza constante (los tratamientos tienen varianza similar) y que las

mediciones son independientes entre si. Estos supuestos deben verificarse con las
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hipétesis para estar mas seguros de las conclusiones obtenidas, de la siguiente manera
(Gutierrez, 2008).

HO: pA= uB=uC= uD=pu

HA: pi # uj para algin i #j

A continuacion, se presentan las siguientes hipotesis:

Tiene efecto significativo el rendimiento, los compuestos bioactivos y la actividad
antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos de la especie vegetativa

chikchimpay.
Hipotesis
Hip6tesis nula Ho: No hay efecto significativo el rendimiento, los compuestos

bioactivos y la actividad antioxidante del e hidrolato extraidos de la especie

vegetativa chikchimpay.

Xi=Xj

Hipotesis alterna Ha: Hay efecto significativo el rendimiento, los compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante del aceite esencial e hidrolato extraidos de la
especie vegetativa chikchimpay.

Xi#Xjparaalginiyj
Nivel de significancia (a)
Para el caso de comparaciones de tratamiento habitualmente se emplea para a = 0.05

(Gutierrez, 2008)

6.7.2. Andlisis estadistico
Andlisis De Varianza

El andlisis de varianza (ANOVA), se refiere en general a un conjunto de situaciones
experimentales y procedimientos estadisticos para el andlisis de respuestas cuantitativas
de unidades experimentales. El problema mas sencillo de ANOVA se conoce como el
andlisis de varianza de un solo factor o disefio completamente al azar, éste se utiliza para
comparar dos o0 mas tratamientos, dado que sélo consideran dos fuentes de variabilidad,

los tratamientos y el error aleatorio. En todas las corridas experimentales se deben de
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realizar en un orden aleatorio. De esta manera, si durante el estudio se hacen N pruebas,

éstas se corren al azar, de manera que los posibles efectos ambientales y temporales se

vayan repartiendo equitativamente entre los tratamientos (Romaina, 2012).

El andlisis de varianza es una técnica mediante la cual se prueban las medias de los

tratamientos y se observan las fuentes de variabilidad de la variable de respuesta. En el

caso del disefio completamente al azar, el esquema del ANOVA, se presenta en la tabla

(7) siguiente:

Tabla 7 Esquema del ANOVA

Fuente de ) C.M F F
variabilidad C.L S:C. ‘ t
3
Tratamiento Y y? SCT CMt
t- 1 - — VE o
r t—1 CME
—TC
Error - 1) SCT SCE
t(r- VTS
— SCt t(T — 1)
Total 2
rt- 1) z Yij
—TC

+ Diferencia estadistica significativa
++  Diferencia estadistica altamente significativa

Donde:t = N° de tratamientos

r = N° de repeticiones

SCt: Suma de cuadrado de tratamientos

SCT: Suma de cuadrado de totales

SCE: Suma de cuadrado del error

CMt: Cuadrado medio de tratamiento

SCE: Cuadrado medio del error
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Modelo estadistico del DCA

El modelo aditivo lineal de este disefio es:

Yii=u+ 17 + € i=12 e €
J=12, i1

u; media de la poblacion

T, = efecto aditivo del i — ésimo tratamiento

€;j: Error aleatoria al que esta sujeto una observacion.

Se distribuyen normalmente ~ N(0 ¢2)

En la tabla 8 puede observarse la forma como se debe realizar la distribucion de los datos
gue se recogen del experimento, se elabora una tabla de doble entrada en la que se
disponen los niveles de tratamientos y repeticiones del experimento, tener presente que,
en la practica, no siempre se encuentra con experimentos en la cual el numero de

repeticiones son iguales, como es el presente modelo (Romaina, 2012).

Tabla 8 Esquema de un DCA para igual nimero de muestras por tratamiento

Tratamientos
Repeticiones 1 2.1 Gran total

1 Yii Yo2...Yu

2 Yi2 Yo... Y

r er Y2r Ytr
Total tratamiento Yio Ya.... Vi Y
Media Yl. Yz. Yt. Y
Tamafno de muestra n n..n N
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6.7.3. Método de tukey
El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para todas las

diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores mientras controla la

tasa de error por familia en un nivel especificado.

Es importante considerar la tasa de error por familia cuando se hacen comparaciones
multiples, porque la probabilidad de cometer un error de tipo | para una serie de
comparaciones es mayor que la tasa de error para cualquier comparacion individual. Para
contrarrestar esta tasa de error mas elevada, el método de Tukey ajusta el nivel de
confianza de cada intervalo individual para que el nivel de confianza simultaneo resultante
sea igual al valor que especifique Con este método se prueba el juego de hipétesis (Condo,
2015).

Ho:ti=ti
Ha:ti#ti’coni#1i

6.8. Matriz de consistencia
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Tabla 9 Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

DEFINICION DE OPERACIONES

RECOLECCION DE DATOS

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

DISENO O
METODO

INDICADORES

INSTRUMENTO

Compuestos hioactivos y
actividad antioxidante en

componentes bioactivos

Cromatografia de gases

Variable Independiente . ) y la actividad .
¢Cuéles son los - El aceite esencial Aceite esencial e! aceite esgnmal e antioxidante en el aceite acoplado a espectrometro
componentes Comparacion de los muestra una hidrolatos extraidos de la Experimental esencial e hidrolatos de masas (CG - MS)
bioa(F:)tivos la componentes variacion de Hidrolato especie vegetativa P extraidos del Método (DPPH)
actividad antioil(idante quimicos en el aceite componentes chikchimpay (tagetes chicchimpa (tagetes

. : esencial e hidrolatos ompo multiflora kunth). chimpay 9
en el aceite esencial e extraidos del bioactivos frente a multiflora kunth)
hidrolatos  extraidos . los hidrolatos - -
del chicchimpa chikchimpay extraidos del Variable dependiente componentes bioactivos
I'flp Y | (tagetes multiflora hikehi Porcentaje de y la actividad
(tagetes multiflora kunth). chikehimpay (tagetes rendimiento Se identificara los . : Cromatografia de gases
kunth)? multiflora kunth). o antioxidante en el aceite .
Compuestos componentes bioactivos } ] : acoplado a espectrometro
A . - L Experimental esencial e hidrolatos

bioactivos y también se determinara : de masas (CG - MS)

actividad antioxidante la actividad antioxidante. ex_trald_os del Método (DPPH)

chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)

¢Cual es el Determinar el . .

orcentaje del porcentaje del El aceite esencial -

porcent - presenta menor Se determinara el

rendimiento de rendimiento de la i f | - I .

extraccion de aceite extraccion de aceite rend!m!ento rente a rend|rr_1|ento de_ aceite

rendimiento del esencial e hidrolatos

esencial e hidrolatos

esencial e hidrolatos

hidrolato extraido del

Rendimiento

extraidos de la especie

Rendimiento

Balanza analitica

del chicchimpay del chikchimpay S - S Experimental
(tagetes multiflora (tagetes  multiflora chllrt_:f?lmpsy (t:getes vegetativa lpfrlkcr;lmp:y
kunth)? kunth). multiflora kunth). (tagetes multiflora kunth).
oz Determinar los . .
¢Cudles son los El aceite esencial N
compuestos Se determinara  los

compuestos
bioactivos en el aceite
esencial e hidrolatos
extraidos del
chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)?

bioactivos en el
aceite esencial e
hidrolatos extraidos
del chikchimpay
(tagetes  multiflora
kunth).

presenta  mayores
compones bioactivos
frente al hidrolato
extraido del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth).

Compuesto inactivo

compuestos  bioactivos
en el aceite esencial e
hidrolatos extraidos del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth).

Experimental

Compuestos bioactivos

Cromatografia de gases
acoplado a espectrémetro
de masas (CG - MS)

¢Cudl es la actividad
antioxidante del
aceite esencial e
hidrolato extraidos del
chicchimpay (tagetes
multiflora kunth)?

Evaluar la actividad
antioxidante en el
aceite esencial e
hidrolatos extraidos
del chikchimpay
(tagetes  multiflora
kunth)

La actividad antioxidante
presenta una variaciéon
en el aceite esencial e
hidrolato extraido del
chikchimpay  (tagetes
multiflora kunth).

Actividad antioxidante

Se evaluara la actividad
antioxidante en el aceite
esencial e hidrolatos
extraidos del
chikchimpay (tagetes
multiflora kunth)

Experimental

Actividad antioxidante

Método (DPPH)
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7.RECURSOS Y CRONOGRAMA DE ACTIVIDAD

7.1. Recursos humanos
Autor de trabajo de investigacién Bach. QUISPE HUASCO, Silvia

Asesor Mg. HUARACA APARCO, Rosa
Co Asesora Dra. DELGADO LAIME, Maria Del Carmen

7.2. Presupuestos y fuente de financiamiento

Tabla 10 Presupuestos y fuente de financiamiento para el desarrollo de la
investigacion

ITEM |DESCRIPCION CANTIDAD UNID. MEDIDA | PRECIO PRECIO
Unid. PARCIAL
BIENES
Materiales de escritorio
01 Laptop Lenovo 1 Unid S/. 2,300.00 S/. 1,900.00
02 USB Hp 2gb 1 Unid S/. 20.00 S/. 20.00
03 Materiales Consumibles S/. 954.00
04 Papel bond A-4 de 80 gr 2 Millar S/. 25.00 S/. 50.00
05 Lapiceros PILOT 3 Unid S/. 2.00 S/ 6.00
06 Resaltadores color amarillo 2 Unid S/. 3.00 S/. 6.00
Faber Castell
07 Correctores 1 Unid S/. 5.00 S/. 5.00
08 Cuadernos espiralados 1 Unid S/.7.00 S/, 7.00
Stanford
09 Cartuchos de toner para 4 Unid S/. 220.00 S/, 880.00
impresora Multifuncional
Infraestructura
servicio
10 Servicio Internet 4 Mes S/.60.00 S/. 240.00
11 Servicio telefonia movil 1000 Minutos S/. 0.50 S/. 500.00
(Comunicaciones)
12 Servicio de Impresiones 2500 Unid S/.0.10 S/. 250.00
13 Servicio de empastados 20 Unid S/.4.00 S/.  80.00
Gastos de experimentacion
14 agua mineral 3 Unid S/.1.00 S/. 3.00
15 Imprevistos 1 Unid S/.100.00 S/. 100.00
16 Guardapolvo 1 Unid S/.50.00 S/. 50.00
17 Guantes desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
18 Gorra desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
19 Mascarilla desechable 1 Caja S/.15.00 S/. 15.00
20 Balde Premium 1 Unid S/.25.00 S/. 25.00
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21

Gas propano

Balén

S/.38.00

S/. 38.00

22

Vasos

25

Unid

S/.0.10

S/. 2.50

24

Andlisis-AE

Unid

S/. 500.00

S/.1,500.00

Gastos total

S/. 6,532.00

Imprevistos

25

Imprevistos 10% del costo total

1

Unid

S/. 612.50

S/.612.50

COSTO TOTAL DE LA TESIS

S/.6,700.00

7.3. Cronograma de actividad

Tabla 11 Cronograma de actividad para el desarrollo de actividades de

investigacion

ACTIVIDADES

MESES

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Elaboracion del
proyecto

X

Aprobacion del
proyecto

Extraccion del
aceite esencial

Analisis de los
resultados

Elaboracion del
informe final

Presentacion del
informe final
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fg 5 UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE MARIA ARGUEDAS

: RESOLUCION N° 082-2022-CFI-UNAJMA
A RESOLUCION DE COORDINACION DE FACULTAD DE INGENIERIA

Andahuaylas, 18 de abril de 2022

VISTO: La propuesta de la Coordinadora de la Facultad de Ingenieria, de fecha 18 de abril de 2022,
mediante la cual solicita la designacion de los docentes para la conformacion de la Comision de la Unidad de
Investigacion de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, y;

CONSIDERANDO:

Que, por Ley N° 28372 del 29 de octubre del 2004, se crea la Universidad Nacional José Maria Arguedas,
con sede en la provincia de Andahuaylas, Regién Apurimac; y que por Resolucion N° 035-2017-SUNEDU/CD de 02
de octubre del 2017, el Consejo Directivo de la Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria, otorga
la Licencia Institucional a la Universidad Nacional José Maria Arguedas para ofrecer el Servicio Educativo Superior
Universitario;

Que, la Ley Universitaria 30220 en su Articulo Octavo respecto a la autonomia universitaria, establece que:
“El estado reconoce la autonomia universitaria”. La autonomia inherente a las universidades se ejerce de conformidad
a la Constitucion, las leyes y deméas normativa aplicable, esta Normativa se manifiesta en los siguientes regimenes:
Normativo, De gobierno, Académico, Administrativo y Econémico;

Que, mediante Carta Multiple N° 020-2014-SG-UNAJMA, de fecha 30 de julio del 2014; la Secretaria General
de la UNAJMA comunica que mediante Acuerdo N° 03 de Sesion Ordinaria de la Comisién de Gobierno se AUTORIZA
la emisién de RESOLUCIONES DE COORDINACION DE LA FACULTAD estrictamente para asuntos académicos y
deberan remitirse un original a la Secretaria General;

Que, mediante carta N° 236-2016-SG-UNAJMA de fecha 05 de agosto de 2016 el Ing. Enrique Edgardo
Condor Tinoco, Secretario General de la UNAJMA, comunica que el Dr. Oswaldo Luizar Obregén, Presidente de la
Comisién Organizadora de la UNAJMA ha dispuesto que las resoluciones emitidas por la Facultad se deriven a la
Vicepresidencia Académica;

Que, con Resolucidon N° 006-2022-CFI-UNAJMA de fecha 06 de enero de 2022, se designa al Mtro. Juan
José Oré Cerrdn como Director de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional
José Maria Arguedas;

Que, la Dra. Norma Lorena Catacora Flores, Coordinadora de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Nacional José Maria Arguedas, designado mediante Resolucidn N° 0127-2022-CO-UNAJMA, de fecha 25 de marzo
de 2022; propone la designacién de los docentes para la conformacién de la Comisién de la Unidad de Investigacion
de la Facultad de ingenieria de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, a partir de la fecha conforme al siguiente
detalle:

N° [ COMISION DE UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD INGENIERIA CARGO
1 | Mtro. Juan José Oré Cerrdn Presidente
2 | MSc. David Choque Quispe Miembro
3 | Dra. Maria del Carmen Delgado Laime Miembro

Que, la Coordinadora de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria Arguedas, dispone
a la Secretaria Académica de la Facultad de Ingenieria proyectar la Resolucién correspondiente, la que se aprueba
con cargo a dar cuenta a la Vicepresidencia Académica;

Por estos considerandos y en uso de las atribuciones y facultades del Coordinador de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria Arguedas;

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: DESIGNAR a los docentes para la conformacién de la Comision de la Unidad de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional José Maria Arguedas a partir de la fecha, con las funciones y
responsabilidades inherentes a dichos cargos tal como se detalla a continuacion:

N° | COMISION DE UNIDAD DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD INGENIERIA CARGO
1 | Mtro. Juan José Oré Cerrdn Presidente
2 | MSc. David Choque Quispe Miembro
3 | Dra. Maria del Carmen Delgado Laime Miembro




ngigi UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE MARIA ARGUEDAS

. RESOLUCION N° 082-2022-CFI-UNAJMA
"" RESOLUCION DE COORDINACION DE FACULTAD DE INGENIERIA

ARTICULO SEGUNDO: ENCARGAR a la Facultad de Ingenieria, ejecute y adopte las acciones que
correspondan, para el cabal cumplimiento de la presente Resolucion.

ARTICULO TERCERO: REMITIR la presente resolucién a la Vicepresidencia Académica de la Universidad
Nacional José Maria Arguedas y a los interesados para su conocimiento y fines pertinentes.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE.

S LERSEA MAOOUL 08¢ WANA
vl 4"’ ER
4‘?} O A % R nn:usuoonmnm 7
. ET AF &
- - ..I ST AL ECL L] CLL Rl LB
"""""""""""""""" Fiores Mg é‘ £ Condor Tinoco

v Ko I Catatord|

10 ACADEMICO
C n()RD‘N‘«D ORA SECR ARO



