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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la extraccién de aceite esencial y agua floral de la
capsula de Elettaria cardamomum (cardamomo) y de la resina de Bursera copallifera (copal) por
arrastre de vapor y solventes, en términos de rendimiento, propiedades fisicoquimicas, volatiles,
antioxidantes y antimicrobianas para su uso como preservante alimentario. Para esto se evaluaron
parametros como el pH, densidad, indice de refraccion, rotacion Optica, composicion quimica,
anélisis DPPH, FRAP, contenido total de polifenoles y de flavonoides junto con la concentracién
minima inhibitoria para las bacterias gram negativas y positivas E.coli y S. aureus. Adicionalmente
se efectud un andlisis estadistico para comprobar la existencia de diferencias significativas, con un
valor P de < 0.05, y correlaciones a través de la metodologia de componentes principales. Como
resultado se obtuvo que la extraccion fue efectiva inicamente por arrastre de vapor a raiz de que
con la metodologia de solventes no se logré la obtencion de las sustancias con los parametros
organolépticos deseados. Por otro lado, se determiné que el aceite extraido de resina de copal posee
la mayor actividad antioxidante con un total de 0.0038 + 0.0001 mg de acido galico/mL de muestra.
A su vez el de cardamomo cuenta con la mayor actividad antimicrobiana con una concentracion
minima inhibitoria de 62.5 puL/ puL para E.coli y 15.6 pL/ pL para S.aureus. Mientras que las aguas
florales Gnicamente poseen la primera caracteristica con un total de 0.0035 + 0.0001 mg de acido
galico/mL de muestra para el agua de copal y de 0.0033 + 0.0001 mg de &cido galico/mL de muestra
para la de cardamomo. Con base en esto es posible concluir que todas las muestras evaluadas
podrian utilizarse como preservantes naturales, ya sea para prevenir la oxidacién, para evitar el
crecimiento de microorganismos patégenos o para ambos. De igual forma, se recomienda que en
futuras experimentaciones se evallen dichas sustancias en matrices alimentarias para poder
comprobar lo determinando en un periodo establecido de tiempo y almacenamiento a condiciones
controladas.
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ABSTRACT

The main objective of this work was to study the extraction of the essential oil and floral water
from the Elettaria cardamomum (cardamom) capsule and Bursera copallifera (copal) resin by
steam and solvent extraction, in terms of yield, physicochemical, volatile, antioxidant and
antimicrobial properties for its use as a food preservative. For this, parameters such as pH, density,
refractive index, optical rotation, chemical composition, DPPH and FRAP analysis, total content of
polyphenols and flavonoids and the minimum inhibitory concentration for gram negative and
positive bacteria such as E. coli and S. aureus. were evaluated. Additionally, a statistical analysis
was carried out to verify the existence of significant differences, with a P value of < 0.05, and
correlations through the principal component’s methodology. As a result, it was obtained that the
extraction was effectively only by steam entrainment since with the solvent methodology it was not
possible to obtain the substances with the desired organoleptic parameters. On the other hand, it
was determined that the oil extracted from copal resin has the highest antioxidant activity with a
total of 0.0038 + 0.0001 mg of gallic acid/mL of sample. In addition, cardamom has the highest
antimicrobial activity with a minimum inhibitory concentration of 62.5 uL/ uL for E. coli and 15.6
pL/ pL for S. aureus. While floral waters only have the first characteristic with a total of 0.0035 +
0.0001 mg of gallic acid/mL of sample for copal water and 0.0033 + 0.0001 mg of gallic acid/mL
of sample for cardamom. Based on this, it is possible to conclude that all the samples evaluated
could be used as natural preservatives, either to prevent oxidation, the growth of pathogenic
microorganisms, or both. Similarly, it is recommended for future experiments with these substances
to evaluate them in food matrices to verify it setting on a specific period of time and storage under
controlled conditions.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial Guatemala es uno de los principales paises productores de cardamomo,
(Elettaria cardamomum), representando alrededor del 61.5% de exportaciones del producto sin
triturar. Sin embargo, no figura como uno de los principales exportadores de aceite esencial de
cardamomo, a pesar de que este derivado resulta de utilidad en la industria de alimentos, pues puede
ser empleada como potenciadora de caracteristicas organolépticas, para retardar o inhibir la
oxidacién en diversos productos y como sustancia antimicrobiana. Esto puede atribuirse al hecho
de que no existen variedad de estudios que demuestren las propiedades de la semilla de cardamomo
o de otras partes de las plantas del territorio nacional como las resinas, que podrian utilizarse con
el mismo proposito, en este caso de copal (Bursera copallifera), y que a su vez analicen los métodos
adecuados para extraer la sustancia de interés.

A raiz de dichas ventajas y el hecho de que el pais cuenta con la maquinaria para generar este
subproducto, surge la necesidad de estudiar los métodos de extraccion de aceite esencial de
cardamomo Y resina de copal. De forma que puedan aplicarse a escala industrial asegurando la
obtencidn de los rendimientos mas eficientes posibles. Para lo cual es importante evaluar no solo la
metodologia para extraer la sustancia, sino también la parte de los productos que origina los
resultados mas beneficiosos.

Es por esto que la caracterizacion y extraccion del aceite esencial de cardamomo y resina de
copal es un estudio de interés en la industria de alimentos, y en Guatemala como tal, debido a que
puede representar una ventaja competitiva econémica y dar paso al desarrollo de productos
funcionales, que permitan brindarle un beneficio nutricional al consumidor o conservar las
propiedades organolépticas y fisicoquimicas de un alimento.

Es en ese sentido, se decide hacer un estudio que se enfoca en evaluar la extraccion del aceite
esencial a partir de la semilla de cardamomo y resina de copal. Esto mediante la metodologia de
arrastre de vapor en contraste con la de uso de solventes. De igual forma, se analizaran las
caracteristicas fisicogquimicas a través de la medicion de pH, densidad, indice de refraccion y
rotacion Optica. Ademas, se observara la composicion quimica por cromatografia gaseosa, se
determinara la capacidad antioxidante mediante el analisis DPPH, FRAP, contenido total de
polifenoles y flavonoides, asi como la capacidad antimicrobiana por microdilucién. Esto con el
objetivo de establecer que los aceites esenciales pueden extraerse de diversos subproductos y
aprovecharse sosteniblemente para ser utilizadas en matrices alimentarias como un conservante de
fuente natural.



2. ANTECEDENTES

Anteriormente se han realizado estudios que involucran la extraccion y caracterizacion de aceites
esenciales a través de diversas metodologias. EI mayor interés de estas investigaciones radica en
conservar las propiedades y elementos de estas sustancias, al mismo tiempo que se genera un alto
rendimiento en su produccion. Sin mencionar que también se busca implementar el uso de aguas
florales, obtenidas también durante el proceso de extraccidn, de las cuales actualmente hay carencia
de estudios. De esta forma, ambas podran ser utilizadas de forma industrial como aditivos y
preservantes, que permitan darles un valor agregado a los productos alimenticios al potenciar y
conservar sus propiedades organolépticas, aumentar la vida util, entre otros.

2.1 Caracterizacion del aceite de cardamomo y de resina de copal

En términos de la caracterizacién del aceite esencial, se han llevado a cabo estudios para
establecer su composicién quimica a través de los métodos de cromatografia de gases en
combinacién con la espectrofotometria de masas. En una investigacién realizada en la Universidad
del Valle de Guatemala se logré la identificacion de 29 compuestos volatiles en el liquido de interés,
los cuales variaban en términos de concentracidn segun la regién de cultivo de la muestra. De esta
forma, fue posible establecer que los compuestos principales, siendo estos el 1,8 cineol y el acetato
de terpenilo, se encontraban en la mayoria de las muestras segun las regiones de procedencia.
Mientras que, en el caso del copal, se ha observado que los compuestos mayoritarios son a.-pineno
y limoneno. Adicionalmente, en la investigacion mencionada, se establecié que el método de
molienda de la muestra y extraccion del aceite son variables significativas que influyen en la
determinacién de un perfil de compuestos volatiles (Mendizabal y Rolz, 2021; Tafoya, 2013).

Estos resultados son coherentes y estan alineados a un estudio reportado por Villada, et al. 2017,
donde se identificaron las propiedades bromatoldgicas, fisicogquimicas y microbiolégicas del aceite
esencial de cardamomo. En dicho estudio, se establecié un total de 5.20% de cenizas, 8.99% de
humedad, 5.95% de extracto etéreo, 7.80% de proteina 'y 4.42% de proteina. Asi como una actividad
de agua de 0.643 y una capacidad calorifica de 362.64 kcal. Ademas, se determind un recuento de
mesdfilos aerobios de 2600 UFC/g, un recuento de coliformes de < 3 NMP, un recuento de hongos
y levaduras de 3100 UFC/g y una ausencia de Clostridium sulfo-reductores, Escherichia coli y
Salmonella. De igual forma, a escala semi industrial se identifico un indice de refraccion a 25° C
de 1.48, una densidad a 20 °C de 0.93 g/mL, entre otros parametros. Esto en contraste de un indice
de refraccion de 1.47 y una densidad de 0.85 g/mL para el aceite esencial de copal. Por otro lado,
es preciso mencionar que al igual que en la investigacion descrita anteriormente, se comprobd que
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el método y las condiciones de extraccion son una de las principales fuentes de variacion de la
concentracion de los compuestos volatiles mayoritarios. Los cuales son de utilidad para establecer
el grado de calidad del producto de interés (Valarezo, et al. 2020).

2.2 Extracciones de aceite esencial de cardamomo Yy resina de copal

Actualmente existen algunas de investigaciones que se enfocan en el método de extraccion ideal
del aceite esencial de cardamomo, lo cual en su mayoria es evaluado segun el porcentaje de
rendimiento final obtenido. Sin embargo, es importante que en conjunto se realice una
cuantificacion de los compuestos volatiles obtenidos. De esta forma es posible determinar que el
extracto, ademas de ser abundante, es rico en los elementos que le otorgan su aroma y sabor
caracteristico, siendo de los mas relevantes, como se ha mencionado anteriormente, el 1,8 cineol y
el acetato de terpenilo.

En otros estudios previos se ha establecido que mediante la extraccion por arrastre de vapor es
posible obtener un valor en un rango de 32.58% a 41.68% de 1,8 cineol y un total comprendido
entre 24.97% y 42.08% de acetato de terpenilo. Por otro lado, en la metodologia con el uso de
solventes organicos se han observado porcentajes de 16.60 y 57.35 para cada compuesto respectivo.
En contraste de los determinados a través del método por fluido stper critico, en donde se presentan
datos de 21.40% y 42.30%. Los cuales a su vez pueden variar segun la temperatura y presion
utilizada en el proceso. Pues a 55°C y 300 bar se registraron los porcentajes mas elevados, mientras
gue a 60°C y 200 bar se encontraban los mas reducidos. De igual forma, en la hidrodestilacion se
identifico un valor de 32.57% de 1,8 cineol junto con uno de 34.12% de acetato de terpenilo. A su
vez, para la extraccion por ultrasonido se establecieron cifras de 27.70% y 46.00%. (Villada, 2016;
Mendizabal y Rolz, 2021; Villada, et al. 2017).

Recientemente investigadores del Centro de Estudios Agricolas y Alimentarios de Universidad
del Valle de Guatemala estudiaron aceites esenciales de cardamomo obtenido por arrastre de vapor,
de la zona de Quiche y Alta Verapaz e identificaron B-pineno, D-Limoneno, y-Terpinoleno, acetato
de terpenilo, eugenol, acetato de lionalilo y nerodinol entre otros responsables de la composicién
quimica del aroma del aceite esencial. De igual forma, en un estudio efectuado en la universidad de
Antioquia, al realizar la extraccion con solventes utilizando pentano, hexano y ciclohexano se logro
identificar cineol, lineol, terpenil acetato, linalil antralinato y deméas compuestos volatiles. Por lo
tanto, es factible realizar el estudio de la obtencion del aceite esencial, de la semilla de cardamomo
y posteriormente replicarlo para la resina de copal (Colmenares de Ruiz et al., 2021; Rios, et al.
2007).

2.3 Capacidad antioxidante del aceite esencial de cardamomo y resina de
copal

De forma general, el uso de aceites esenciales para prevenir la oxidacion en matrices alimentarias
ha tomado auge en los Gltimos afos, esto a raiz de que funcionan como un aditivo natural. Es asi
como se han llevado a cabo estudios para comprobar el poder antioxidante del aceite esencial de
romero en salchicha y carne de cerdo. Asi como el del extracto de orégano en carne cocida y cruda
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de pavo (Albarracin, et al. 2012). También, se realiz6 la evaluacion del efecto del aceite esencial
en la estabilidad oxidativa del aceite de soya en condiciones de almacenamiento. A partir de dicha
experimentacién se determind que la concentracidn del liquido aceitoso, la temperatura y el tiempo
de almacenamiento, son los parametros que pueden considerarse como fuentes de variabilidad. De
igual forma, se establecié que el extracto de cardamomo era efectivo para prevenir la oxidacion si
era afiadido en una concentracion de 0.4 a 0.6 (%, v/v) y el almacenamiento se daba de 20 a 30°C
por un intervalo de 2 a 6 meses. Ademas, se debe mencionar que la adicion de esta sustancia no
generd cambios perceptibles en el flavor del alimento (Dolati, et al. 2016).

Por otro lado, cabe mencionar que el método cominmente utilizado para la determinacion de
actividad antioxidante en aceites esenciales es el DPPH. En una investigacion llevada a cabo en la
Universidad de San Carlos de Guatemala se reporté un porcentaje de inhibicion de 56.34% al
emplear 500 microlitros del extracto. Mientras que, para la resina de copal, con una concentracién
inhibitoria de 50% se observ6 un resultado de 460 pg/mL con trolox como control positivo. En
contraste, en un estudio realizado en hierbas zingiberaceas, se empled el método FRAP, en donde
se establecié que el cardamomo presentaba unos valores de entre 4.10 y 4.53 mg de trolox
equivalente por gramos de peso seco. En donde se establecié que los datos obtenidos estaban
relacionados con la presencia de los compuestos volatiles, monoterpenos, en el aceite esencial. Pues
entre mas altos sean los porcentajes, mayor sera la actividad antioxidante (Ayala y Murillo, 2015;
Valarezo, et al. 2020; Ivanovic, et al. 2021).

2.4 Capacidad antimicrobiana del aceite esencial de cardamomo y resina de
copal

En cuanto a la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de cardamomo se debe mencionar
que es una caracteristica que ha sido ampliamente aprovechada y estudiada tanto en la industria de
alimentos como en la farmacéutica. En el segundo caso, en una investigacion publicada en el
Journal Frontiers in Microbiology se realizd la encapsulacion de la sustancia de interés en
nanocompuestos de quitosano, de modo que se comprobara su eficiencia como antibidticos. Como
resultado se obtuvo que los compuestos demuestran un excelente poder antimicrobiano contra
Escherichia coli y Staphylococcus areus (Luiz, et al. 2016).

De igual forma, en un estudio efectuado en carne de pescado, se observd que tanto el aceite
esencial de cardamomo como el de eucalipto, salvia, hierbabuena y albahaca presentaban actividad
antimicrobiana. En donde al realizar pruebas in vitro, en su mayoria mostraban 16 mg/mL de
inhibicion para Salmonella typhi, 8 mg/mL para E. coliy de 1 a 8 mg/mL para S. areus y Listeria
monocytogenes. Asi mismo, también se ha comprobado la efectividad del extracto y la semilla de
cardamomo en microorganismos como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, y Prevotella intermedia. Sin mencionar que en otras
investigaciones incluso se ha estudiado la actividad antifingica de este extracto en el ambito
agricola. En donde se establecié que la combinacion de 3000 ppm del aceite junto con metanol,
etanol, cloroformo y oleorresinas de éter dietilico eran ideales para combatir Aspergillus terreus,
Fusarium graminearum, Penicillium purpurogenum, Penicillium madriti, S. aureus, Bacillus
cereus, E. coli y S. typhi (Argote, et al. 2016; Sarac, 2021).



Por otro lado, en el caso de la resina de copal, se han realizado estudios para evaluar su capacidad
antimicrobiana en bacterias gram positivas, gram negativas y hongos. En donde se ha observado
gue la concentracién minima inhibitoria para S. aureus es de 625 pg/mL y para E. coli es de 2500
pg/mL. Este mismo valor se identificé para Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Enterococcus
faecalis, Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes. Mientras que para S. typhi se
requieren mas de 5000 pg/mL (Valarezo, et al. 2020).



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades del cardamomo

El cardamomo, cientificamente conocido como Elettaria cardamomum, perteneciente a la
familia de zingiberaceas, es el fruto proveniente de una planta herbacea perenne. Es originario de
la India, lugar a partir del cual posteriormente fue introducido en los continentes de América y
Europa. Su cultivo requiere de una altura de entre 600 y 2000 metros sobre el nivel del mar.
Mientras que su propagacion puede tardar de 3 a 4 afios. Entre sus caracteristicas organolépticas se
puede mencionar su forma ovalada con coloracion verdosa, asi como la presencia de semillas cafés
en su interior y su aroma intenso que viene acompafiado de un sabor dulce con un notorio picor
(Ayala y Murillo, 2015; Barragan, et. al, 2016; Villada, 2016).

Comunmente el cardamomo es reconocido por la variedad de propiedades funcionales y
medicinales que posee, siendo una de las mas relevantes su poder antiinflamatorio. Para hacer uso
de dichas funcionalidades, comunmente se extrae el aceite esencial del material bioldgico, pues el
liquido volatil es mas concentrado y a su vez facilita su aplicacion en diversas industrias. Ya sea la
alimentaria, farmacéutica o cosmética. La extraccion puede efectuarse a partir de dos constituyentes
del fruto, la semillay la resina (Ramirez, 2019).

En términos de composicion, las semillas poseen aceites volatiles, aceites grasos, pigmentos
como la clorofila y feofitina, almidon, compuestos fendlicos, flavonoides, silice, minerales y deméas
elementos. Asi mismo, se debe tomar en consideracion que su composicion quimica puede llegar a
variar segun la variedad, region de cultivo y edad del cardamomo. Lo mismo aplica para los
parametros fisicos, en donde de forma general el grano suele tener una forma elipsoidal con un
largo promedio de 14 + 2.0 mm, un ancho de 6.6 + 0.7 mm y un grosor de 5.5 + 0.8 mm (Ramirez,
2019; Colmenares de Ruiz et al., 2021).

3.2 Resina de copal

La resina de Bursera copallifera (copal) se conoce como una secrecion organica de la planta.
Esta tiene compuestos bastante similares a los del aceite esencial, entre ellos los aceites grasos,
aceites volatiles y como elemento diferenciador, los aromaéticos no volatiles. Se debe mencionar
que la combinacion homogénea de ambos elementos en diversas proporciones forma las
oleorresinas. Las cuales también son utilizadas en las industrias mencionadas con anterioridad, esto



a raiz de ventajas como la estabilidad, inocuidad microbioldgica y facilidad para la incorporacion
(Ramirez, 2019).

3.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales se definen como liquidos aromaticos de caracter aceitoso, los cuales tienen
un origen vegetal a partir de elementos diversos como las frutas, flores, semillas, hierbas, raices,
etc. Quimicamente son conocidas como mezclas complejas de compuestos organicos liposolubles.
Asi mismo, usualmente son referidas como metabolitos secundarios a raiz de que sus componentes
son sustancias restringidas de la naturaleza que se limitan a un nimero determinado de especies.
Entre sus principales caracteristicas fisicoquimicas se debe mencionar que son altamente volatiles,
de bajo peso molecular, mayormente incoloras, relativamente fluidas, solubles en solventes
organicos con menor densidad que el agua y estables en presencia de luz (Palazzolo et al., 2013;
Peters, 2016).

3.4 Aceite esencial de cardamomo

El aceite esencial de cardamomo se caracteriza organolépticamente por tener la apariencia de un
liquido aceitoso trasltcido con coloracion amarilla palida. Ademas de un aroma afrutado, balsdmico
y picante. Los cuales pueden atribuirse a su composicion quimica y perfil volatil. Esto a raiz de la
presencia de elementos como el limoneno, sabineno, pineno, o, - terpenilo, o - tepinilo y 1,8 - cineol.
Estos compuestos pueden variar segin la variedad de cardamomo, condiciones agroclimaticas y
manejo del cultivo (Peguero, 2020; Villada, et al. 2017).

Entre las propiedades de este extracto de cardamomo resalta su poder antioxidante,
antimicrobiano, antiflngico, antiinflamatorio, antiespasmddico, antiséptico, entre otros. Esto
acompafiado de su aroma y sabor caracteristico es lo que provoca su alta demanda y uso en las
industrias alimenticias. farmacéuticas, cosméticas y de perfumeria. Especificamente en el sector
alimentario es comunmente empleada para la fabricacion de licores, productos de reposteria y
panificacion e incluso para la sazén de carnes y embutidos (Peguero, 2020; Villada, et al. 2017,
Ayala y Murillo, 2015).

3.5 Aceite esencial de resina de copal

El aceite esencial de copal se caracteriza organolépticamente por tener la apariencia de un
liquido aceitoso traslicido con coloracion amarilla palida. Ademas de un aroma balsdmico
caracteristico. El cual puede atribuirse a su composicion quimica y perfil volatil. Esto a raiz de la
presencia de elementos como el a-pineno y limoneno. Estos compuestos pueden variar de acuerdo
con el método de extraccion de la resina, condiciones agrocliméaticas y manejo de la materia vegetal
(Tafoya, 2013).



Entre las propiedades de este extracto copal resalta su poder antinflamatorio, antimicrobiano,
insecticida, antifungico, antioxidante, entre otros. Esto acompafiado de su aroma y sabor es lo que
provoca su alta demanda y uso en las industrias farmacéuticas, cosméticas y de perfumeria. Sin
embargo, ain no se observa una variedad de aplicaciones en matrices alimentarias (Valarezo, et al.
2020).

3.6 Aguas florales

Las aguas florales se conocen como uno de los subproductos obtenidos tras la extraccién de
aceite esenciales a través de la metodologia de arrastre de vapor. En donde el vapor de agua penetra
la planta, semilla 0 materia organica de la que se desea adquirir la sustancia de interés y al
condensarse se obtiene tanto el aceite, como un agua enriquecida por algunos de los compuestos
volatiles de dicho fluido. Estas se caracterizan por ser incoloras, pero con una apariencia
ligeramente turbia y un aroma de una menor intensidad al de los aceites esenciales. De igual forma,
se debe mencionar que en la operacion de extraccidn estas son obtenidas en grandes volimenes a
raiz del constante flujo de agua que se requiere. Ademas, se debe resaltar que son altamente
utilizadas en el &mbito de la cosmetologia y perfumeria a raiz de sus propiedades y olores agradables
(Mbacké, et al. 2018).

3.7 Métodos de extraccion

Como se ha mencionado anteriormente, el aceite esencial proviene de las plantas, frutos o
cascaras de estos, de modo que es necesario realizar una extraccién, pues no es posible su obtencidn
de forma directa. Actualmente existen varios métodos para efectuar este proceso, entre ellos se
puede mencionar la extraccién por arrastre de vapor, por solventes, por fluido supercritico e
hidrodestilacion. Ademas del proceso asistido por microondas, por ultrasonido, prensado en frio,
entre otros (Peters, 2016 ; Palazzolo et al., 2013).

Para la obtencién del aceite esencial se han utilizado varios métodos extractivos con
rendimientos y calidades variables. Los mas usados son por arrastre por vapor, extraccion por
solventes, hidrodestilacion, fluidos supercriticos (Marongiu et al., 2004). Siendo las dos primeras
metodologias las mas empleadas con rendimientos de oscilantes entre 6-14% dependiendo del
método y de las condiciones de extraccion (Ashokkumar et al., 2020; Marongiu et al., 2004; Rios
et al., 2007). En general se ha visto que los rendimientos por extraccién por solventes (hexano) son
superiores al arrastre por vapor, aunque el costo asociado al primero es mayor (Rios et al., 2007).
No obstante el rendimiento del aceite esta asociado a la variedad de la capsula, secado, molienda
(tamafio de particula), composicidn del solvente, relacion solvente-biomasa, tiempo de extraccién
y pretratamientos (ultrasonido, enzimas, microondas entre otros) (Trujillo-Mayol et al., 2019).

La extraccion por arrastre de vapor se basa en el principio de asociacion de las moléculas de
agua en estado de vapor a las particulas de aceite. En este método se utiliza un bal6n con agua a
temperatura de ebullicién, asi como otro bal6n que contiene el material vegetal, al cual se le inyecta
vapor para lograr la liberacion de compuestos volatiles. A partir de este sistema se logra la
formacidn de una fase inmiscible, esta es enfriada a través de un condensador y cae en un matraz.
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El vapor continGa circulando hasta que se obtiene la mayor cantidad de aceite esencial,
posteriormente se realiza una decantacion para separar la parte de interés. Esta metodologia es una
de las mas utilizadas y da rendimientos de hasta 6.5% (Villada, 2016).

A diferencia, la extraccion mediante el uso de solventes se utiliza como principio la penetracion
de los solventes organicos en un material vegetal, lo que permite la disolucién de sus aceites de
caracter volatil a raiz de las diferencias en el punto de ebullicion. Para este método se coloca la
muestra, previamente molida, en contacto directo con el solvente. El cual puede ser etanol, pentano,
éter etilico, cloroformo o éter de petr6leo. Una vez en contacto y por efecto de calor se genera una
transferencia de masa interfacial que permite la obtencion del aceite esencial. En donde se esperan
rendimientos en un intervalo de 4.7% a 6.2% (Villada, 2016).

3.8 Valor funcional de los aceites esenciales y de las aguas florales en sistemas
alimentarios

Tomando en cuenta lo expuesto anteriormente, los aceites esenciales y aguas florales tienen el
potencial de aplicarse en matrices alimentarias a raiz de su amplia gama de propiedades funcionales.
Entre ellas resalta su actividad antioxidante, actividad microbiana, poder antifingico, capacidad
insecticida, entre otras. Estas caracteristicas resultan de utilidad para la elaboracion de preservantes
naturales, por lo cual es necesario ampliar los estudios que existen hasta la fecha.

Entre los aceites esenciales que se utilizan para estas aplicaciones resaltan los de comino, como
ajo, menta, hierba de limon, canela, lavanda, geranio y eucalipto. Entre ellas, una de las mas
relevantes en la actualidad es la extraida de cascara de limén, en donde a raiz de sus propiedades
antimicrobianas ha generado investigaciones que confirman que su uso puede resultar efectivo para
inhibir bacterias Gram positivas en los alimentos. Asi mismo, también se han realizado estudios
para tratar la contaminacion cruzada en areas de procesamiento, principalmente en utensilios de
cocina como cuchillos, tablas de picar e instrumentos de acero inoxidable. Pues al aplicar esta
sustancia se comprobd su efecto bactericida en contra de microorganismos de interés como
Campylobacter jejuni, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus y Arcobacter
butzleri. Ademas, se evalu6 su poder antifungico en contra de dos diferentes especies de Penicillium
(Palazzolo et al., 2013).

De igual forma, recientemente se ha comenzado a estudiar la elaboracion de preservantes del
aceite esencial de limoén como componente principal. Lo cual se atribuye a sus propiedades
antimicrobianas que permiten actuar en contra de microorganismos de interés como la Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Vibrio vulnificus, entre otros. La efectividad de estos estudios permitiria aumentar
la vida Util de varios productos a través de una fuente natural que podria provenir incluso de los
residuos de las cascaras de limén (Palazzolo et al., 2013; Valdevieso - Ugarte et al., 2019).

En términos del cardamomo y resina de copal, se han estudiado la actividad antimicrobiana en
variedad de microorganismos responsables de intoxicaciones y deterioro de matrices alimentarias.
Gracias a esto se ha establecido que S. aureus es la bacteria mas sensible a la inhibicion por dichos
aceites esenciales. De modo que podria aplicarse a productos que se ven afectados por ella, entre
los cuales resaltan los de origen animal y vegetales. Por otro lado, en un &mbito maés agricola, se ha
determinado que esta sustancia extraida del cardamomo tiene un efecto toxico contra la plaga Tuta
absoluta, la cual afecta a las plantas de tomate. Esto es ventajoso a raiz de que funciona como un
insecticida natural que no es dafiino para la salud ni causa contaminacion en los suelos. De igual
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forma, se ha comprobado que el extracto puede ser utilizado como aditivo sensorial en productos
usados para la alimentacién animal. Esto debido a que se ha establecido un nivel de uso seguro de
5 mg/kg en todas las especies de animales (Sarac, 2021; Bampidis, et al. 2019)
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4. JUSTIFICACION

A nivel mundial Guatemala es uno de los principales paises productores de cardamomo
representando alrededor del 61.5% de exportaciones del producto sin triturar, sequido muy por
detras de la India con una participacion de 17.8% y Nepal con 10.8%. Una de las principales razones
de estas cifras es el hecho de que en el territorio nacional la cosecha se da durante todo el afio
gracias a las idoneas condiciones climaticas. Esto representa una ventaja contra los otros
competidores, principalmente de marzo a septiembre, pues estos ven afectada su produccion por
lluvias o temperaturas extremas (Pop, 2018; MAGA, 2014).

Unicamente en el afio 2021, segun estadisticas del Banco de Guatemala, el cardamomo genero
un total de 520,827.1 millones de d6lares de ingresos de divisas a partir de exportaciones. Lo cual
represent6 cerca del 4.24% de las exportaciones a nivel nacional, siendo este el cuarto producto
tradicional mas exportado después del azlicar, banano y café. A pesar de que estas cifras representan
un decrecimiento con afios anteriores, a causa de las variaciones de precio en el mercado
internacional, es importante reconocer que incluso mientras el pais se enfrentaba a una crisis
sanitaria, el afio 2020 fue el que generé mayores ingresos con este alimento con un total de
789,957.7 millones de ddlares. De modo que es posible afirmar que el cardamomo juega un papel
importante en la economia de Guatemala gracias a los ingresos generados por las exportaciones.
Siendo Arabia Saudita, los Emiratos Arabes Unidos, Bangladesh, Jordania y Pakistan los
principales importadores. Sin embargo, se debe resaltar que no existen datos que denoten el
consumo interno de este producto (Banco de Guatemala, 2022; Agexport, 2021; Pop, 2018).

Bajo el mismo orden de ideas, se debe mencionar que el cardamomao es exportado en multiples
presentaciones, siendo una de ellas en forma de aceite esencial. Guatemala no figura como uno de
los mayores exportadores en este rubro, pero tomando en cuenta que existen empresas con la
maquinaria necesaria para efectuar la extraccidn, tiene la posibilidad de comenzar a desempefiarse
en este campo como una forma de potenciar su economia. Es importante remarcar, que el pais si
cuenta con exportaciones de estas sustancias volatiles, siendo Panam@, Estados Unidos, Francia,
Alemania y México de los principales paises importadores. Sin embargo, la demanda para el
territorio nacional no es elevada por la baja oferta, por lo cual los ingresos generados para el afio
2021, hasta el mes de agosto, fueron de 103 millones de ddlares. Los cuales se ven altamente
superados por los gastos de exportacion, siendo estos de 275 millones de délares (Pop, 2018 ;
MINECO, 2021).

Por lo mismo, Guatemala requiere la diversificacion de productos derivados del cardamomo que
permitan el aprovechamiento sostenible de este producto. Entre los cuales se deben mencionar
también las aguas florales, las cuales se obtienen como subproducto en el proceso de extraccion de
aceites esenciales por métodos como el arrastre de vapor. De igual manera, tomando en cuenta que
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el grano del producto de interés Unicamente contiene una composicion y posibilidad de extraccién
cerca del 2 al 8% de aceite esencial, es de vital importancia la determinacion de un método que
pueda aplicarse de forma industrial asegurando la obtencién del mayor rendimiento posible. De
esta forma, la sustancia podria ser utilizada mayormente en la industria de los alimentos y no
Unicamente en los ambitos farmacéuticos por sus propiedades medicinales o en el cosmético por su
aroma caracteristico (Pop, 2018).

Por otro lado, también se debe mencionar que existen otros productos con alta presencia
nacional, como la resina de copal, que usualmente no son uno de los puntos de partida para efectuar
la extraccion de aceites esencial 0 aguas florales, y en la actualidad no hay estudios que validen la
viabilidad de esta alternativa. Esto a pesar de que se conocen las propiedades antiflngicas e
insecticidas de este tipo de resinas. Debido a esto, es necesario aplicar los métodos de extraccion y
establecer si es posible la obtencion de rendimientos elevados y comprobacion de sus caracteristicas
funcionales. Lo que permitiria diversificar los subproductos, fortaleciendo asi la cadena de valor de
este producto (Gutiérrez, 2013).

Debido a lo expuesto anteriormente, la extraccion y caracterizacion del aceite esencial y agua
floral de cardamomo y resina de copal es un estudio de interés en la industria de alimentos y en
Guatemala como tal, debido a que puede representar una ventaja competitiva econémica y dar paso
al desarrollo de productos funcionales que permitan brindarle un beneficio nutricional al
consumidor o conservar las propiedades organolépticas y fisicoquimicas de un alimento.
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5. HIPOTESIS

El aceite esencial y el agua floral extraido de la semilla de cardamomo y de la resina de copal
puede ser utilizado como un preservante natural en alimentos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estudiar la extraccidn de aceite esencial y agua floral de la capsula de Elettaria cardamomum
(cardamomo) y de la resina de Bursera copallifera (copal) por arrastre de vapor y solventes, en
términos de rendimiento, propiedades fisicoquimicas, volatiles, antioxidantes y antimicrobianas
para su uso como preservante alimentario.

6.2 Objetivos especificos

Establecer el método de extraccion adecuado, en términos de rendimiento, de aceite
esencial de la semilla de cardamomo y de la resina de copal por arrastre de vapor y con uso
de solventes.

Identificar los principales compuestos voléatiles, por cromatografia gaseosa, presentes en
los aceites esenciales y aguas florales de la semilla de cardamomo y de la resina de copal
obtenidos por los diversos métodos extractivos.

Determinar el poder antioxidante del aceite esencial y del agua floral de la semilla de
cardamomo y de la resina de copal, obtenidos por los diversos métodos extractivos por
medio de los indicadores DPPH, FRAP, contenido total de polifenoles y de flavonoides.
Determinar la capacidad antimicrobiana del aceite esencial y agua floral de la semilla de
cardamomo y de la resina de copal, obtenidos por los diversos métodos extractivos a través
de la metodologia de microdilucion contra bacterias.
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7. Metodologia y disefio del experimento

7.1 Métodos de extraccion del aceite esencial

Aurrastre de vapor

1. Se colocaron 1500 g de semillas de cardamomo previamente trituradas o resina de
copal en un pedazo de tela manta.

2. A continuacién, se empacaron las semillas o resina en la tela manta a modo de formar
una bolsa. Con otro retazo de la tela manta se le hizo un nudo a la bolsa.

3. Posteriormente se colocé la bolsa adentro del alambique de acero inoxidable y se
cerr@. En el caso de la resina, la bolsa se colocé en un pirex de aluminio para evitar
derrames dentro del equipo.

4. Luego, se conectaron tres mangueras al alambique de acero inoxidable, una para la
salida del aceite esencial, otra para la entrada de agua y la Ultima para su salida.
Ademas, se colocd una ampolla de decantacion en un soporte a la altura de la
manguera de salida del aceite esencial.

5. Después se llen6 el alambique con 4.5 L de agua, se abri6 la fuente constante de agua
y se encendid la fuente de calor.

6. Seguidamente se dejé pasar el flujo de vapor en ciclos de 10 horas cada uno. En los
cuales se decanto el aceite y se almacen6 el agua floral, en un frasco &mbar cubierto
de aluminio a temperatura de refrigeracion, cada vez que la ampolla alcanzaba su
méaxima capacidad.

7. Alfinalizar el ciclo se cerrd la fuente constante de agua, se apagé la fuente de calory
se esperaron 5 minutos para dejar caer las ultimas gotas remanentes de aceite esencial.

8. A continuacion, se decantd la ultima porcidn de aceite esencial y se colocé con el
resto de la extraccion.

9. Por ultimo, se filtro el aceite esencial en un embudo con filtro de papel y 0.5 g de
sulfito de sodio. Lo obtenido se peso y se almacend en un frasco ambar cubierto de
aluminio a temperatura de refrigeracion.

(Espina, 2014; Hernandez, 2019; Rios, et. al, 2007)
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Por solventes

1. Se colocaron 50 g de semillas de cardamomo en un pedazo de tela manta.

A continuacion, se empacaron las semillas en la tela manta a modo de formar un
cilindro. Con tres retazos de manta adicionales se hicieron nudos en los extremos
y en el centro de la tela manta para evitar el derrame del cardamomo dentro del
equipo.

3. Seguidamente se deposito el cilindro con muestra dentro del extractor de soxhlet y
se ensambl6 el equipo colocando el condensador encima de dicha parte. De igual
forma, por debajo se introdujo un balén de 500 mL de fondo plano con 500 mL de
hexano puro.

4. Luego, se colocd un soporte con unas pinzas y un aro de metal. Sobre el aro de
metal se dispuso una manta de calor, encima de esta se situdé el equipo
anteriormente ensamblando, asegurando con las pinzas el condensador.

5. Posteriormente se conectaron dos mangueras al condensador, una para la entrada
de agua de una fuente constante y otra para la salida. Adicionalmente se colocé un
pedazo de algodon en la parte superior del mismo para evitar la salida de vapor.

6. Después se abrio la fuente de agua, se conectd la fuente calor y se dejo fluir el
vapor durante ciclos de 10 horas cada uno.

7. Al finalizar el ciclo se apag6 la fuente de calor, se cerro la fuente de agua y se dejo
enfriar el equipo por 20 minutos. Transcurrido el tiempo se desarmoé el equipo, y
el balon de fondo con el aceite y hexano se colocé en un rotavapor a una
temperatura de 60°C para evaporar el solvente y separar el aceite esencial.

8. Por ultimo, el aceite esencial extraido se filtrd en un embudo de vidrio con filtro
de papel y 0.5 g de sulfito de sodio. Lo obtenido se peso6 y se almaceno en un frasco
ambar cubierto de aluminio a temperatura de refrigeracion.

(Eslava y Fajardo, 2020; Rios, et. al, 2007)

7.2 Anélisis fisicoquimico
Medicion de pH

1. Se utilizé un potenciometro de sobremesa Thermo Scientific Orion Star A211,
fabricado en Singapur, el cual se calibrd, siguiendo las indicaciones del manual,
previo a llevar a cabo las mediciones. Para esto se utilizaron 3 buffers, uno de 4.01,
otro de 7.00 y otro de 10.01.

2. Una vez calibrado el equipo se realizaron las mediciones de cada muestra, siendo
estas el aceite de cardamomo, aceite de copal, agua floral de cardamomo y agua
floral de copal. Las cuales se llevaron a cabo en triplicado, limpiando el
potenciémetro con agua destilada después de cada cambio de muestra.
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Medicion de densidad

1. Se utiliz6 un picnémetro de vidrio de 10 mL, el cual se pesé previamente, con su
tapon y termémetro, en una balanza de 5 decimales.

2. A continuacion, se llend completamente el picnédmetro con agua y se le colocd
nuevamente el tapon y el termdmetro para pesarlo en la balanza.

3. Una vez registrados los dos pesos se obtuvo el peso del agua por diferencia.

Seguidamente, se determind el volumen en el interior del picnometro a partir de
una densidad tedrica de 0.99654 g/mL a 27 °C.

5. Posteriormente se efectuaron las mediciones para cada una de las diferentes
muestras y se prosiguio a calcular la densidad al dividir la diferencia del peso del
picnémetro con la muestra con el peso del picndmetro vacio, entre el volumen del
mismo, determinado en el paso anterior.

(Weast y Selby, 1968).

Medicion de indice de refraccion

1. Se utilizd un refractometro Atago Abbe Nar — 1T, manufacturado en Japon, el cual
llevaba los liquidos a una temperatura de 20 °C.

2. De forma preliminar se midi6 el agua para confirmar que el equipo se encontraba
calibrado.

3. A continuacion, se prosiguié a medir cada una de las cuatro muestras en triplicado.
Para esto se tomaron 1000 uL y se depositaron en el prisma de iluminacion.

4. Luego se cerrd la compuerta y se ajustd el mando de medicion hasta tener una
compensacion de luz.

5. Posteriormente se tomaron los datos con cuatro cifras decimales, se levant6 la
compuerta y se limpié con agua destilada y kimwipes para las aguas florales y con
etanol al 95% y kimwipes para los aceites.

Medicion de rotacién optica

1. Se utilizé un polarimetro Linos Photonics SR6, manufacturado en Alemina, en
donde previo a su uso se llevaron las muestras a una temperatura de 20°C a
través de un bafio maria.

2. A continuacién, se llen6 el tubo ocular por completo, se colocé el lente por
encimay se cerro.

3. Seguidamente se encendi6 la fuente de luz, se ingresd el tubo ocular en la
camara y posteriormente se cerro.

4. Luego se ajustd el mando de medicion, observando a través del ocular, hasta
tener una compensacion de luz.

5. Posteriormente se tomaron los datos, se abrid la cdmara, se retiré la muestra y
el lente del tubo ocular y ambas partes se limpiaron con agua destilada y
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kimwipes para las aguas florales y con etanol al 95% y kimwipes para los
aceites.

6. Después se repitié el mismo procedimiento para cada muestra en triplicado.

7.3 Caracterizacion volatil

1. Se coloco 1.5 mL del aceite extraido en viales para cromatografia color &mbar.

2. A continuacion, se utiliz6 un cromatégrafo de gases marca Agilent modelo 6850,
manufacturado en Canada, acoplado a un detector de masas modelo 5975 con una
columna capilar de polietilenglicol de 60 metros.

3. Seguidamente se emple6 una temperatura inicial de horno de 60°C por 2 minutos
y una rampa de 3°C por minuto hasta los 235°C por 20 minutos. Se trabajé con
inyector sin division de flujo a una temperatura de 250°C y se mantuvo la
temperatura de interfase a 280°C, usando helio como gas acarreador.

4. Por ultimo, se integraron los resultados con el software ChemStation y se
analizaron con la base datos NIST.

(Mendizébal y Rolz, 2021)

7.4 Capacidad antioxidante

Andlisis DPPH

1. Se prepard una solucion de DPPH a 0.1mM en etanol. Para esto, se pesaron 39.0
mg de reactivo DPPH y se disolvieron en 50 ml de etanol. Luego se aforo a 100 ml
con el solvente.

2. A continuacion, se preparé una solucion madre de acido gélico (100 pg/ml ). Para
esto se pesaron 0.0100 g de reactivo de &cido galico. Se aforo a 100 ml cubriendo
el balon con papel aluminio y se homogenizo la solucion.

3. Seguidamente se realiz6 una curva de calibracion de &cido gélico preparando 7
soluciones como se muestran a continuacion:
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10.

11.

12.

13.

Patron No. 1 2 3 4 5 6 7 Blanco | Contral
Concentracion 1 2 3 4 5 6 7 - -
(pg/mL)
Volumen {pL)
(solucién madre de 20 40 60 20 100 | 120 | 140
4cido galico 100 pg/mL)
Agua destilada (pL) 1920 | 1960 | 1540 | 1920 | 1900 | 1820 | 1860
Homogenizar en vartex

Tomar de cada uno de los patrones anteriores los siguientes volimenes

Patrones (mL) 07 | 07 | 0.7 | 0.7 07 | 0.7 | 07 - -
Solucién DPPH (mL) 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 - 0.7
Etanol absoluto (mL) 14 0.7

Homogenizar en el vortex

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz

Figura 1: Curva de calibracion acido gélico

Luego se midio la absorbancia de las disoluciones a una longitud de onda de 520
nm para obtener la recta que determinaba la concentracion de radical (tiempo 0).
Para esto se utiliz6 un espectrofotometro UV/VIS Thermo Scientific GENESYS
10 UV, manufacturado en Estados Unidos.

Posteriormente se guardaron las muestras de la curva y se midieron nuevamente a
los 30 minutos y luego a los 60 minutos.

Con los datos recopilados se trazd la curva para obtener la recta que describe el
comportamiento. La cual fue la siguiente regresion lineal %= 23.991 GAE
(concentracién de acido gélico equivalente pg/mL) + 1.2614 con una R?de 0.9955.
A continuacion, se prosiguié a medir cada una de las muestras de aceite esencial y
agua floral en triplicado. Para esto se diluy6 el DPPH preparado anteriormente
agregando 1 mL de este a 5 mL de etanol.

Seguidamente se tomaron 500 pL de cada muestra en refrigeracion y se colocaron
en un tubo de ensayo junto con 500 uL del DPPH diluido y se homogenizaron.
Estos se dejaron en reposo por 15 minutos en la oscuridad.

Transcurrido el tiempo de reposo se agregaron 1000 uL de agua destilada a cada
tubo.

Después se ley6 un blanco del DPPH diluido en etanol y un control de la solucion
de DPPH, ambos a una absorbancia de 520 nm en el espectrofotometro.

Luego se midid la absorbancia de cada muestra en la misma longitud de onda. Sin
embargo, ambas muestras de aceites esenciales no presentaron una lectura estable
en el equipo, por lo que se hicieron ensayos disminuyendo la concentracion de la
muestra hasta lograr un valor que no oscilara. En el caso del aceite de cardamomo
se emplearon 200 pL de la sustancia con 800 pL de DPPH diluido, mientras que
para el aceite de copal fueron 25 pL de muestra con 975 uL de DPPH diluido.

A continuacion, se determind el porcentaje de inhibicion a partir de la siguiente
ecuacion:

Abs.de la muestra — Abs. del blanco

" Abs. del control — Abs. del blanco 100

% inhibicion = |1

Posteriormente se utilizo la regresién lineal asociada a la actividad antioxidante,
determinada anteriormente, y se encontrd la concentracion de antioxidante. Los
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resultados se expresaron como mg de acido galico equivalentes/mL de aceite o
agua floral.

(CEEA, 2021).

Anélisis FRAP

10.

11.

Se elaboré una solucion Buffer de fosfatos pH 6.6 (0.2M). Para esto se pesaron 3.5¢
de fosfato de disodio y 21g de bifosfato de sodio, para 1L de agua desmineralizada.
Ademas, se evalu6 que el pH se encontrara en 6.6, y de ser necesario se ajusté con
hidroxido de sodio o acido clorhidrico.

Seguidamente se prepard una solucion de ferricianuro de potasio 1%. Para esto se
pes6 1 g de ferricianuro de potasio y se ajustdé a 100 mL en matraz aforado con agua
destilada.

A continuacion, se elabor6 una solucion de Cloruro férrico 0.1%. Para esto se pesaron
0.05 g de cloruro férrico y se ajusté a 50 mL en matraz aforado con agua destilada.
Mas adelante se prepar6 una solucidon de &cido tricloroacético al 10%.

Luego se prosigui6 a elaborar la curva de calibracién con el reactivo Trolox. Para esto
se elaboraron soluciones seriadas de 0.0156, 0.0310, 0.0630, 0.125, 0.250 y 0.500
mg/mL, utilizando metanol al 80% como solvente.

Posteriormente, en un tubo de ensayo se agreg6 1mL de la solucién de 0.0156 mg/mL
de Trolox la disuelta en metanol al 80%, 2.5mL de la solucion de ferricianuro de
potasio y 2.5mL del buffer de fosfatos.

Después este se introdujo en un bafio de agua a 50°C por 20 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo se tomaron 2.5mL del tubo de ensayo y se trasladaron
a otro tubo de ensayo. A eso se le afiadieron 2.5mL de agua destilada, 2.5mL de &cido
tricloroacético y 0.5 mL de la solucién de cloruro férrico. EI cambio de color
observado fue de amarillo a verde azulado.

Seguidamente se dejo reposar en oscuridad por 30min y se ley6 en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 700 nm, posterior a la lectura de un
blanco de agua.

El mismo procedimiento se repitio para cada solucion seriada, a partir de lo cual fue
posible obtener la siguiente regresion lineal: y = 0.9699x (mg de Trolox equivalente
/mL de muestra) + 0.0848, la cual present6 una R?de 0.9985.

Luego de la obtencion de la curva de calibracion, se efectud el mismo procedimiento
partiendo de las muestras, tanto de aceite como de aguas florares, diluyéndolas en
metanol al 80% en una proporcion 1:10 en balones aforados de 10 mL. De igual
forma, se debe resaltar que previo a la lectura de absorbancia en el espectrofotometro
se realiz6 una filtracion con papel filtro en embudo de vidrio, para evitar oscilaciones
por parte del equipo. Sin embargo, en el caso de los aceites esenciales fue necesario
diluir para que los valores de absorbancia se encontraran dentro de los puntos
establecidos previamente por la curva de calibracion. Para el aceite de cardamomo se
parti6 de la dilucién previa de 1:10 y se tom6 1 mL para diluir nuevamente en
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proporcion 1:10 con metanol al 80%. Mientras que para el aceite de copal se efectu6
el mismo procedimiento, pero se diluyo la dilucion inicial en proporcion 1:50.

12. Una vez obtenidas las absorbancias se prosiguio a calcular la capacidad de reduccion
de hierro a través de la ecuacion de la curva de calibracion, cuyos resultados se
expresaron en mg de Trolox equivalente /mL de muestra.

(CEEA, 2021).

Analisis de polifenoles

1. Se elabor6 una solucidn de carbonato de sodio al 20%. Para esto se pesaron 20 g de
carbonato de sodio y se coloco en un balén aforado de 100 mL, el cual se ajust6 al
volumen indicado con agua destilada.

2. A continuacion, se prosigui6 a la elaboracion de una solucién de 100 ppm de acido
galico para efectuar la curva de calibracion. Para esto se tomaron volimenes de 0, 150,
300, 450, 600, 750, 900 y 1000 pL de dicha solucion y se combinaron 1000, 850, 700,
550, 400, 250, 100 y 0 pL de agua destilada en un tubo de ensayo.

3. Seguidamente se agregaron 2000 uL de la solucion de carbonato de sodio y 2500 pL
de reactivo de Folin C a cada tubo de ensayo y se dejaron reposar por 30 minutos en
un lugar oscuro.

4, Transcurridos los 30 minutos se filtraron los tubos de forma individual, utilizando
papel filtro y un embudo de vidrio. Luego se leyd un blanco de agua en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 765 nm. Posteriormente se leyeron todas
las muestras elaboradas para armar la curva de calibracién.

5. A partir de dichas lecturas se obtuvo la siguiente regresion lineal: y = 8.5482
X(concentracidn de acido galico equivalente (mg/mL) + 0.0472, la cual presentd una
R2 de 0.9908.

6. Después de la obtencidn de la curva de calibracion, se efectué el mismo procedimiento
partiendo de las muestras, tanto de aceite como de aguas florares. Para lo cual se
empled un volumen de 200 pL, en combinacion con 800 L de agua destilada, 2000
pL de la solucion de carbonato de sodio y 2500 pL de reactivo de Folin C. Cada
muestra se trabajé en triplicado.

7. Una vez obtenidas las absorbancias se prosiguio a calcular el contenido total de
polifenoles a través de la ecuacion de la curva de calibracion, cuyos resultados se
expresaron en mg de acido géalico equivalente /mL de muestra.

(CEEA, 2021).
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Andlisis de flavonoides

1. Se prepar6 una solucion de acetato de sodio al 5%, para esto se colocaron 5 g del
reactivo en un bal6n aforado de 100 mL y se ajust6 al volumen indicado con agua
destilada.

2. Seguidamente se prepard una solucién de cloruro de aluminio al 10%. Para esto se
peso 1 g del reactivo y se disolvio de forma progresiva, en pequefias cantidades en 10
mL de agua destilada. Esto se efectué en campana de extraccion y con guantes a raiz
de la violenta reaccion al entrar en contacto con el agua, de dicho compuesto.

3. A continuacion, se prosiguié a la elaboracion de una solucién de 100 ppm de
quercetina para efectuar la curva de calibracion. Para esto se tomaron volimenes de
0, 150, 300, 450, 600, 750, 900 y 1000 pL de dicha solucion y se agregaron a balones
de 10 mL para ser aforados con etanol. De cada balon se tom6 1 mL y se traslado a
tubos de ensayo en combinacion con 100 pL de acetato de sodio, 100 pL de cloruro
de aluminio y 2800 pL de agua destilada. Cada tubo se dejé reposar 30 minutos en un
lugar oscuro.

4. Transcurridos los 30 minutos se leyd un blanco de agua en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 415 nm. Posteriormente se leyeron todas las muestras elaboradas
para armar la curva de calibracién.

5. A partir de dichas lecturas se obtuvo la siguiente regresion lineal: y = 0.0271
X(concentracion de quercetina equivalente (mg/mL) + 0.0057, la cual presentd una
R2 de 0.9997.

6. Después de la obtencién de la curva de calibracion, se efectu6 el mismo
procedimiento partiendo de las muestras, tanto de aceite como de aguas florares. Para
lo cual se parti6 de un volumen de 500 pL, el cual se aforo a 10 mL con etanol. En el
caso de los aceites esenciales en dicho volumen no era posible obtener una lectura
estable en el espectrofotémetro. Por lo que se tomd6 1 mL de la solucion de 10 mL y
se aforo a 10 mL con etanol para repetir de nuevo el mismo procedimiento
adicionando el acetato de sodio, cloruro de aluminio y agua destilada.

7. Una vez obtenidas las absorbancias se prosiguié a calcular el contenido total de
polifenoles a traves de la ecuacion de la curva de calibracion, cuyos resultados se
expresaron en mg de quercetina equivalente /mL de muestra.

(CEEA, 2021).
7.5 Capacidad antimicrobiana
Microdilucion

1. Seinocularon 10 pL de la bacteria gram positiva S. aureus (en 10 mL del medio de
cultivo liquido de infusion de cerebro y corazon (BHI).

2. Seguidamente se inocularon 10 pL de la bacteria gram negativa E.coli en 10 mL del
medio de cultivo liquido de infusion de cerebro y corazon (BHI).

3. Ambas bacterias se incubaron por 24 horas a 37 °C en una incubadora manual marca
VWR.
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10.

11.

12.

A continuacidn, se prepar6 el medio de cultivo Mueller Hinton, para esto se
disolvieron 0.60 g de extracto de carne, 10.62 g de peptona caseina, 0.9 g de almidén
y 300 mg de indicador TTC en 300 mL de agua peptonada. Seguidamente se mezcl6
con un agitador y se calentd brevemente hasta asegurar que no quedaban grumos.
Posteriormente se distribuyé el medio de cultivo colocando 9.2 mL en tubos de
ensayo. Los cuales se esterilizaron en autoclave por una hora a una presion 15 psi.
Luego se prendié el mechero y se prepar6 el area de trabajo para asegurar su
desinfeccion. A continuacion, se tomaron 1000 pL de la bacteria gram positiva
inoculada, se depositaron en uno de los tubos de ensayo con el medio de cultivo
Mueller Hinton y se agit6 en vortex. A partir de esto se obtuvo una concentracion del
microorganismo de 1 x 10 7. Se repiti6 el mismo procedimiento partiendo del tubo de
ensayo anterior y se obtuvo una concentracion 1 x 10 ® y posteriormente de 1 x 10 °
UFC. El mismo proceso se llevo a cabo para la bacteria gram negativa.

Después, en una gradilla se colocaron 40 tubos eppendorf de 1.5 mL (previamente
esterilizados en autoclave), disponiendo 10 en cada fila, cada una de las cuales
correspondia a una de las muestras a evaluar (aceite esencial de cardamomo, aceite
esencial de resina de copal, agua floral de cardamomo y agua floral de resina de
copal). En cada tubo se agregaron 750 pL del medio de cultivo Mueller Hinton.
Seguidamente se tomaron 750 L de aceite esencial de cardamomo y se colocaron en
uno de los tubos correspondientes a la fila de dicha muestra. Posteriormente se cerro
el tubo y se agit6 en el vortex por 30 segundos. Luego, se tomaron 750 pL de dicho
tubo y se depositaron en el siguiente tubo para después agitarlo en el vortex. Dicho
procedimiento se repiti6 hasta obtener 10 soluciones seriadas en la siguiente
proporcion: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512. Lo cual a su vez
se repitid para cada una de las 3 muestras restantes.

Una vez obtenidas las soluciones para cada muestra se prosiguié al sembrado en
placas ELISA de 96 posos. Para esto cada columna, identificada con una letra
correspondia a una muestra, mientras que cada fila, del 1 al 10, correspondia a una
solucién seriada, empezando de la més a la menos concentrada. De igual forma, en la
fila 11 se colocd un control de la solucion seriada 1:1 sin microorganismo y en la fila
12 se afiadi6 Unicamente el microorganismo en concentracion de 1 x 10 > UFC. Cada
4 columnas correspondian a un microorganismo, es decir la mitad de la placa.

Para el sembrado, en cada poso se colocaban 100 pL de la solucién seriada
correspondiente junto con 100 pL del microorganismo de dicha columna.

Al finalizar el sembrado se cerraba la placa, se identificaba y se incubaba a 37 °C por
un periodo de 24 horas. Este procedimiento se repitié dos veces mas para realizarlo
en triplicado. Ademas, se debe mencionar que en la experimentacion también se
evalu6 el microorganismo Bacillus Cereus, sin embargo, este no presento
crecimiento, por lo que no es reportado en los resultados.

Luego de la incubacién se determinaba la concentracién minima de inhibicion de
forma visual con ayuda del indicador TTC.

(Balouiri, M., et al. 2016); (Argote, et al. 2017; Trujillo, 2021).
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7.6 Andlisis estadistico

Todos los métodos y anélisis llevados a cabo se trabajaran en triplicado para cada muestra.
Los resultados numéricos se expresan como la media * desviacion estandar con n = 3. Los
valores serdn analizados estadisticamente con varianza unidireccional seguidamente de la
prueba Tukey Posthoc con un valor p de < 0.05 para establecer diferencias significativas.
Todos los analisis estadisticos, incluyendo el analisis de componente principal PCA, seran
efectuados en el software STATGRAPHICS Centurion XVI.
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Semilla de Resina de
cardamomo Copal
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Analisis de Capacidad
volatiles antioxidante
S100 S100
R100 R100
AS100 AS100
AR100 AR100
S200 S200
R200 R200
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Figura 2: Disefio experimental y variables respuesta

(En donde cada aceite esencial y agua floral extraido de la semilla y resina por extraccion de vapor
0 solventes es caracterizado fisicoquimicamente y evaluado por andlisis volatil, capacidad
antioxidante y capacidad antimicrobiana; S100: Aceite esencial extraido de la semilla por arrastre
de vapor, R100: Aceite esencial extraido de la resina por arrastre de vapor, AS100: Agua floral de
cardamomo extraida por arrastre de vapor, AR100: Agua floral de copal extraida por arrastre de
vapor, S200: Aceite esencial extraido de la semilla por solventes, R200: Aceite esencial extraido

de la resina por solventes)
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8. RESULTADOS

Cuadro 1: Parametros fisicoquimicos evaluados en las muestras de aceites esenciales y
aguas florales

Muestra
Valores Valores
reportados reportados
Parametro Ace_)ite en Acei'ge _en Agua floral Agua
fisicoquimico esencial de  normativa  esencial literatura de floral de
cardamomo  I1SO 4733  de copal para cardamomo copal
para aceite aceite de
de copal
cardamomo
Rendimiento
extraccion 0.734 + 1.50 +
por arrastre 0.349° N/A 1392 N/A N/A N/A
de vapor
(%)
Rendimiento
extraccion N/A N/A N/A N/A N/A N/A
por solventes
(%0)
pH 4,16 + <6.00 491 + <5.80 — 3.98 + 4.60 +
0.030 0.010 6.00 0.020 0.020
Densidad 0.921 + 0.920 — 0.824 + 0.846 + 1.00 + 1.00 +
(g/mL) 0.000197 0.940 0.000120 0.00230  0.000789° 0.000193
b
indice de 1.46 + 1.47 + 1.33+ 1.33 +
refraccion 0.000458 1.46 -1.47 0.000600 1.48 0.000600 ¢  0.000100
C
Rotacion 34.7 £ 12.2 - 3.67 2.67
Optica 227+1.15 24.0-39.0 1.53 14.0 0.577 ¢ 0.577 ¢
)

*Los valores con la misma letra para cada parametro no demuestran una diferencia estadisticamente
significativa

(Fuente: Elaboracion propia)
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Cuadro 2: Compuestos volatiles mayoritarios determinados en las muestras de aceites
esenciales y aguas florales

Porcentaje relativo (%)

Compuesto Aceite de Aceite de Agua de Agua de
cardamomo copal cardamomo copal
Eucaliptol (1,8-cineol) 33.11 - 4.330 -
Ciclohexano, 1-metil-4-(1- 26.73 0.1900 - -
metiletilideno)-
Beta felandreno 4.760 55.97 - -
Limoneno - 1471 - -
Agua - - 95.67 71.44
Acido ftalico - - - 18.54

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 3: Determinacion de capacidad antioxidante, en términos de indicador DPPH, en
las muestras de aceites esenciales y aguas florales

*Las columnas con la misma letra para cada parametro no demuestran una diferencia
estadisticamente significativa

(Fuente: Elaboracidn propia)
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myg de trolox equivalentes/mL de muestra

Figura 4: Determinacion de capacidad antioxidante, en términos de indicador FRAP, en
las muestras de aceites esenciales y aguas florales

*Las columnas con la misma letra para cada parametro no demuestran una diferencia
estadisticamente significativa

(Fuente: Elaboracién propia)
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Figura 5: Determinacion de capacidad antioxidante, en términos del contenido total de
polifenoles, en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

*Las columnas con la misma letra para cada parametro no demuestran una diferencia
estadisticamente significativa

(Fuente: Elaboracidn propia)
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Figura 6: Determinacion de capacidad antioxidante, en términos del contenido total de
flavonoides, en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

*Las columnas con la misma letra para cada parametro no demuestran una diferencia
estadisticamente significativa

(Fuente: Elaboracion propia)

Cuadro 3: Concentraciones minimas inhibitorias determinadas en las muestras de aceites
esenciales y aguas florales

Concentracién minima Concentracion
inhibitoria determinada minima inhibitoria

Muestra Microorganismo de forma visual promedio
(uL/mL) (uL/mL)
Aceite de E.coli 62.5 72.9£0.048
cardamomo S. Aureus 15.6 20.8 +£0.009
Aceite de copal E.coli 250 250 + 0.000
S. Aureus 62.5 125 +0.000
Agua floral de E.coli 0.00 0.00 £ 0.000°®
cardamomo S. Aureus 0.00 0.00 £0.0002
Agua floral de E.coli 0.00 0.00 +0.000°®
copal S. Aureus 0.00 0.00 + 0.000 @

*Los valores con la misma letra para cada microorganismo no demuestran una diferencia
estadisticamente significativa

(Fuente: Elaboracidn propia)
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Figura 7: Analisis de componentes principales para cada una de las muestras de aceite
esencial y agua floral evaluadas

(Fuente: Elaboracién propia)
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de esta investigacion era estudiar la extraccion de aceite esencial y agua
floral de la capsula de Elettaria cardamomum (cardamomo) y de la resina de Bursera copallifera
(copal) por arrastre de vapor y solventes, en términos de rendimiento, propiedades fisicoquimicas,
volatiles, antioxidantes y antimicrobianas para su uso como preservante alimentario. Una vez
obtenidos los resultados de cada uno de los andlisis realizados en triplicado, se determind la media
y desviacion estandar para cada pardmetro, al mismo tiempo que se establecid si existia 0 no una
diferencia estadisticamente significativa entre cada uno. Sin mencionar que a su vez se realiz6 un
analisis de componentes principales.

Como resultado, en el Cuadro 1 es posible observar los parametros fisicoquimicos determinados
para cada una de las cuatro diferentes muestras. Iniciando por el rendimiento, para el caso de la
extraccion por arrastre de vapor, el valor obtenido para el aceite esencial de cardamomo fue de
0.734 £ 0.349% y de 1.50 *+ 1.39% para el aceite esencial de resina de copal. En primer lugar, se
debe mencionar que estos datos no muestran diferencias significativas entre si, por lo que se puede
afirmar que la materia utilizada para la extraccion no es una fuente de variacion que deba
considerarse para la metodologia. Por otro lado, se debe notar que en ambos casos las desviaciones
estandar son elevadas, lo que indica que los datos obtenidos en cada replica se encuentran bastante
dispersos entre si. Esto puede atribuirse al hecho de que hubo variaciones en la cantidad de muestra
introducida y el tiempo de ciclo a medida gque se perfeccionaba el método. Sin mencionar, que, en
el caso del cardamomo, en las primeras repeticiones se utilizaron semillas totalmente molidas, sin
embargo, se observd que esto dafiaba la particula y no permitia una penetracion total de vapor y por
lo mismo se obtenian minimas cantidades del aceite.

Ahora bien, en cuanto a los rendimientos obtenidos, estos se encuentran por debajo de los datos
observados en la literatura, los cuales oscilan entre 6.00 y 14.0%. En ambos casos, esto puede
atribuirse al hecho de que las muestras utilizadas no eran recientes ni se encontraban frescas, lo que
puede causar un deterioro en sus propiedades y a su vez afectar el contenido de aceite esencial en
su interior. En el caso del cardamomo, esto también puede deberse a las condiciones de
almacenamiento, pues a pesar de que se encontraba aislado de la luz, la humedad pudo contribuir
de igual forma a su deterioro, al ser una bolsa su Gnica barrera de proteccion. Por otro lado, de igual
forma se debe mencionar que la calidad del cardamomo y variedad puede ser una fuente de
variacion en este parametro, por lo que en futuras experimentaciones se recomienda evaluar
diferentes rangos de calidad y variedades para descartar que la muestra sea la causante de la
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obtencidn de estos valores. O bien, se puede aplicar un método de deshidratacién por pergamino a
temperaturas controladas para que la humedad no cause interferencia (Espina, 2014).

Al mismo tiempo, se debe notar que para las aguas florales no se reporté un valor de rendimiento.
Esto a raiz de que es un valor dependiente al total de agua que fluye durante toda la operacion dentro
del equipo. De modo que no puede cuantificarse a partir de la materia prima, como con los aceites
esenciales, y se obtiene en grandes volimenes.

En el caso de la extraccion por solventes, esta metodologia no presento resultados a raiz de que
después de varias réplicas no se logro la obtencion de los aceites esenciales. Al igual que en el
método anterior, esto puede atribuirse al deterioro que presentaban las muestras utilizadas. Pues a
pesar de que se emplearan ciclos de la misma duracion, 10 horas, no se lograba la extraccion de la
sustancia de interés. Esto se debe a que, al momento de realizar la separacion del solvente del aceite,
por evaporacion del hexano, se obtenia un liquido viscoso y quemado a raiz de que no se empleaban
temperaturas controladas. Al contrario, si se efectuaba por medio de rotavapor, el producto obtenido
no tenia la coloracion caracteristica de los aceites, era mas oscuro y no presentaba el aroma buscado.
Por lo que se definié que no era aceite esencial, sin mencionar que Unicamente se lograba la
extraccion de menos de 1 mL después cada ciclo.

A raiz de los problemas evidenciados en el método se intent6 efectuar la extraccion a través de
un equipo Soxhlet utilizado para la extraccion de grasas en matrices alimentarias. El procedimiento
era bastante similar, a excepcion de que los ciclos eran de 4 horas. Sin embargo, a pesar de que en
este caso si se logr6 efectuar una extraccion, la materia grasa obtenida se solidificaba y no era
posible utilizarla para los analisis posteriores. De modo que esta metodologia no brindé resultados
y para este estudio demostr6 ser menos efectiva que el arrastre de vapor. De igual forma, se debe
resaltar que, a pesar de lo observado, en otras investigaciones se ha demostrado que este método
presenta altos rendimientos y es replicable. Ademas, al haberse utilizado hexano, uno de los pocos
solventes autorizados para la extraccion en alimentos, se recomienda profundizar su estudio. Por lo
mismo, si se desea replicar la metodologia, se sugiere someter las muestras a un bafio ultrasénico
para estimular las semillas y lograr elevar el rendimiento (Goverment of Canada, 2016).

En cuanto al resto de pardmetros fisicoquimicos, en el caso del pH es posible observar que se
obtuvieron valores significativamente diferentes entre cada una de las diferentes muestras, siendo
de 4.16 £ 0.030 para el aceite de cardamomo, 4.91 + 0.010 para el aceite de copal, 3.98 + 0.020
para el agua floral de cardamomo y 4.60 + 0.020 para el agua floral de copal. En primer lugar, es
posible notar que las desviaciones estandar para cada dato no son elevadas, lo que indica que los
resultados para cada medicion estuvieron bastante cercanos entre si, reduciendo asi la existencia de
fuentes de error y demostrando su replicabilidad. Ademas, en el caso del cardamomo, el valor
obtenido es menor al maximo de pH 6 esperado para las variedades extraidas en Guatemala, por lo
que se puede afirmar que cumple con los parametros de calidad. Mientras que, para el copal, se
encuentra por debajo del rango de 5.8 a 6 visualizado en otros aceites. De igual forma, se debe
resaltar que todos los valores obtenidos indican un potencial de hidrégeno acido, por lo que en
futuras experimentaciones deberia evaluarse si el pH de la matriz alimentaria a utilizar tiene relacion
con el del conservante que se desea desarrollar, pues de ser asi deberia indicarse que su
funcionamiento se da unicamente en medios no alcalinos (1ISO, 2004).
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En términos de la densidad, para todas las muestras los valores obtenidos se encontraban
contenidos en un rango de 0.800 a 1.00 g/mL. Siendo estos de 0.921 + 0.000197 g/mL para el aceite
de cardamomo, 0.824 + 0.000120 g/mL para el aceite de resina de copal, 1.00 + 0.000789 g/mL
para el agua de cardamomo y 1.00 + 0.000193 g/mL para el agua de copal. Nuevamente, a simple
vista pueden observarse las cifras minimas de desviacion estandar obtenidas, lo que indica que en
todas las mediciones los datos eran bastante cercanos entre si y el método es replicable. En cuanto
a las diferencias estadisticamente significativas, en la prueba de multiples rangos se determiné que
ambas aguas florales no mostraban diferencia. Lo cual puede deberse a que no son diferentes al
agua y contienen una minima cantidad de compuestos voléatiles que le otorgan su aroma y turbidez
caracteristicas, los cuales fueron obtenidos durante el proceso de arrastre de vapor. En el caso de
los aceites, el de cardamomo fue el mas denso, lo que indica que un mayor peso equivale al mismo
volumen. De igual forma, se debe indicar que siguiendo con la normativa ISO 4733 para dicho
aceite, el valor promedio obtenido se encuentra en el rango establecido para el aceite esencial
extraido de semillas cultivadas en Guatemala, el cual va de 0.920 a 0.940 g/mL. Mientras que, para
el aceite de copal, la cifra obtenida es bastante cercana a lo encontrado en literatura, en donde se ha
reportado un promedio de 0.8456 + 0.0023 g/mL (ISO, 2004); (Valarezo, et al. 2020).

Para el indice de refraccion, los valores obtenidos fueron de 1.46 + 0.000458 para el aceite de
cardamomo, 1.47 + 0.000600 para el aceite de resina de copal, 1.33 £ 0.000600 para el agua floral
de cardamomo y 1.33 £+ 0.000100. Como se ha expuesto anteriormente, los valores de desviacion
estandar son los suficientemente bajos como para demostrar que el método es replicable y los datos
no se encuentran dispersos. Ademas, nuevamente no se observo una diferencia significativa entre
las aguas florales, lo cual se debe a que ambas son sumamente parecidas al agua pura, pues la cifra
determinada es la teéricamente establecida para dicha sustancia. En cuanto a los aceites esenciales,
en el caso del cardamomo, el dato se encontraba dentro del rango de 1.460 y 1.467, establecido por
la normativo ISO previamente mencionada. Mientras que para el de copal, de igual forma se
encontraba bastante cercano al valor de literatura de 1.475. En ambos casos, ya que los valores son
similares, esto indica que la luz viaja a rapideces parecidas en las dos sustancias (ISO, 2004);
(Valarezo, et al. 2020).

Por otro lado, para la rotacion Optica, se obtuvieron valores de 22.7 + 1.15 ° para el aceite de
cardamomo, 34.7 + 1.53 ° para el aceite de resina de copal, 3.67 + 0.577 ° para el agua floral de
cardamomo y 2.67 + 0.577 para el agua floral de copal. En este caso, a raiz de que el equipo de
medicion no presentaba cifras decimales, las desviaciones estandar son ligeramente elevadas en
comparacién con los demas parametros fisicoquimicos previamente mencionados, pero aun son lo
suficientemente bajas como para demostrar que el método fue eficiente y los datos no se encuentran
ampliamente dispersos entre si. Para las aguas florales, nuevamente no se observa una diferencia
estadisticamente significativa, por lo que presentan la misma rotacion en un plano de luz polarizada.
En el caso del aceite de cardamomo, el valor observado se encuentra por debajo del rango de 24 a
39° reportado por la normativa 1SO 4733. Mientras que, para el aceite de resina de copal, la cifra
determinada esta por encima de lo encontrado en literatura, lo cual va de 12.2 a 14 °. En ambos
casos, debido a que la rotacion dptica es una medida de pureza, esto quiere decir que las sustancias
extraidas no son lo suficientemente puras. Lo que puede deberse a la calidad de las semillas o resinas
0 bien, del método utilizado y los rendimientos obtenidos. De igual forma, se debe notar que al ser
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maés alto el valor del aceite de resina de copal, esto indica que es un liquido que se encuentra mas
concentrado, lo que puede atribuirse a que la extraccion se efectud de una materia que se volvia
liguida en presencia de calor y la penetracion de vapor sucedia de forma mas directa (1SO, 2004);
(Valarezo, et al. 2020).

Ahora bien, en cuanto al analisis de compuestos volétiles, en el Cuadro 2 es posible observar los
resultados obtenidos para cada una de las diferentes muestras. Es importante tomar en consideracién
que esta metodologia también se utiliza para verificar la pureza de las muestras, por lo que la
ausencia o bajo porcentaje de compuestos requeridos por la literatura, podria denotar que los aceites
extraidos carecen de dicho parametro. En el caso del aceite de cardamomo, a simple vista se puede
notar que el compuesto mayoritario es el 1,8 cineol o Eucaliptol con una presencia de 33.11%, lo
cual es deseable a raiz de que es uno de los principales responsables en otorgarle el aroma
caracteristico a la sustancia. De igual forma, al verificar la normativa 1SO 4733, es posible ver que
dicho valor se encuentra entre el rango establecido para Guatemala, el cual va de 27 a 35%. Por
otro lado, el otro compuesto principal que se buscaba era el acetato de terpenilo, el cual debia estar
en una proporcién de 35 a 45%. Sin embargo, en su lugar se obtuvo Ciclohexano, 1-metil-4-(1-
metiletilideno)-, en un 26.73%. Este es similar al terpinoleno, por lo que puede ser el causante del
color ligeramente &mbar observado en el aceite esencial y a su vez del aroma frutal. De todas
maneras, la ausencia de dicho compuesto puede denotar y apoyar lo expuesto con anterioridad, en
donde se explica que el aceite extraido no demuestra los niveles de pureza deseados (1SO, 2004).

Para el resto de los elementos, en el Cuadro 4 de anexos, es posible observar que se identificaron
diversos compuestos secundarios encontrados en la literatura. Entre los cuales resalta el a y § pineno
y el limoneno. Sin embargo, hay ausencia de monoterpenos como el o Sabineno, terpenos
oxigenados como el eugenol y terpenos esterificados como el acetato de geranilo, entre otros. Lo
cual a su vez apoya y refirma la falta de pureza y calidad observada en el aceite esencial. En futuras
experimentaciones se recomienda efectuar un analisis de la composicién quimica de las semillas de
cardamomo, esto con el fin de verificar que los compuestos mayoritarios no se encuentran en la
muestra y asi asegurar que el problema de calidad viene desde la semilla (Mendizabal y Rolz, 2021).

En cuanto al aceite de resina de copal, los compuestos mayoritarios observados fueron el
Felandreno con un 55.97% y el Limoneno con un 14.71%. En un anélisis de composicion quimica
efectuado a otra variante del copal, siendo esta Dacryodes peruviana, se determiné como
compuesto mayoritario el a Felandreno con una proporcion del 50.32%, por lo que a pesar de que
no es exactamente el mismo mono terpeno ciclico, se puede notar que el Felandreno si forma una
parte principal de estos aceites y en proporciones similares. Dicho compuesto contribuye al aroma
frutal y amaderado que posee la sustancia. En el caso del Limoneno, este compuesto también fue el
segundo mayoritario en lo reportado en la literatura, sin embargo, en dicha investigacion se reporto
un porcentaje de 23.03%. Se debe mencionar que este es caracteristico por un aroma citrico y es
comun encontrarlo en diversos aceites esenciales. El resto de los compuestos como el a y B pineno,
Careno, Mirceno y Terpenol también se encontraban en ambas variantes del copal, por lo que es
posible afirmar que los aceites eran bastante similares. Sin embargo, es importante resaltar que las
variaciones de proporcion entre cada elemento pueden atribuirse al hecho de que en el estudio
consultado la extraccion se efectud directamente del fruto, mientras que aqui se hizo a partir de la
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resina. De igual forma, contrario al cardamomo, actualmente no existen estandares de calidad que
evallen los aceites esenciales de este tipo. Por lo que no es posible concluir en su totalidad acerca
de la pureza (Valarezo, et al. 2020).

Para el agua floral de cardamomo, se observd gue su composicion se basaba en un 95.67% de
aguay un 4.330% de 1, 8 cineol. Esto era de esperarse debido a que las aguas florales retienen una
minima cantidad de los compuestos contenidos en la matriz a la que se le esta efectuando la
extraccion. En este caso, solo se conservé el componente mayoritario observado en el aceite
esencial, lo cual a su vez explica el aroma caracteristico de esta sustancia. En el caso del agua floral
de resina de copal, es posible notar una proporcién menor de agua, con un 71.44%, lo cual puede
atribuirse a lo mencionado anteriormente, donde se explicaba que el aceite de esta materia organica
se encontraba méas concentrado a raiz de que no es un solido a altas temperaturas y permite una
mayor penetracién de vapor. Ahora bien, es importante notar que el agua no posee ni retuvo ninguno
de los componentes principales presentes en el aceite esencial. Esto se debe a que el agua y el aceite
fueron extraidos de distintas muestras de resina de copal, siendo la del aceite la més fresca y
reciente. De modo que al no contar con 3 Felandreno, puede asumirse que el aceite extraido con la
resina de copal que no era fresca seria de una menor calidad y a su vez no contaria con los aromas
caracteristicos en la intensidad deseada.

En términos de la actividad antioxidante, en la Figura 3 es posible observar los resultados para
las diversas muestras con el indicador DPPH. En este caso, se obtuvo un porcentaje de inhibicion
de 86.99 + 1.651 y una concentracion de 0.0036 + 0.0001 mg de &cido galico equivalente/mL de
muestra para el aceite de cardamomo. Asi como un 92.98 + 1.4806% de inhibicion y 0.0038 +
0.0001 de mg de acido galico equivalente/mL de muestra para el aceite de resina de copal. Junto
con un 84.08 + 0.0001, 80.33 £ 1.226% y 0.0035 + 0.0001, 0.0033 + 0.0001 mg de &cido gélico
equivalente/mL para las aguas florales de cardamomo y resina de copal. A simple vista se observan
bajos valores de desviacion estandar, indicando un método replicable con datos que no exhiben una
dispersion. Al mismo tiempo, no se observo diferencia estadisticamente significativa entre el agua
floral de cardamomo y el aceite de cardamomo, al igual que entre ambas aguas florales. Sin
embargo, con los porcentajes de inhibicion establecidos, los cuales son elevados, en esta
metodologia, todas las muestras presentan actividad antioxidante. Esto implica que las aguas
florales son capaces de retener los compuestos responsables de esta caracteristica, siendo estos los
mono terpenos o fenoles, como el &cido ftalico presente en el agua floral de copal. Aun asi, la
muestra mas indicada para prevenir oxidacion seria el aceite esencial de resina de copal a raiz de lo
observado y su diferencia estadisticamente significativa. Pero, se debe considerar que, segun lo
reportado en la literatura, para el aceite de cardamomo se obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion
usando Unicamente 200 yL de muestra en comparacion de lo previamente establecido de 56.34%
con 500 pL (Ayalay Murillo, 2015; Valarezo, et al. 2020; Ivanovic, et al. 2021).

En el caso del analisis FRAP, en la Figura 4 se observa que los resultados obtenidos fueron de
1.380 + 0.4662 mg de trolox equivalente/mL de muestra para el aceite esencial de cardamomo,
1.815 £ 0.8486, 0.1452 + 0.0575 y 0.1497 £ 0.0134 mg de trolox equivalente/mL de muestra para
el aceite de resina de copal, agua floral de cardamomo y de resina de copal. Aqui es posible observar
gue las desviaciones estandar son ligeramente elevadas, lo que indica una dispersion de los datos

34



determinados a raiz de variaciones en las mediciones causadas por la inestabilidad de las muestras
al presentar una parte grasa que dificultaba la obtencion de una mezcla homogénea. Por otro lado,
en esta metodologia no hubo una muestra que difiriera estadisticamente del resto, por lo que la
actividad antioxidante de los aceites no varia significativamente, al igual que la del aceite de
cardamomo de las aguas florales.

Sin embargo, de forma general, es posible observar que ambos tipos de aceites esenciales
exhiben una alta capacidad antioxidante al reducir el ion de Fe 3*a Fe 2. Esto se puede afirmar al
comparar los resultados con otras sustancias de la misma indole, pues en un estudio se report6 que
tanto el aceite esencial de comino, como el de ajo, menta, hierba de limén, canela, lavanda, geranio
y eucalipto presentaban menos de 1.250 mg de trolox equivalente/mL de muestra. Lo que ubicaria
al copal y cardamomo por encima de estos liquidos con una notable y mayor actividad antioxidante.
Colocandose unicamente por debajo del clavo de olor y tomillo, los cuales poseian cerca de 4.000
mg de trolox equivalente/mL de muestra. Los mismos resultados se obtuvieron en dicha
investigacion para el indicador DPPH, por lo que se podria afirmar que ambos aceites esenciales
estudiadas resultarian de utilidad para retardar la oxidacion en matrices alimentarias y a su vez
muestran un mayor poder que varias opciones en el mercado. Por otro lado, para las aguas florales,
nuevamente se observa una baja actividad antioxidante, lo cual se atribuye a lo explicado
anteriormente y al hecho de que Unicamente retienen una minima cantidad de mono terpenos y
fenoles. Aun asi, muestran un mayor poder que el del aceite esencial de eucalipto, el cual es menor
a 0.1000 mg de trolox equivalente/mL de muestra (Nazeam, et al. 2021).

En términos del analisis de polifenoles, en la Figura 5 se visualiza que como resultado se
obtuvieron 0.1042 + 0.0098 mg acido galico equivalente/mL de muestra para el aceite esencial de
cardamomo, asi como 0.1061 + 0.0073, 0.0108 + 0.0002 y 0.0109 * 0.0008 mg acido galico
equivalente/mL de muestra para el aceite esencial de resina de copal y aguas florales de ambas
sustancias. En este caso las desviaciones estandar si son lo suficientemente bajas como para denotar
gue la metodologia es replicable y los datos no se encuentran dispersos entre si. De igual forma, en
esta ocasion no se observd una diferencia estadisticamente significativa entre los aceites esenciales
ni entre las aguas florales, por lo que, para cada caso, exhiben un contenido total de polifenoles
similar. Por otro lado, de forma general se debe notar que los valores determinados son bastante
bajos, por lo que la actividad antioxidante que ha presentado cada muestra en los indicadores
anteriores no puede atribuirse a los polifenoles, en cambio debe ser a otro tipo de compuesto que
tenga la capacidad de donar atomos de hidrogeno a radicales libres. Sin embargo, las cifras
obtenidas no son comunes para los aceites esenciales, pues en otros estudios se han observado de
33.45 a 20.36 mg &cido galico equivalente/mL de muestra para el cardamomo. Y tomando esto en
consideracion el aceite esencial de resina de copal deberia demostrar un valor mayor a dicho 33.45.
Esto puede deberse al hecho de que, como se ha mencionado con anterioridad, la muestra no era
fresca y los polifenoles son compuestos que se degradan en funcién del tiempo, por lo que los
valores obtenidos serian significativamente bajos al tener un tiempo de almacenamiento de mas de
6 meses. Aun asi, es necesario verificar que la metodologia sea replicable y brinde los mismos
resultados. De ser asi, en futuras experimentaciones se recomienda probar distintas concentraciones
de aceite esencial, pues puede que la utilizada no haya sido suficiente para demostrar un contenido
de polifenoles que se relacione con la capacidad antioxidante mostrada anteriormente (Tarfaoui, et
al. 2022).
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Ahora bien, en el caso del contenido total de flavonoides, en la Figura 6 se observaron 209.7 +
362.3 mg quercetina equivalente/mL de muestra para el aceite esencial de cardamomo, 331.3 £
327.8 mg quercetina equivalente/mL de muestra para el aceite esencial de resina de copal y 0.4932
+0.0426, 0.7023 + 0.0213 8 mg quercetina equivalente/mL de muestra para las respectivas aguas
florales. Aqui, las desviaciones estandar no son lo suficientemente elevadas como para demostrar
que el método no es replicable y los datos no muestran bastante dispersion. De igual forma, en esta
ocasion unicamente las aguas florales no exhibieron una diferencia estadisticamente significativa.
Por lo que para los aceites esenciales se puede afirmar que el extraido de la resina de copal presenta
un mayor y elevado contenido.

Al contrario de lo observado en los polifenoles, en este caso el poder antioxidante determinado
con los indicadores DPPH y FRAP puede atribuirse al contenido total de flavonoides. Pues tiene
correlacion al demostrar que el aceite de copal es el de la mayor actividad antioxidante, seguido del
aceite esencial de cardamomo, el agua floral de copal y por dltimo la de cardamomo. Asi mismo,
los datos obtenidos para el aceite esencial de cardamomo tienen relacion con lo encontrado en la
literatura, en donde en multiples ocasiones se ha estimado que el contenido total de dichos
compuestos es de 14.63 g/100 g de cardamomo, lo cual, utilizando la densidad calculada
previamente, se traduciria a 158.9 mg/mL de muestra y se encuentra bastante cercano a lo
determinado (Singh, et al. 2018).

Por otro lado, en el caso de la capacidad antimicrobiana, en el Cuadro 3 es posible observar las
concentraciones minimas inhibitorias obtenidas para cada una de las diferentes muestras y los dos
microorganismos evaluados. En este caso, las desviaciones estandar calculadas son lo
suficientemente bajas como para demostrar que el método aplicado es replicable y los datos
establecidos no muestran una dispersion excesiva que pudiera indicar la presencia de fuentes de
error. Para la bacteria gram negativa E.coli, de forma visual y con ayuda del indicador colorimétrico
TTC, se identificé que el aceite esencial de cardamomo era capaz de evitar el crecimiento de dicho
microorganismo con una concentracion minima de 62.5 pL/mL, mientras que para el aceite esencial
de resina de copal se requerian por lo menos 250 uL/mL. De modo gue es posible afirmar que para
esta bacteria el aceite de cardamomo posee una mayor capacidad antimicrobiana, pero, ambos
podrian utilizarse como antimicrobianos, Gnicamente en dosis diferentes. Esto al contrario de las
aguas florales, las cuales no presentaron inhibicidn a ninguna de las concentraciones evaluadas.

De igual forma, se debe mencionar que los valores obtenidos son mas grandes que las
concentraciones minimas inhibitorias encontradas en la literatura, los cuales para el aceite esencial
de cardamomo van de 1.00 a 8.00 puL/mL y para el aceite de resina de copal son de
aproximadamente 2.5 uL/mL. Esto puede deberse al estado de frescura de la muestra y a la perdida
de esta capacidad en funcion del tiempo. De igual forma, es necesario verificar la precision de la
metodologia efectuada para descartar que los crecimientos observados en la placa sean a raiz de
una contaminacion externa. Sin mencionar que en futuras experimentaciones se recomienda
calcular el porcentaje de inhibicion para un 50 y 90% de crecimiento, de esta forma se tendra otra
fuente de comparacién para comprobar la capacidad antimicrobiana de estas sustancias (Valarezo,
et al. 2020).
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En el caso del S. Aureus, para el aceite esencial de cardamomo se obtuvo una concentracion
minima inhibitoria de 15.6 pL/mL y de 62.5 uL/mL para el aceite esencial de resina de copal.
Nuevamente las desviaciones estandar son lo suficientemente reducidas como para asegurar que el
método es replicable. Por otro lado, las aguas florales no mostraron capacidad inhibitoria a ninguna
concentracion, siendo la méxima de 100 pL/mL, por lo mismo no presentan una diferencia
estadisticamente significativa. Bajo el mismo orden de ideas, otra vez es posible observar que el
aceite esencial de cardamomo presenta una actividad antimicrobiana superior que el aceite de resina
de copal, tanto para las bacterias gram negativas como para las gram positivas. Al mismo tiempo,
también posee, una mayor capacidad que el aceite esencial de eucalipto, lavanda, romero y del arbol
de té. Los cuales, seglin lo encontrado en la literatura, no presentaron inhibicion ante el crecimiento
de dicho microorganismo a una concentracion de 50 uL/mL. Este fendmeno puede deberse al hecho
de que, como se observé en el andlisis volatil, el aceite esencial de cardamomo es rico en terpenos,
los cuales han sido ubicados por sus altas propiedades antimicrobianas en resistencia a diversos
patdgenos responsables de deterioro. Lo cual también confirmaria el hecho de que las aguas florales
no poseen actividad, pues presentaron una minima cantidad de dichos compuestos de interés
(Puvaca, et al. 2021); (Safaei, J., et al. 2010).

Finalmente, para el andlisis de componentes principales, el cual puede observarse en las Figuras
4,5y 6, se observo que existia una correlacion entre los pardmetros de actividad antimicrobiana y
pH, lo que podria indicar que este valor debe considerarse al seleccionar la bacteria, puesto que la
concentracion minima inhibitoria podria verse afectada por el medio, siendo este acido o basico.
Segun lo observado, los valores de pH mas &cido presentaron la mayor capacidad antimicrobiana,
esto siempre y cuando contardn con una elevada cantidad de compuestos que lo otorgaran esta
caracteristica, esto al contrario de las aguas florales. Por otro lado, también se observé una relacion
para la actividad antioxidante y los parametros fisicoquimicos de indice de refraccion y
polarimetria. En este caso, para los valores mas altos de ambas propiedades se observo una mayor
actividad antioxidante, lo que podria sugerir que la velocidad en la que viaja la luz y el nivel de
pureza de una sustancia son relevantes para mejorar la capacidad de donar tomos de hidrogeno a
radicales libres. Por Gltimo, no se observé gue la densidad estuviera relacionada a ninguno de los
parametros evaluados. Sin mencionar que las correlaciones observadas Unicamente aplican a los
aceites esenciales, puesto a que las aguas florales se encuentran en otros cuadrantes.
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10. CONCLUSIONES

El método de extraccion que presentd los mejores rendimientos para el aceite esencial de
cardamomo Yy de resina de copal fue el de arrastre vapor a raiz de que fue el Unico que
permitié la obtencion de las sustancias con los pardmetros organolépticos deseados. Sin
embargo, la eficiencia de la metodologia se vio influenciadas por la calidad y nivel de
frescura de las muestras, pues al no ser recientes sus propiedades se veian afectadas por
condiciones de almacenamiento como la humedad.

Al contrario del aceite esencial de resina de copal, el extraido de la semilla de cardamomo
presentd Unicamente uno de los componentes volatiles mayoritarios caracteristicos de esta
sustancia, siendo este el eucaliptol. La ausencia de terpenilo junto con la obtencion de una
rotacion oOptica fuera del rango establecido en la normativa ISO 4733 indica que la muestra
extraida no cuenta con los niveles de pureza esperados, lo cual puede atribuirse a la calidad
y frescura de las semillas utilizadas.

Las aguas florales de cardamomo y resina de copal presentaron una minima cantidad de
compuestos volatiles y se componian principalmente de agua, lo que indica que durante el
proceso de extraccion solo retienen algunos de los elementos principales del aceite esencial.

Tanto las muestras de aceites esenciales como de aguas florales presentaron actividad
antioxidante, siendo el aceite de resina de copal el que la demostré en mayor grado. Esto
indica que posee una capacidad mayor de donar atomos de hidrogenos a radicales libres y
prevenir el proceso de oxidacion, lo cual puede atribuirse a su alto contenido de
flavonoides.

El aceite esencial de cardamomo presentd la mayor actividad antimicrobiana para la
bacteria gram negativa E. coli y la gram positiva S.aureus. Esto al denotar las
concentraciones minimas inhibitorias mas reducidas, lo que puede atribuirse su alto
contenido de terpenos, los cuales son compuestos con propiedades antimicrobianas. De
igual forma, se establecié que Unicamente las muestras de aceites esenciales presentaron
dicha actividad, lo que sugiere que las aguas florales no son capaces de retener, en una
proporcion suficiente, los compuestos que otorgan esta propiedad.
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6. Se determind la existencia de una correlacion entre el pH de las muestras y la capacidad
antimicrobiana, lo que sugiera que la actividad aumenta en sustancias con mayor acidez.
De igual forma se establecié otra correlacion entre el indice de refraccion y la
rotacion oOptica, lo que sugiere que, a mayor purezay velocidad de la luz para viajar
en las sustancias, mayor capacidad antioxidante.

7. El aceite esencial de cardamomo Yy resina de copal pueden utilizarse como preservantes
naturales en alimentos debido a que ambos poseen capacidades antioxidantes y
antimicrobianas. Mientras que las aguas florales de cardamomo y resina de copal
pueden emplearse Gnicamente como antioxidantes de fuentes naturales a raiz de que
demuestran indicios de actividad antioxidante.
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11. RECOMENDACIONES

Realizar un secado o deshidratacion de las semillas de cardamomo previo al proceso de
extraccion, asi como evaluar diversas calidades del producto y no emplear muestras con mas
de 1 mes de almacenamiento, puesto que puede afectar la pureza de los aceites esenciales
obtenidos.

Profundizar en el estudio de extraccion de aceites esenciales por el método de solventes, esto
incorporando el de paso de someter las muestras a un bafio ultrasénico para estimular las
semillas o resina y asi lograr elevar el rendimiento.

Utilizar un mayor rango de concentraciones para la comprobacion de la capacidad
antimicrobiana, asi como calcular los porcentajes de inhibicion y las proporciones que
inhibirian el 50 y 90% de crecimiento. Ademas de probar otros andlisis adicionales como la del
halo de inhibicion.

Comprobar la actividad antimicrobiana en una mayor gama de bacterias gram positivas y gram
negativas, asi como en mohos y levaduras.

Probar ambos aceites esenciales, por separado y en combinacion, en una matriz alimentaria
para comprobar sus capacidades antioxidantes y antimicrobianas en un periodo de tiempo
definido.

Comparar la actividad antioxidante y antimicrobiana de todas las muestras, en una matriz
alimentaria, con preservantes de origen sintético.
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13.

APENDICE

Cuadro 4: Compuestos volatiles determinados en las muestras de aceites esenciales y
aguas florales*

Porcentaje de area bajo la curva (%)

Compuesto Aceite de Aceite de Agua de Agua de
cardamomo copal cardamomo copal
Eucaliptol (1,8-cineol) 33.11 - 4.330 -
Ciclohexano, 1-metil-4-(1- 26.73 0.1900 - -
metiletilideno)-
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil- 8.512 - - -
Beta felandreno 4.760 55.97 - -
D-limoneno 4.314 - - -
p-menta-1-en-8-ol 3.539 - - -
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil-, 2- 3.034 - - -
aminobenzoato
Piridina 2.705 - - -
Alfa pineno 2.201 11.39 - -
Ester mono(2-etilhexilo) del acido 2.104 - - -
1,2-bencenodicarboxilico
3-ciclohexen-1-ol, 4-metil-1-(1- 2.016 0.21 - -
metiletilo)-
2,6-Octadienal, 3,7-dimetil-, (E) 1.978 - - -
1,4-Cyclohexadieno, 1-methyl-4- 1.289 0.1900 - -
(1- methylethyl)-
1,3-ciclohexadieno, 1-metil-4-(1- 0.7760 0.0800 - -
metiletilo)-
Beta pineno 0.5240 2.190 - -
Benceno, 1-metil-2-(1-metiletilo) 0.3390 0.1100 - -
Nerolidol 0.2620 - - -
2,6-Octadienal, 3,7-dimetil-, (z) 0.2420 - - -
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimetil-, 0.1360 - - -
acetato, (2)-
Alfa 3-ciclohexeno-1-metanol 0.1260 0.6700 - -
Acido acético, 1-metil-1-(4-metil- 0.1070 - - -
5-oxo-ciclohex-3 enil)etilo éster
cis-.beta.-terpineol 0.0970 - - -
Acido geranico 0.0970 - - -
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2-ciclohexen-1-ol, 1-metil-4-(1-
metiletilo)-, trans-

0.0870

Acetato de isobornilo

0.0870

1,2,4,4-tetrametilciclopenteno

0.0780

Naftaleno, 1,2,4a,5,6,8a-
hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-
metiletilo)-

0.0780

Acido acético, éster octilico

0.0680

2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-
m 24319 001197-06-4 95
ethylethenyl)-, cis-

0.0680

Alfa felandreno

0.0580

1,3,6-Octatrieno, 3,7-dimetil-(E)

0.0580

Octanal

0.0580

Trifluoroacetyl-lavandulol

0.0580

5-hepten-2-ona, 6-metil-

0.0580

Octaetilenglicol

0.0580

2,6-Octadien-1-ol, 2,7-dimethyl-

0.0480

(+)-4-careno

0.0390

Guanidine

0.0390

1-dodecino

0.0390

Canfeno

0.0290

Limoneno

3-Careno

Piridina, 2-propil-

Beta Mirceno

Benceno, 1-metil-4-(1-metiletilo)

Cis, beta, Terpineol

1,6-ciclodecadieno, 1-metil-5-
metileno-8-(1-metiletilo)-, [s-
(E.E)]I-

p-menth-1-en-8-ol

0.1300

1,6,10-dodecatrieno, 7,11-dimetil-
3-metileno-, (E)-

0.0700

2-ciclohexen-1-ona, 4-(1-
metiletilo)-

0.0700

Acetato de bornilo

0.0600

1,4,7,10,13,16-
hexaoxaciclooctadecano

0.0500

Agua

71.44

Acido ftalico

18.54

Acido 1,3-bencenodicarboxilico,
éster bis(2-etilhexilico)

4.680

Ftalato de bis(2-etilhexilo)

3.220

2-etil-2-metil-1,3-propanodiol

2.120
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*En donde se muestra el porcentaje del area bajo la curva de todos los compuestos volatiles
encontrados, con sus nombres estequiomeétricos, a través del método de cromatografia gaseosa.

(Fuente: Elaboracion propia)

Cuadro 5: Analisis de capacidad antioxidante en las muestras de aceites esenciales y

aguas florales

Analisis de
capacidad
antioxidante

Muestra

Aceite esencial de
cardamomo

Aceite esencial de
copal

Agua floral de
cardamomo

Agua floral de copal

DPPH
(mg de acido
galico
equivalente/mL
de muestra)

0.0036 +0.0001 2

0.0038 + 0.0001

0.0035 + 0.0001

0.0033 +0.0001 ®

DPPH (% de
inhibicion)

86.99 +1.651°

92.98 + 1.4806

84.08 + 0.0001 «

80.33 +1.226 ¢

FRAP
(mg de trolox
equivalente/mL
de muestra)
Polifenoles

1.380 + 0.4662 °f

1.815+0.8486f

0.1452 £ 0.0575 ¢

0.1497 £0.0134 ¢

(mg &cido galico  0.1042 + 0.0098 ¢ 0.1061 +0.0073 9 0.0108 +0.0002 " 0.0109 +0.0008
equivalente/mL

de muestra)

Flavonoides
(mg quercetina 209.7 + 362.3 331.3+327.8 0.4932 £ 0.0426 0.7023 £ 0.0213!

equivalente/mL
de muestra)

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 8: Valores de los componentes principales para cada uno de los parametros

Componente 1 Componente 2
pH 0.209469 0.670651
Indice de Refraccion 0.332594 -0.269784
Polaridad 0.350289 -0.0918071
Densidad -0.350852 -0.0707946
DPPH 0.322127 -0.0279656
FRAP 0.309432 -0.253098
Polifenoles 0.325307 -0.331115
Flavonoides 0.346888 -0.109106
MIC E.coli 0.335073 0.205603
MIC S. aureus 0.248517 0.485128

evaluados

(Fuente: Elaboracion propia)
Fila |Etigueta Componente 1 Componente 2
1 Aceite de Cardam 1.12611 -1.24498
2 Aceite de Cardam 0.908085 -1.2607
3 Aceite de Cardam 1.05078 -1.5402
4 Aceite de Copal 4.04002 1.81412
5 Aceite de Copal 3.77306 0.389597
6 Aceite de Copal 412704 -0.0210285
T Agua de Cardamom -2.66088 -0.195902
8 Agua de Cardamom -2.46329 -0.273771
9 Agua de Cardamom -2.50429 -0.264967
10 Agua de Copal -2.36286 0.87146
11 Agua de Copal -2.54827 0.89652
12 Agua de Copal -2.4855 0.829838

Figura 9: Valores de los componentes principales para cada una de las muestras evaluadas

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 10: Cromatograma obtenido para el analisis de compuestos volatiles del aceite
esencial de cardamomo

(Fuente: Elaboracidn propia)
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Figura 11: Cromatograma obtenido para el anlisis de compuestos volatiles del aceite
esencial de resina de copal

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 12: Cromatograma obtenido para el analisis de compuestos volatiles del aceite
esencial de agua floral de cardamomo

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 13: Cromatograma obtenido para el analisis de compuestos volatiles del aceite
esencial de agua floral de resina de copal

(Fuente: Elaboracidn propia)
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Figura 15: Curva de calibracion para el analisis de antioxidantes FRAP

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 17: Curva de calibracion para el analisis de antioxidantes de contenido total de

flavonoides
(CEEA, 2021)
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.38886 1 |1.38886 173 0.2244
Intra grupos 5.40851 8 |0.801064
Total (CorT.) 7.79737 9

Figura 18: Tabla ANOVA para el parametro de rendimiento de extraccién de los aceites

esenciales

(Fuente: Elaboracion propia)
Método: 95.0 porcentaje TukeyHSD _
Muestra Casos __ |Media Grupos Homogéneos
Aceite de Cardamomo ] 0.734233 X
Aceite de Copal 4 1.49485 X
Contraste Sig. |Diferencia +- Limites
Aceite de Cardamomao - Aceite de Copal -0.760717 1.33226

* indica una diferencia significativa.

Figura 19: Prueba de multiples rangos para el parametro de rendimiento de extraccion de

(Fuente: Elaboracion propia)

los aceites es

enciales

[Fuente Suma de Cuadrados Gl _|Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos 151549 3 |0.538487 1292 39 0.0000
Intra grupos 0.00333333 B |0.000416667

|Total (Corr.) 1.61883 1

Figura 20: Tabla ANOVA para el parametro de pH evaluado en las muestras de aceites
esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)
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Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muesira Casos Media Grupos Homogéneos

Agua de Cardamomo 3 3.98 X

Aceite de Cardamomo 3 4 15667 ¥

Agua de Copal 3 46 X

Aceite de Copal 3 491333 X

Conirasie Sig. |Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal : -0.756667
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo 0.176667

Aceite de Cardamomo - Agua de Copal -0.443333
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo 0.933333

Aceite de Copal - Agua de Copal 0.313333

Agua de Cardamomo - Agua de Copal -0.62

Figura 21: Prueba de multiples rangos para el parametro de pH evaluado en las muestras
de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razon-F Walor-FP
Entre grupos 0.0553357 3 J0.0184452 7766418 0.0000
Intra grupos 0.0000019 8 |2.375E-T

Total (Corr.) 0.0553376 11

Figura 22: Tabla ANOVA para el parametro de indice de refraccion evaluado en las
muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracidn propia)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

[Muestra Casos  |Media Grupos Homogéneos
[Agua de Copal 3 1.33303 X

ﬂul de Cardamomo 3 1.33337 X

|Aceite de Cardamomo 3 1.4632 X

IAceite de Copal 3 1.47437 X

Contraste a

Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo
Aceite de Copal - Agua de Copal

Agua de Cardamomo - Agua de Copal

-0.0111687
0.129833
0.130167
0.141
0.141333

0.000333333

Figura 23: Prueba de multiples rangos para el parametro de indice de refraccion evaluado
en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)
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|nunu Suma de Cuadrados Gl _|Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2168.25 3 |72275 §57.15 0.0000
intra grupos BBE66T B [1.08333

|Total (Corr.) 2176.92 1

Figura 24: Tabla ANOVA para el pardmetro de rotacion optica evaluado en las muestras
de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos  |Media Grupos Homogéneos
|Agua de Copal 3 266667 X

Agua de Cardamomo 3 3.66667 X

Aceite de Cardamomo 3 22,6667 X

Aceite de Copal 3 34,6667 X

Contraste Sig. _|Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal : -12.0
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo ' 19.0
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal 20.0
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo 31.0
Aceite de Copal - Agua de Copal 32.0
Agua de Cardamomo - Agua de Copal 1.0

Figura 25: Prueba de multiples rangos para el parametro de rotacion optica evaluado en
las muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F
|Ermr grupos 0.0638574 3 |o.0212858 119352 63
(Intra grupos 0.00000142675 8  |1.78344E7

[Total (Corr.) 0.0638588 11

Figura 26: Tabla ANOVA para el parametro de densidad evaluado en las muestras de

aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracidn propia)
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Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos Media Grupos Homogéneos
Aceite de Copal 3 0.824355 X

Aceite de Cardamomo 3 0.920925 X

Agua de Copal 3 1.00121 X

Agua de Cardamomo 3 1.00192 X

Contraste Sig. | Diferencia
Aceite de Cardamomao - Aceite de Copal ' 0.0965697
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo ' -0.0809988
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal ' -0.0802895
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo : 0.177568
Aceite de Copal - Agua de Copal . 0.176859
Agua de Cardamomao - Agua de Copal 0.000709273

Figura 27: Prueba de multiples rangos para el parametro de densidad evaluado en las
muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

|nnu Suma de Cuadrados Gl_|Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 4 45692E-7 3 [1.48564E-7 35.20 0.0001
intra grupos 3.37611E-8 8 [422014E-9

|Total (Corr.) 4,79453E-7 11

Figura 28: Tabla ANOVA para el analisis de DPPH efectuado en las muestras de aceites
esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos _ |Media Grupos Homogéneos |
Agua de Copal 3 0.00329595 X

Agua de Cardamomo 3 0.00345201 XX

Aceite de Cardamomo 3 0.00357322 X

Aceite de Copal 3 0.00382322 X

Contraste Sig. _|Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal - -0.000250003
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo 0.000121214
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal " 0.000277276
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo * 0.000371216
Aceite de Copal - Agua de Copal . 0.000527279
Agua de Cardamomo - Agua de Copal 0.000156062

Figura 29: Prueba de multiples rangos para el analisis de DPPH efectuado en las muestras
de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracidn propia)
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(Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 6.59034 3 [219678 9,34 0.0054
Intra grupos 1.88198 8 10235247

Total (Corr.) 847232 11

Figura 30: Tabla ANOVA para el analisis FRAP efectuado en las muestras de aceites
esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

[Muestra Casos __ |Media Grupos Homogéneos

|Agua de Cardamomo 3 0.1452 X

\Agua de Copal 3 0.1497 X

|Aceite de Cardamomo 3 1.3802 XX

|Aceite de Copal 3 1.61463 X

Contraste Sig. _|Diferencia
|Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal -0.434433
|Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo 1.235
|Aceite de Cardamomo - Agua de Copal 1.2305
|Aceite de Copal - Agua de Cardamomo ’ 1.66943
|Aceite de Copal - Agua de Copal . 166493
|Agua de Cardamomo - Agua de Copal -0.0045

Figura 31: Prueba de multiples rangos para el analisis FRAP efectuado en las muestras de
aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Fuente Suma de Cuadrados [GI_[Cuadrado Medio RazonF | Valor-P
Entre grupos 0.0266829 3 0.00889431 235 58 0.0000
Intra grupos 0.000302033 8 |0.0000377542

[Total (Corr.) 0.026985 11

Figura 32: Tabla ANOVA para el analisis de polifenoles efectuado en las muestras de
aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 33: Prueba de multiples rangos para el anélisis de polifenoles efectuado en las

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos  |Media Grupos Homogéneos |
Agua de Cardamomao 3 0.0107667 X

Agua de Copal 3 0.0109333 X

Aceite de Cardamomo 3 0.1042 X

Aceite de Copal 3 0.1061 b4

Contraste Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal -0.0019
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomao 0.0834333
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal 0.0932667
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo 0.0853333
Aceite de Copal - Agua de Copal 0.0951667
Agua de Cardamomo - Agua de Copal -0.000166667

muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 2.41553E7 3 |8.05178BES 134.91 0.0000
Intra grupos 477454 g8 |59681.7

Total {Corr.) 246328ET 11

Figura 34: Tabla ANOVA para el analisis de flavonoides efectuado en las muestras de
aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

Figura 35: Prueba de multiples rangos para el analisis de flavonoides efectuado en las

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos Media Grupos Homogéneos

Agua de Cardamomo 3 0.4932 X

Agua de Copal 3 0.7023 X

Aceite de Cardamomo 3 2097.29 X

Aceite de Copal 3 331255 b4

Contraste Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal -1215.25
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo 2096.8
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal 2096.59
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo 3312.05
Aceite de Copal - Agua de Copal 3311.84
Agua de Cardamomao - Agua de Copal -0.2091

muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)
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Fuente Suma de Cuadrados Gl_|Cuadrado Medio Razon-F___|Valor-P
Entre grupos 0.125244 3 0.041748 7329 0.0000
Intra grupos 0.00455729 8 |0.000569661

Total (Corr.) 0.129801 11

Figura 36: Tabla ANOVA para el analisis de concentracion minima inhibitoria de E.coli
efectuado en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracidn propia)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos _ |Media Grupos Homogéneos |
Agua de Cardamomo 3 0 x

Agua de Copal 3 0 %

Aceite de Cardamomo 3 0.0729167 X

Aceite de Copal 3 0.25 X

Contraste Sig. | Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal - -0.177083
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamomo . 0.0729167
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal : 0.0729167
Aceite de Copal - Agua de Cardamomo . 0.25
Aceite de Copal - Agua de Copal . 0.25
Agua de Cardamomo - Agua de Copal 0

Figura 37: Prueba de multiples rangos para el anélisis de concentracion minima
inhibitoria de E.coli efectuado en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)

| Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
|Entre grupoes 0.0322266 3 0.0107422 3.64 0.0639
[Intra grupos 0.0236003 8 |0.00295003

[Total (Corr.) 0.0558268 11

Figura 38: Tabla ANOVA para el analisis de concentracion minima inhibitoria de
S.aureus efectuado en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracion propia)
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Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Muestra Casos Media Grupos Homogeneos
Agua de Cardamomo 3 0 X

Agua de Copal 3 0 X

Aceite de Cardamomo 3 0.0208333 X

Aceite de Copal 3 0.125 X

Conirasie Sig. |Diferencia
Aceite de Cardamomo - Aceite de Copal -0.104167
Aceite de Cardamomo - Agua de Cardamaomo 0.0208333
Aceite de Cardamomo - Agua de Copal 0.0208333
Aceite de Copal - Agua de Cardamomao 0.125
Aceite de Copal - Agua de Copal 0.125
/Agua de Cardamomo - Agua de Copal 0

Figura 39: Prueba de multiples rangos para el analisis de concentraciéon minima
inhibitoria de S.aureus efectuado en las muestras de aceites esenciales y aguas florales

(Fuente: Elaboracidn propia)

Analisis de Componentes Principales

Componente Eigenvalor Porcentaje de Porcentaje
Nimero Varianza Acumulado
1 8.04192 80.419 80.419

2 1.03547 10.355 90.774

3 0.51366 5.137 95.911

4 0.215478 2.155 98.065

5 0.150415 1.504 99.569

6 0.0277872 0.278 99.847

7 0.00940978 0.094 99.941

8 0.00546179 0.055 99.996

9 0.000391121 0.004 100.000

10 0.00000367493 0.000 100.000

Figura 40: Porcentaje acumulado para cada uno de los parametros evaluados en el analisis
de componentes principales

(Fuente: Elaboracion propia)

Figura 41: Semillas de cardamomo utilizadas para la extraccion de aceite esencial y agua
floral
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Figura 42: Semillas de cardamomo molidas utilizadas para la extraccion de aceite esencial
y agua floral

Figura 44: Bolsa de manta armada para introducir la muestra en el alambique de acero
inoxidable para la extraccion por arrastre de vapor
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Figura 45: Alambique de acero inoxidable y sistema utilizado para la extraccion por
arrastre de vapor de aceite esencial y agua floral de semilla de cardamomo y resina de
copal

Figura 47: Proceso de decantacion para la separacion del aceite esencial y agua floral de
cardamomo obtenidas por el método de arrastre de vapor
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Figura 49: Proceso de decantacion para la separacion del aceite esencial y agua floral de
resina de copal obtenidas por el método de arrastre de vapor

Figura 50: Sistema utilizado para la extraccion por solventes de aceite esencial y agua
floral de semilla de cardamomo y resina de copal
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Figura 51: Aceite esencial de cardamomo obtenido por el método de extraccion por
solventes

Figura 52: Rotavapor utilizado para la separacion de aceite esencial de cardamomo y
hexano tras la extraccién por el método de solventes

Figura 53: Picndmetro utilizado para la medicién de densidad de los aceites esenciales y
aguas florales extraidas por arrastre de vapor
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Figura 54: Polarimetro utilizado para la medicidn de rotacion éptica de los aceites
esenciales y aguas florales extraidas por arrastre de vapor

Figura 55: Tubo oOptico utilizado para la medicion de rotacion Optica de los aceites
esenciales y aguas florales extraidas por arrastre de vapor

Figura 56: Muestras de aceite esencial de cardamomo, aceite esencial de resina de copal y
agua floral de cardamomo tras el analisis de antioxidantes FRAP
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Figura 57: Preparacion de medio de cultivo Mueller Hilton para el andlisis de capacidad
antimicrobiana en muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y aceite resina
de copal

Figura 58: Gradilla utilizada para la preparacion de soluciones seriadas para el andlisis de
capacidad antimicrobiana en muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y
aceite resina de copal

Figura 59: Placa ELISA utilizada para la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las
muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y aceite resina de copal contra E.
coli y S.aureus
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Figura 60: Placa ELISA utilizada para la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las
muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y aceite resina de copal contra B.
cereus y E. coli

Figura 61: Placa ELISA utilizada para la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las
muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y aceite resina de copal contra S.
aureus y B. cereus
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Figura 62: Placa ELISA utilizada para la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las
muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y aceite resina de copal contra E.
coli y S.aureus

Figura 63: Placa ELISA utilizada para la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las
muestras de aceite esencial y agua floral de cardamomo y aceite resina de copal contra B.
cereus
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