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RESUMEN

En este trabajo se realizo la extraccion asistida por microondas del aceite esencial de hojas
de acuyo (Piper auritum) que crece de forma silvestre en la zona central del estado de
Veracruz, al cual se le determin6 rendimiento, composicion quimica, propiedades fisicas
(indice de refraccion, densidad y color) y se probé su efectividad como agente antifingico
en sistemas modelo contra Penicillium expansum. El rendimiento de la extraccion fue alto
(2.85%), comparado con el reportado con otros métodos de extraccion. EI componente
principal es el safrol, pero contenido en baja concentracion. Las propiedades fisicas
medidas (indice de refraccién, densidad y color) no se pudieron comparar con otras
similares, ya que no se encontraron otros resultados de este tipo para el aceite de acuyo.
En general en la evaluacion del efecto antifungico se observé que a medida que aumenta
la concentracion del aceite esencial la velocidad de crecimiento del moho disminuye. Por
tanto, el aceite no tuvo efecto antifingico, pero retard6 el crecimiento (efecto fungistatico),
ésto probablemente debido a la baja concentracién de safrol que contuvo el aceite esencial.

ABSTRACT
Microwave-assisted extraction of essential oil from acuyo leaves (Piper auritum ) was

studied. The yield, chemical composition, physical properties (refraction index, density and
color) and its effectiveness as antifungal agent was tested in model systems against
Penicillium expansum. The yield was high (2.85 %) compared to that reported for other
extraction methods. The main component is safrole, but contained in a low concentration.
The measured physical properties can not be compared with other similar oils, as the
information about acuyo essential oil is scarce. In general, the evaluation of antifungal effect
was observed: an increasing concentration of the essential oil the mold resulted in lower
growth rate. Thus, the essential oil does not have antifungal effect, however as it retarded
the growth the effect was fungistatic. This effect can be related to low concentration of
safrole in the acuyo essential oil.

Palabras clave: Acuyo (Piper auritum), extraccién asistida con microondas, Penicillium
expansum.
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INTRODUCCION
Piper auritum es un pequefio arbol que se conoce en México con el nombre de

acuyo, hoja santa o0 momo (Magafa, 2006). Las hojas de acuyo se utilizan para
condimentar alimentos debido a que imparten un sabor y aroma caracteristicos y
para fines terapéuticos o medicinales (Sanchez, 2000). Esto ultimo debido a que
poseen actividad antiinflamatoria, antibacteriana y antifUngica (Monzote et al.,
2010). Los estudios realizados al aceite esencial de acuyo coinciden en que el safrol
es el principal componente en porcentajes por encima del 70% (Garcia et al., 2007;
Monzote, 2010; Castafieda et al., 2007 y Sanchez et al., 2009). Estos reportes
documentan acuyos de Brasil, Ecuador y Colombia, pero no hay reportes para
acuyo mexicano.

Este trabajo se encamind a la extraccion asistida por microondas del aceite esencial
de hojas de Piper auritum, al cual se le determiné el rendimiento, su composicion
qguimica, propiedades fisicas (indice de refraccidn, densidad y color) y se probé su
efectividad como agente antifingico en sistemas alimentarios modelo contra el
moho Penicillium expansum,

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se empled un lote de hojas frescas de acuyo (Piper auritum) de origen silvestre
proveniente de Xalapa, Veracruz. Se seleccionaron las hojas de tamafio uniforme
(15-20 cm de diametro) y sin tallo, que estén completas y que se observen sanas.
Las hojas se extendieron y se dejaron secar a temperatura ambiente para
posteriormente extraer su aceite esencial.

Extraccion asistida con microondas de aceite esencial de acuyo

La extraccion de aceite esencial de acuyo se realiz6 en un horno de microondas
doméstico (Daewoo, China) de 600 W y 2450 MHz adaptado para extraccion. En un
matraz de 1000 mL se colocaron 100 g de hojas de acuyo secas y trituradas, y 300
mL de agua destilada, posteriormente se introdujo en el horno de microondas y se
acoplé a un condensador con sistema de recirculacibn de agua fria. Se
seleccionaron las condiciones del horno de microondas al 80% de potencia (380
W) durante 30 min para calentar la mezcla de agua-acuyo y asi generar vapores.
Estas condiciones se seleccionaron de acuerdo al disefio experimental probado por
Cardoso-Ugarte et al. (2013), en las que se obtuvo el mayor rendimiento para aceite
esencial de albahacay epazote. El vapor obtenido al llegar al condensador se enfria
y se transformé en un extracto liquido que se recibe en un matraz. Se recuperé el
aceite esencial y se midi0 su volumen utilizando una micropipeta. El agua
remanente en el aceite se removio afiadiendo sulfato de sodio anhidro; el aceite ya
seco se coloco en frascos ambar, se taparon y se almacenaron en refrigeracion
hasta su analisis (Juarez, 2011).

Evaluacion del rendimiento y propiedades fisicas del aceite esencial de acuyo
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Rendimiento. El rendimiento del aceite esencial se obtuvo dividiendo el volumen
obtenido de aceite respecto al peso del material sometido a extraccion.

indice de refraccion. La medicién del indice de refraccion del aceite esencial se
realizé con refractometro digital (Reichert, Estados Unidos). El refractbmetro se
calibro con agua destilada para luego secar con papel y colocar una gota de muestra
de aceite esencial sobre el cristal. La lectura se hizo por triplicado (AOAC, 2000).

Densidad. La densidad del aceite extraido se determind por la relacion de masa
entre volumen, usando un picnémetro de vidrio a peso constante. Se peso6 el
picnometro vacio. El picndmetro se llen6 con el aceite y se pesé nuevamente. La
diferencia entre estos pesos se dividio entre el volumen indicado en el picnémetro.
La densidad se expresé en kg/m3 (AOAC, 2000).

Color. El color del aceite esencial de acuyo se determiné por transmitancia usando
un colorimetro Gardner-Colorgard System (BKY, Restron VA). Antes de realizar la
medicion se calibré el colorimetro con la ayuda de la placa negra y el completo paso
de luz (L=100, a=0, b=0). EI color del aceite se midié en un vaso de precipitados
de 15 mL para obtener los parametros de la escala de Hunter L, a, b.

Determinacion de la composiciéon quimica del aceite esencial de acuyo

La composicion quimica del aceite esencial de acuyo se determiné por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en un
cromatografo (Agilent Technologies modelo 6850N) acoplado a un detector de
masas de triple eje (5975C). Se us6 una columna capilar (HP5-MS) para separar
los componentes, utilizando helio (grado cromatografico) como gas de arrastre a
un flujo constante de 1.5 mL/min y el inyector a una temperatura de 240°C. Pasado
el periodo inicial, la temperatura en la columna se mantuvo por 10 min a 60°C,
después se incrementd cada 5 min hasta alcanzar los 240°C que se mantienen por
50 min (Marangon et al., 2008). El espectrograma obtenido se analiz6 con la base
de datos NIST version 2010.

Preparacién del in6culo

La siembra de Peniclillium expansum se realiz6 siguiendo una modificacion al
método que plantea la Norma Oficial Mexicana, NOM-111-SSA1-1994 (Secretaria
de Salud, 1995). Este método se fundamenta en la inoculacion del moho en cufias
de agar papa dextrosa e incubado a una temperatura de 25+1°C.

Evaluacion de la actividad antifungica del aceite esencial

Las colonias de cada moho crecidas en las cufias de agar se resembraron y se
incubaron 10 dias a 25°C. Las cuiias se lavaron con 10 mL de agua estéril para
recuperar las esporas. La suspension de esporas se mantuvo en refrigeracion hasta
Su uso pero no mas de 2 dias (LOpez-Malo, 1995). Se preparo y esterilizé agar papa
dextrosa. Una vez que el agar se encuentra a temperatura de 40-45°C, se dividié
en frascos previamente esterilizados y se adicionaron 0 (control), 100, 500, 1000,
2000 y 3000 ppm del aceite esencial. El agar se mezclé suavemente y se vacio en
cajas Petri de tamafio 60x15 dejando solidificar. Se inocularon 10 pL de la
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suspension de esporas en el centro de la caja con el agar solidificado, y se registrd
el crecimiento durante 8 dias después de la inoculacion a 25°C, midiendo
diariamente el didmetro de la colonia. Las cajas inoculadas se mantuvieron en
camaras herméticas con suficiente espacio de cabeza (Juarez, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se llevaron a cabo 2 extracciones del aceite esencial y se obtuvo como resultado
un rendimiento promedio de 2.85+0.07 % (g de aceite esencial/100 g de acuyo
seco). El rendimiento fue alto al compararlo con otros métodos de extraccion como
estraccion supercritica (2.37 — 3.09%) y destilacion por arrastre de vapor (1.58%),
reportados por Conde (2013).

El indice de refraccion del aceite esencial fue de 1.5283+0.00007 a 20 °C. La
densidad del aceite esencial fue de 1023.3 +0.008 kg/m?3. La mayoria de los aceites
esenciales, al estar compuestos fundamentalmente por terpenos y derivados,
compuestos organicos con atomos ligeros, tienen una densidad menor de 1 g/cm3,
pero hay algunos aceites esenciales con densidad mayor como el de la canela,
sasafras y clavo (Ortufio, 2006). Los pardmetros de color obtenidos para el aceite
esencial de acuyo fueron: L=86.37+0.1768, a=-0.41+0.0637 y b=20.70%0.1556, por
lo que el aceite califica como transparente con tono amarillo/verde.

El analisis cromatografico cualitativo realizado revelé 68 picos; los principales
componentes identificados fueron el safrol (44%), terpinoleno (11.52%), cariofileno
(7.2%), nerolidol y B-cubebeno (7.03%), germacreno (6.08%), metoxieugenol
(4.23), y-terpineno (4.18%), a-terpineno (3.49%), a-pineno (3.26%), B-pineno
(3.06%), eugenol dimetileter (1.67%), a-cariofileno (1.27%) y esqualeno (1.26%).
El porcentaje de safrol resulté menor a lo reportado para aceite esencial de acuyo
de otros origenes (Garcia et al., 2007; Monzote, 2010; Castafieda et al., 2007 y
Sanchez et al., 2009).

A pesar de utilizar altas concentraciones del aceite, las colonias crecieron en todas
la cajas con diferentes concentraciones. Se siguio el crecimiento de las colonias
durante 8 dias y las curvas de crecimiento observadas se muestran en las figura 1.
Se observé que a mayor concentracion del aceite, la velocidad de crecimiento
disminuye. Esto significa que en la concentracion de 3000 ppm se disminuy6 en un
65.6% el crecimiento de la colonia con respecto al control, este comportamiento se
muestra en la Tabla I.
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Figura 1. Curvas de crecimiento observadas en P. expansum a diferentes
concentraciones del aceite esencial de acuyo.

Tabla |. Velocidad de crecimiento de P. expansum en agar papa dextrosa
adicionado con aceite esencial de acuyo.

Parametro de cinética

Concentracion

Velocidad (cm / dia) R?
(ppm)

0 0.503+0.112 0.953
100 0.397+ 0.074 0.924
500 0.373+0.011 0.94

1000 0.217 £0.007 0.832
2000 0.173 £ 0.057 0.726
3000 0.09+0.013 0.801

Con los resultados obtenidos se concluye que el acuyo tiene un alto rendimiento de
aceite esencial cuando es extraido con microondas. Este aceite tuvo efecto
fungistatico (no fungicida) contra el moho Penicillium expansum.
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