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INTRODUCCION

La historia de la vida del ser humano sobre la tierra estd dominada por su relacion
simbiotica con el reino vegetal. A base de las plantas, el hombre primitivo obtuvo los
medios para su alimentacion, bebidas, abrigo, salud y bienestar. De esta manera los
primeros medicamentos tuvieron su origen en las plantas, muchas de las cuales por sus

propiedades curativas estan actualmente en uso, por ejemplo la digoxina, codeina, etc.

En Nicaragua el uso de las plantas medicinales ha venido incrementandose como una
alternativa terapéutica para el tratamiento de muchas afecciones comunes y otras no tan
comunes, lo cual lleva muchas veces al abuso o uso irracional de ellas sobre todo en lo
relacionado a las dosis, por aquella creencia que por ser natural es inocuo. Esta
situacion se ve agravada por la falta de informacion accesible acerca: de la accion
farmacologica, la toxicidad, la minima o maxima cantidad que deberd ingerir de las

plantas que eviten a corto o a largo plazo problemas mayores de salud.

Es asi que la Ocimmun basilicum conocida popularmente como Albahaca, es muy
empleada en medicina tradicional por sus propiedades tales como: antibidtico,
antihelmintico, antiséptico, antiinflamatorio, antiespasmodico, analgésico, depresor del
sistema nervioso, relajante de musculo liso y traquea, utilizando cominmente las hojas,
las cuales contienen principalmente; aceite esencial. Esta es una planta aromatica,
facilmente cultivable en los hogares nicaragiienses y se encuentra distribuida

principalmente a lo largo de la region del pacifico.

En este sentido, el presente estudio va dirigido a conocer la toxicidad del aceite
esencial de Ocimmun basilicum y de sus principales componentes como son: linalol,
eugenol y estragol, presentes en la hoja, para lo cual haremos uso del bioensayo de

Artemia salina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

v Determinar la actividad citotoxica del aceite esencial presente en la hoja de
Ocimmun basilicum (albahaca) mediante el bioensayo de Artemia salina Marzo
del 2010.

OBIETIVOS ESPECIFICOS:

v’ Extraer el aceite esencial presente en la hoja de Ocimmun basilicum a través de la
técnica de arrastre por vapor.

v" Identificar los principales componentes del aceite esencial presentes en la hoja
de Ocimmun basilicum mediante cromatografia en capa fina.

v" Obtener el DLs del aceite esencial mediante el bioensayo de Artemia salina.

ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LA HOJA DE ALBAHACA
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MARCO TEORICO

ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LA HOJA DE ALBAHACA
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Segun la OMS, una planta medicinal es todo vegetal que contiene en uno o mas de sus
organos sustancias que pueden ser utilizados con fines terapéuticos o que son los
precursores de hemisintesis farmacéutica. »4

El valor medicinal de una planta se debe a la presencia en sus tejidos de una o varias
sustancias quimicas que producen una accion fisioldgica concreta sobre el organismo
humano. Estas sustancias son denominadas principios activos.

Los principios activos normalmente se encuentran en las hojas de las plantas, por
ejemplo la digital que contiene en sus hojas principios activos que ejercen accion sobre
el corazon. Otra planta conocida, que posee sustancias capaces de ejercer accion en el
organismo humano es la Albahaca, la cual se estudiaréd a continuacion.

DESCRIPCION DE LA PLANTA

La albahaca (Ocimmun basilicum L.) es una planta anual pequefia, de 30 a 50 cm de
altura, despide un agradable olor caracteristico y salvo en la punta de las ramas, carece
de pelos. Posee tallos erectos, ramosos y cuadrados. Hojas anchas, jugosas y estan
finamente dentadas, aunque hay variedades de jardin sin dentar, de color verde,
lanceoladas. Es de Origen sudasiatica y persa, proviene de la familia de las Labiatae
(Labiadas) o Lamiaceae. Las flores se agrupan en espigas, blancas o rosadas.»s

FORMA DE CULTIVO

Para el cultivo de la planta Ocimmun basilicum, se recomienda preparar el suelo con
abono de preferencia organico, asi aseguramos que la planta sea mas productiva en
cuanto a hojas y al tamafio de las mismas.

La siembra se lleva a cabo a finales de invierno, en semilleros. Hay que sembrar las
semillas a poca profundidad y trasplantarlas hacia mediados del verano, con cuidado de
no dafiar las raices. La germinacion se produce a los 10 6 15 dias, Luego, los plantones
se colocan en hileras a 30 cm de distancia unas de otras. Es conveniente plantarlos algo
profundo y regarla abundantemente.

Se escarda para eliminar las malas hierbas con frecuencia y se desmochan las puntas de
las ramas cuando empiecen a formarse los capullos florales para favorecer el
crecimiento arbustivo, es decir, un crecimiento tupido. Se seca después de su floracion,
por lo que conviene cortar las flores apenas aparecen, de esta manera se las puede
utilizar hasta dos afios. La albahaca crece bien en tierra fresca, ligera y bien drenada, es
muy sencilla de cultivar incluso en suelos pobres.

ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LA HOJA DE ALBAHACA
Ocimmun basilicum MEDIANTE EL BIOENSAYO DE ARTEMIA SALINA.

14



UNIVERSIDAD NACIONAL AVTONOMA DE NICARAGUA
UNAN-LEON

RECOLECCION Y CONSERVACION

Esta se debe realizar desde finales de la primavera hasta inicio del verano, procediendo a
su tratamiento para envasarse en seco. Tras lavar las hojas se procede a su secado
colocandolas en un sitio aireado, seco y alejado de la luz, para una vez troceadas,
envasarlas en recipientes herméticos de cristal o ceramica donde conservaran durante
varios afios su aroma casi integro.

De la planta las partes utilizadas, so6lo son las hojas frescas o secas y cuando mas
aromaticas son, es cuando son jovenes, siendo estas de color verde intenso y verde
grisaceo por el envés, que una vez destiladas al vapor de agua producen esencia, cuya
cantidad y calidad variara segun el tipo de albahaca tratada o su procedencia.

EFECTOS DE LA PLANTA EN EL ORGANISMO

Anteriormente, se mencionaba que la Albahaca es una Planta Medicinal que se le
atribuyen varios efectos, tanto de uso interno como externo, asi tenemos:

Uso interno:

Digestiva: Favorece la digestion y evita los espasmos gastricos, siendo muy 1til en los
casos de gastritis, de hernia de hiato, de flato, etc. Infusion de un puifiado de hojas
frescas- unos 15 g por litro de agua. Tomar 3 tazas al dia después de las comidas. 26

Estimulante digestivo y lactico: La esencia de la planta abre el apetito (2 o 3 gotas al dia
disueltas en azucar) Estimula la produccion de leche en las mujeres lactantes (Decoccion
de 30 g de hojas secas por litro de agua. Dos tazas diarias)

Antivomitiva: En caso de tener sensacion de vomitos o malestar intestinal. (15 g de la
infusion de hojas secas por litro de agua.)

Problemas nerviosos: Refuerza el sistema nervioso y tranquiliza sus manifestaciones
adversas en el estomago. Infusion de una cucharadita de hojas secas por vaso de agua.
Tomar un par de tazas al dia después de las comidas principales. Si se aumenta la dosis
tiene propiedades narcoticas.

Mal de altura: Su contenido en eugenol le otorga propiedades anticoagulantes, muy
adecuadas para mejorar la circulacion sanguinea. Esta propiedad puede ser aprovechada
para evitar el mal de altura o mejorar sus sintomas ya que un mayor riego celular
permite un mayor aporte de oxigeno a las células y una mayor limpieza de las toxinas.
(Infusién de una cucharadita de planta seca por taza de agua. Tomar un par de tazas
diarias un par de dias antes de emprender el viaje a la montafia o la ascension).

ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LA HOJA DE ALBAHACA
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Como Uso externo:

Bucal: Cuando aparecen problemas en la boca, como inflamaciones, llagas o mal
aliento (Gargarismos con la decoccion de 100 g de hojas secas por litro de agua)

Quistes de ovario: Realizar un masaje abdominal utilizando el aceite esencial.

Otros usos:

Repelente de mosquitos: Durante mucho tiempo se ha utilizado para repeler los
mosquitos, a los que parece ser que les disgusta el olor penetrante que desprende la
presencia en la planta del estragol y eugenol. Parece ser que su uso masivo en su pais de
origen - la India - favorece la disminucion de estos insectos dentro de las casas, aunque
la planta realmente sea utilizada alli por considerarla sagrada.

Especia: Su uso para sazonar comidas en forma de hojas secas trituradas y mezclada con
otras hiervas esta bastante extendido. Se puede tomar fresca en las ensaladas.

Toénico capilar: Para fortalecer el cabello y contribuir a preservarlo de la caida (Realizar
fricciones con el liquido resultante de la infusién de hojas secas).»¢

Es necesario decir que muchos de los efectos terapéuticos anteriormente mencionados
son producidos por los componentes del aceite esencial (eugenol, linalol, estragol)
presente en la hoja de Albahaca (Ocimmun basilicum).

Sin embargo, se han realizado estudios de toxicidad aguda en ratém, a los
componentes sefialados como principales del aceite esencial, comprobandose mediante
administracion de un extracto a una dosis de 2g/kg y con el polvo de las hojas a una
dosis de 6g/kg, ambos por via intragastrica, que no hay aparicion de efectos nocivos. De
igual modo se reporta que el aceite esencial de albahaca no es toxico, aunque se ha
demostrado que el estragol, uno de los mayores componentes en algunas variedades,
produce tumores (carcinomas hepatocelulares). 34

Cabe senalar que los Aceites Esenciales son en general, el conjuntos de compuestos
quimicos que se obtienen mediante un determinado método de extraccion de las
sustancias odoriferas presentes en un gran nimero de vegetales, que se conocen como
plantas aromaticas.

Se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal, tanto en las plantas inferiores
como en especial en plantas superiores. Son particularmente abundante en algunas
familias como las: Umbeliferas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Coniferas, Rutaceas,
Zingiberaceas, entre otras.

ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LA HOJA DE ALBAHACA
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CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia, origen
y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.»7, 35

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas,
balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura
ambiente. Los balsamos son de consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos
a sufrir reacciones de polimerizacion, son ejemplos el balsamo de copaiba, el balsamo
del Peru, Benjui, balsamo de Tolu, Estoraque, etc. Las oleorresinas tienen el aroma de
las plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias
semisolidas (caucho, gutapercha, chicle, oleorresina de paprika, de pimienta negra, de
clavero, etc.).

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y
sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren
modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son
muy costosas. Los artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la
misma esencia con uno o varios de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de esencia
de rosa, geranio y jazmin enriquecida con linalol, o la esencia de anis enriquecida con
anetol. Los aceites esenciales sintéticos como su nombre lo indica son los producidos
por la combinacion de sus componentes los cuales son la mayoria de las veces
producidos por procesos de sintesis quimica, estos son mas econdmicos y por lo tanto
son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla,
limoén, frutilla, etc.).

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion compleja los aceites
esenciales se pueden clasificar de acuerdo con los componentes mayoritarios. Segin
esto los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales
monoterpénicos (por ¢j. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en sesquiterpenos
son los aceites esenciales sesquiterpénicos (por €j. copaiba, pino, junipero, etc.). Los
ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (por ej. clavo, canela,
anis, etc.). Aunque esta clasificacion es muy general resulta util para estudiar algunos
aspectos fitoquimicos de los monoterpenos, los sesquiterpenos y los fenilpropanos, sin
embargo existen clasificaciones mas complejas que tienen en cuenta otros aspectos
quimicos.

Especificamente el contenido en aceite esencial de la hoja de albahaca oscila entre
0,04 y 0,70% segun la variedad, el quimiotipo, la procedencia y el momento de la
recoleccion.,g Los compuestos principales del aceite esencial son: linalol (en algunos
quimiotipos hasta un 75% del aceite esencial), metilchavicol (o estragol, hasta un 87%)
y eugenol (hasta un 20%); se encuentran otros monoterpenos (como el ocimeno y el
cineol), sesquiterpenos y fenilpropanoides (entre otros el cinamato de metilo). La droga
contiene también taninos, flavonoides: xantomicrol y heterdsidos de la quercetina y del
kempferol, acido cafeico y esculdsido. No es segura la presencia de saponinas.
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PROPIEDADES FiSICAS DE LOS ACEITES ESENCIALES
* Liquidos a temperatura ambiente
* Volatiles
* Recién destilados son incoloros o ligeramente amarillentos
* Densidad inferior a la del agua (oscila entre 0,8 y 1,2 g/mL)
* Alto indice de refraccion (para la albahaca esta entre 1,40 y 1,61 a 20 °C)
* Muy poco solubles en agua, pero le comunican el aroma.
* Solubles en alcohol de alto porcentaje.
* Soluble en aceites fijos o grasas. 39

Los aceites esenciales se extraen de los tejidos mediante diversos procedimientos fisicos
y quimicos, en funcidn, principalmente de la parte de la planta en la que se encuentre
(pétalos, raices, tallo, ramas, semillas, savia, hojas), asi como de la posibilidad de
descomponer estos compuestos. Es importante decir que la obtencién siempre conlleva
unas modificaciones inevitables de algunos de los compuestos que los forman.

PROCESOS DE EXTRACCION

Los diferentes Procesos de Extraccion utilizados para la obtencion de aceites esenciales
y extractos aromaticos 34, se pueden resumir de la siguiente forma:

En la destilacion por arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal generalmente
fresca y cortada en trozos pequefios, se coloca en una recipiente cerrado y sometida a
una corriente de vapor de agua sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es
posteriormente condensada, recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es
muy utilizada especialmente para esencias fluidas, especialmente las utilizadas para
perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite
obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada.s;

En el método de extraccion con solventes volatiles, la muestra seca y molida se pone
en contacto con solventes tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes
solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales como
grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura.

Los solventes mas empleados son: Etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclohexano,
tolueno, xileno, ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona,
cloroformo; no se usan clorados ni benceno por su peligrosidad a la salud. Se utiliza a
escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el valor comercial de los
solventes, porque se obtienen esencias impurificadas con otras sustancias, y ademas por
el riesgo de explosion e incendio caracteristicos de muchos solventes orgéanicos
volatiles.3,
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En la extraccion de aceites esenciales mediante la Hidrodestilacién el material esta en
contacto directo con el agua generador de vapor, es decir el material a extraer se
encuentra en el mismo recipiente del agua, posteriormente se calienta a ebullicion, el
aceite extraido es arrastrado junto con el vapor de agua el cual deberd pasar por una
trampa de tipo Clevenger adaptado a su vez a un refrigerante en posicion de reflujo. Este
tipo de extraccion es util para separar aceites mas ligeros que el agua. 35 35

Extraccion en continuo Sélido-Liquido (Soxhlet), es una operacion de la ingenieria
quimica que se usa en numerosos procesos industriales. Técnicamente, es una operacion
de transferencia de masa, donde un disolvente o mezcla de éstos, extraen selectivamente
uno o varios solutos que se hallan dentro de una matriz sélida. Al igual que en la
destilacion, existen una serie de parametros fisico - quimicos, tales como la viscosidad
del disolvente, los coeficientes de solubilidad de los solutos, los coeficientes de difusion,
las temperaturas de ebullicion, etc. que son de importancia fundamental para el disefio
del equipo y el éxito del proceso de extraccion.
Extractores de lecho fijo, de lecho movil, continuos de bandejas, etc., son algunos de los
tipos que se usan normalmente en la industria. En la industria de los procesos naturales,
ya con fines analiticos a escala de produccion, se utiliza con frecuencia el extractor
solido - liquido tipo Soxhlet. La misma cuenta con una camara de extraccion, un
deposito para el disolvente y un sistema de condensacion de vapores.s;, 3s

En el método de enflorado o Enfleurage, el material vegetal (generalmente flores) es
puesto en contacto con una grasa. La esencia es solubilizada en la grasa que actiia como
vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla (concreto) de aceite esencial y
grasa la cual es separada posteriormente por otros medios fisico-quimicos. En general se
recurre al agregado de alcohol caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para
separar la grasa (insoluble) y el extracto aromatico (absoluto). Esta técnica es empleada
para la obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la hacen costosa.ss, 35

Extraccion por prensado:

También se le conoce como “expresion”. El material vegetal es sometido a presion, bien
sea en prensas discontinuas (tipo batch) 6 en forma continua, Dentro de éstos se tienen
los equipos: Tornillo sin fin de alta 6 de baja presion, extractor expeller, extractor
centrifugo, extractor decanter y rodillos de prensa. 3 35

El método de extraccion con fluidos supercriticos, es de desarrollo mas reciente. El
material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o molido, se empaca en una camara
de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra un fluido en estado
supercritico (por ejemplo CO2), las esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el
fluido supercritico, que actia como solvente extractor, se elimina por descompresion
progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente se obtiene una
esencia cuyo grado de pureza depende de las condiciones de extraccion. 3,35
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Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecoldogicamente compatible,
el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas temperaturas
utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los componentes de la esencia,
sin embargo el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se requieren bombas
de alta presion y sistemas de extraccion también resistentes a las altas presiones.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Una vez obtenido el aceite esencial se procede a su debido aislamiento e identificacion,
la mayoria de monoterpenos y sesquiterpenos (linalol) se encuentran presentes en los
aceites esenciales de diversas plantas. A partir de dichos aceites es posible realizar su
aislamiento mediante la utilizacion de uno o varios métodos cromatograficos tales como
la cromatografia en columna, en capa fina y HPLC. Para las cromatografias en columna
y en capa fina se utiliza ampliamente la silica gel como fase estacionaria. Como fase
movil se emplea solventes apolares puros o mezclados. Sin embargo actualmente se
utilizan técnicas de separacion mas eficientes y rapidas como la cromatografia liquida de
alta eficiencia HPLC, y la cromatografia de gases (GC), asi como también
combinaciones “online” HPLC-GC-MS .35

Esta ultima técnica gracias al desarrollo reciente de columnas capilares de alta
resolucion, permite analizar mezclas complejas presentes en aceites esenciales, e
identificar los componentes a partir de los tiempos de retencion a través de los
denominados Indices de Retencion de Kovats (IK). Estos valores son caracteristicos para
cada componente y existen bases de datos con los indices de muchos componentes de
aceites esenciales.

Los valores IK se determinan en dos columnas cromatograficas una polar (por ejemplo
Carbowax 20M) y una apolar (por ejemplo SE-52, DB-5). Adicionalmente, la técnica
acoplada Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-MS), permite obtener
el espectro de masas de cada componente con el cual se obtiene el peso molecular e
informacion estructural. Asi mismo existen bases de datos con los espectros de masas de
muchos componentes, por lo cual el indice de Kovats (determinado en dos columnas de
diferente polaridad) y el espectro de masas son criterios para la asignacion quimica de
muchos componentes de aceites esenciales, no solo monoterpenos sino también otros
tipos de sustancias caracteristicas de dichos aceites.

Mas recientemente se han desarrollado columnas cromatograficas quirales para la
separacion de componentes Opticamente activos, y se han desarrollado métodos para el
analisis combinado HPLC-MS y HPLC-NMR de mezclas de sesquiterpenos.s4
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En el caso de fenilpropanos (eugenol y estragol) existen ensayos de reconocimiento para
el anillo aromatico como la reaccion con formaldehido y acido sulfirico. Asi mismo con
hidroxilos fenodlicos estos pueden reconocerse por el ensayo del cloruro férrico, el cual
produce coloraciones verdes y azules con sustancias fendlicas en general.ss

USO DE ARTEMIA SALINA

Como se menciona anteriormente los aceites esenciales tienen toxicidad relativa la cual
se puede determinar mediante el bioensayo de Artemia Salina comunmente conocida
como camar6on de agua salada.7 g o

Artemia salina, es un pequeio crustaceo que ha sido utilizado como prueba preliminar,
general y econdmica para evaluar la actividad citotdxica no especifica de extractos
vegetales en el descubrimiento de sustancias insecticidas y antitumorales
especificamente anticancerigenas realizadas utilizando sistemas de cultivo in vitro. En
este sentido esta prueba se utiliza para determinar agentes con actividad antitumoral de
una gran variedad de especies vegetales, obteniéndose los niveles citostaticos y de
toxicidad de la mismas, siendo el parametro de referencia los valores de las dosis letal
media (DLsg) obtenidos durante el tamizaje utilizando Artemia salina.

La disponibilidad de los huevos, la facil incubacion, el rapido crecimiento y la facilidad
de mantenimiento de los mismos bajo condiciones de laboratorio, han hecho del
camaron de agua salada una prueba simple, rapida y de mayor importancia, barata y
reproductiva.

El camaron de agua salada pertenece al orden Anostraca de la clase Branquiopodas que
al igual que otras Branquiopodas representa la mas singular forma de crustaceos. Su
embriogénesis comienza de 16- 36 horas después de su inmersion, siendo sus
caracteristicas primitivas, el sistema nervioso en forma de escalera, con ganglios
dispuestos de manera segmentada, el corazon es largo tubular, posee huesos pares en
cada segmento (ver Anexo). La larva es un NAUPLIO primitivo cuyo desarrollo es
gradual sin ninguna metamorfosis compleja.

En el crecimiento de los NAUPLIOS se desarrollan, tres etapas que influyen en la
reproducibilidad de los resultados existiendo una marcada diferencia de la sensibilidad
entre NAUPLIOS de la primera etapa y NAUPLIOS de la segunda etapa y esto ha sido
demostrado utilizando la toxicidad del 4cido crénico.

Las larvas en su primera etapa son significativamente mas resistentes ya que se
alimentan de vitellium embridnico mientras que las larvas en su segunda y tercera etapa
son menos resistentes ya que ingieren particulas de material que expone el epitelio de su
tracto digestivo al medio externo. La sensibilidad del camar6n de agua salada también
puede variar considerablemente de una clase a otra.
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En cuanto a la Incubacion del camaron: Para incubar huevos de Artemia salina se
utiliza agua de mar artificial (cuya concentraciéon no se especifica), en un plato que
contiene dos compartimientos aislados por un material plastico, separados por dos
agujeros de 2mm de diadmetro. La siembra de los huevos se realiza dentro de un
compartimiento profundo, luego de 48 horas de su inmersién debido a su movimiento
fototropico los NAUPLIOS nadan hacia un compartimiento iluminado donde son
colectados con la ayuda de un micro pipeta.

Las Condiciones del medio de cultivo son: Salinidad del agua artificial: 35 g de sal
por litro de agua que es aproximadamente igual a la salinidad del agua natural del mar.

% Temperatura: 6-40°C % Alimento para Larva
% pH:7-8 % Levadura o Algas Unicelulares
« Luz

Para la realizacion del bioensayo se deben preparar diferentes muestras estas se
disuelve en metanol, para una solucion total conteniendo 50, 500 y 5000 pg de la misma
obteniéndose una concentracion final de 10, 100, 1000 ppm, estas son transferidas a un
disco de papel filtro de 1.25 cm de didmetro, el disco es secado al aire libre luego es
sometido al vacio por una hora. El disco control se prepara en metanol, cada dosis es
repetida cinco veces por igual. Descripciones subsecuentes del método de Mc laughlin’s
en 1991 menciona la alternativa de disolver la muestra en Dimetil Sulfoxido (DMSQO)
con una concentraciéon maxima del 1% del solvente.

PROCEDIMIENTO DEL BIOENSAYO

El disco de papel filtro y 10 larvas son transferidas a un frasco, agregandole agua de
mar artificial para hacer un volumen de 5 mL. Una gota de levadura seca en suspension
es adicionada a cada frasco como alimento de las larvas. Los frascos son conservados
bajo iluminacion (sin temperatura especifica) y los NAUPLIOS sobrevivientes son
contados con la ayuda de una lupa 3X después de 6- 24 horas. Si ocurren muertos en el
grupo control los resultados son corregidos utilizando la férmula de Abbot. 7.5 9

Determinacion de la DLso: El 95% del intervalo de confianza y el DLs, se determinan
utilizando el conteo de analisis indagado a las 24 horas, para los casos donde los datos
no son suficiente en el analisis se modifican segun abbot para determinar el DLs,

También, existen otras vias para tratar la informacion cuantitativa derivada de una serie
de pruebas biologicas, tales como: el método logaritmo de probit, el procedimiento de
D-beer y el método de Reed- Muench, es el mas conveniente. Este procedimiento,
asume que un animal que sobrevive a una dosis alta, podria también sobrevivir a una
dosis baja y viceversa.
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La dosis que matara el 50 % de NAUPLIOS, puede ser determinada por dos
procedimientos graficos que pueden ser utilizados. El primer procedimiento grafica, el
numero de acumulados vivos y el nimero de acumulados muertos en la misma abscisa,
nimero de animales versus el logaritmo de las dosis. Las dos curvas se entrecruzan,
donde el nimero de acumulados vivos es igual al nimero de acumulados muertos. Esto
puede ser utilizado para obtener un estimado rapido de la tolerancia media.

En el segundo método, se grafica la dosis versus el porcentaje de mortalidad, la dosis al
50% de mortalidad es obtenida por la interpretacion de las curvas. En contraste el
segundo método permite la utilizacion de la férmula para estimar el error estandar.
SEDLs= V(0.79hR/n)

Donde: h= promedio del intervalo entre dosificaciones; R= extension del rango (DL7s-
DL,s) de los porcentajes acumulados; n= niimeros de animales. R puede ser obtenida de

la gréafica de porcentaje de mortalidad versus dosis.

Si un DL7s 6 DLjs no pueden ser obtenidos de la grafica, entonces la extension del
rango puede ser estimado como dos veces DL7spara DLsgpara DL;s,

El 95% de los limites de confianza del DLs puede ser derivado de la siguiente relacion:

LOG DL;5y £+ 2 SE DL,
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Hipdtesis
El aceite esencial extraido de las hojas de albahaca Ocimmun basilicum presenta

actividad téxica a diferentes concentraciones y evaluados a diferentes tiempos de

exposicion, en el bioensayo de la Artemia salina.
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio:
El presente estudio, es de tipo Experimental.

Area de estudio:
El departamento docente de Andlisis de Drogas, Téxico y Medicamentos de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UNAN-Leon.

Poblacion:
Especie vegetal Ocimmun basilicum L. cultivadas en el Occidente de Nicaragua.

Muestra:
320g de las hojas de Ocimmun basilicum L. sembrada y recolectada en la ciudad
de Chinandega, debidamente seleccionadas y fraccionadas manualmente.

Unidad de analisis:
Hojas de la especie en estudio.

Tipo de muestreo:
El muestreo que se empled, fue por conveniencia, ya que este nos permitio
seleccionar solo las hojas frescas.

Criterios de seleccidn:

Para la recoleccion de las hojas se tomo en cuenta; olor, ya que en teoria las mas
aromaticas son las mas jovenes, de color verde intenso, esto con el objetivo de obtener
una mayor concentracion del aceite.

Variables:
»  Extraccion del aceite esencial Ocimmun basilicum
»  Identificacion de los principales componentes del aceite esencial
» Citotoxicidad del aceite esencial

Procesamiento de la informacion:
Se utiliz6 el método analitico Read-Muench, para la determinacion de la DLs, calculada
por extrapolacion de la grafica y posterior uso de la siguiente férmula:

DLsy= antilog (valor)

El error estandar fue calculado por:
= [0.79hR
SEDLs, A

El limite de confianza fue determinado mediante la siguiente formula:
LOG DLsy £ 2 SE DLs
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Plan de analisis:

Variable Dependiente: Numero de Nauplios muertos.
Variable Independiente: Concentracion del aceite esencial.

Operacionalizacion de variables:

Variables Definicion Indicador Valor
Extraccion del Método utilizado Cantidad de aceite
aceite esencial para obtener aceite mL

. - . . esencial obtenido
Ocimmun basilicum | esencial de las hojas

de la planta.

Identificacion de los

componentes del Presencia de los Positivo
Principales aceite esencial: componentes del aceite Negativo
componentes del Eugenol esencial.
aceite esencial Estragol,

Linalol.

Capacidad del aceite

Citotoxicidad del esencial para matar a | N° Nauplios muertos

aceite esencial un nimero N° Néauplios vivos DLs
determinado de
Nauplios.
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Materiales:
Reactivos
v Agua Destilada.
v Acetato de etilo; Pureza: 99.9%; Densidad: 0.894 g/mL; CAS:141-78-6.
v' Silica gel 60 Fas,.
v Tolueno; PM: 78-11g/mol.
v Vainillina; Pureza: 99%; M: 152.15g/mol.
v" Acido sulftrico; Pureza: 96.1%.
v Dimetil Sulféxido; Pureza: 99.7%: CAS: 67-68-5: PM: 78.13g/mol.
v Sulfato de cobre; Pureza: 99%.
v' Agua de Mar.
v' Metanol; Pureza: 99.9%; Densidad: 0.793g/mL. K37257907.
v Cintas indicadoras de pH 4-7; Marca EM- Reagents; Us-patent N°4.029.
Estandares:
v' Linalol; Merck; 97% pureza.

v
v

Eugenol; Sigma.
Huevos de Artemia salina

Equipos:

v
v

DN NI AN

<

Destilador clevenger; marca Schmmizoae; volumen max: 3mL; gradacion 0.01mL.
Refrigerante DLK 20; Lauda.

Estufas con mallas de asbesto de aluminio; Cat N° TM106; Ser N° 147051 A; walts
270; volts:115.

Balanza Analitica.

Balanza de dos brazos; Harvard trip Balance; capacidad 2kg- 51b. OHAUS.

Horno Fisher scientific Isotemp Oven 220°C.

Balanza analitica HM-120 LCCM-BAL-01 Cap. Max=120g Marca= AND, Modelo
HM-120,Deriva d=0.1 mg.

Contador de colonia; Darkfield Québec; Scientific Instruments; Modelo 3325;
40watts.

Cristaleria:

AN NN NANEN

<

Balones Borosilicate; 3.3; NS 29/33; capacidad 1000mL.

Balones Borosilicate; 3.3; NS 29/33; capacidad 500mL.

Termoémetro cientifico.

Beacker 1000; Pirex; N°1000.

Rociador Aceglass 250 mL. 24/40 # 7.

Picnémetro 1 mL A KIMAX

Digital Thermometer/ Sonda para medir la temperatura, Marca=Thomas Scientific.
Rango=50 to 150°C

Micropipeta; 1mL; Eppendorf.
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DISENO EXPERIMENTAL

Sembrado de la planta de albahaca:

Fue realizado en el departamento de Chinandega bajo las condiciones apropiadas,
descritas por bibliografias consultadas, las cuales son: Se prepard la tierra, sin abono
para que fueran mas naturales, se sembraron las semillas en macetas y se cuidaron hasta
que crecieron a una altura de 25 cm aproximadamente, para luego trasplantarse a un
espacio de tierra en el patio de la casa (de una de las autoras del presente trabajo),
localizada en El viejo, Chinandega. Se regaron diariamente 2 veces al dia (por la mafiana
y por la noche).

Recoleccion de hojas:

Las plantas fueron recolectadas directamente de donde fueron sembradas, de ellas

seleccionamos solamente las hojas y posteriormente, fueron trasladadas al area de

estudio para la realizacion del bioensayo.

Método de extraccion

El método empleado, fue arrastre por vapor, utilizando el aparato de Clevenger, ya que

nos permitié obtener un buen rendimiento del aceite esencial. El procedimiento fue el

siguiente:

1. En dos balones de 500mL y en uno de 1000mL, se coloco la cantidad 30g de hojas
fraccionada de albahaca en los 2 primeros y 100g en el ultimo, afadiéndole
posteriormente 300 y 800mL de agua destilada individualmente.

2. Se colocaron cuerpos porosos dentro de los balones.

3. Se engraso las bocas de cada uno de los balones.

4. Cada baldn fue colocado en estufa y en las bocas de ellos se colocaron las trampas
de Clevenger sostenidas con clanes y engrasando ligeramente las partes esmeriladas.

5. Se llenaron los bulbos de cada una de las trampas con agua destilada.

6. Se calentaron simultaneamente los balones, por dos horas, cuidando en no exceder el
limite de temperatura.

7. Pasadas las dos horas, se dejo el equipo en reposo por 10 minutos.

8. Concluidos los 10 minutos, se extrajo el aceite contenido en la bureta de la trampa
dejandolo caer en un tubo de ensayo de SmL.

9. El aceite esencial obtenido, se almacend para su posterior uso.
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Aparato para la extraccion del Aceite esencial.

de agua :|

de agua

Salida

Entrada

Es necesario, mencionar que la extraccion del aceite esencial de la hoja de Albahaca, fue
realizada en la Fundacion “ISNAYA” ubicado en la ciudad de Esteli, ya que las
condiciones y equipos brindados por esta institucion, son las adecuadas para su
realizacion.

Condiciones experimentales:

1.

Las cocinas del calentamiento tienen que ser con mallas de asbesto de aluminio,
ya que esta nos permitio, que el calentamiento no fuera directo, impidiendo asi la
desnaturalizacion del aceite.

. Los cuerpos porosos colocados, son necesarios para evitar una ebullicion muy

violenta.

El control de la temperatura, se realizd mediante un sistema de circulacion de
agua fria a los refrigerantes integrados en la trampa de Clevenger, utilizando un
refrigerante DLK 20, manteniendo la temperatura, dentro del rango aceptable de
22-25°C, medida esta con un termometro.

La presion debe ser baja, cuidando que la velocidad de destilacion sea de 2-4 mL/
min.

El tiempo de destilacion fue de dos horas. Este tiempo, comenz6 a transcurrir a
partir de la caida de la primera gota de destilacion.
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Almacenamiento:
El aceite fue almacenado en tubos de ensayos con tapas envueltos en papel de aluminio
y conservados en una nevera a aproximadamente 4°C, hasta su utilizacion.

Método de Identificacion de los componentes del Aceite esencial:

Cromatografia de Capa Fina, teniendo el siguiente sistema cromatografico:

Fase estacionaria: Silica gel 60 Fys4 activadas previamente por calentamiento a 100° C
por media hora

Fase movil: Tolueno: Acetato de Etilo (93: 7), la camara sera dispuesta a saturacion
cuando minimo un tiempo de 8 horas

Revelador: Vainillina 1%- Acido sulfurico 5%, ambas en etanol.
Procedimiento:

1. Se preparé 100mL de la fase movil y se mantuvo la cdmara cromatografica en
saturacion por 10 horas.

2. Lacromatoplaca fue previamente calentada a 100 °C en horno, por media hora.
3. Tanto la muestra, como los estandares de Eugenol y Linalol, fueron colocadas en
la cromatoplaca, la cual fue posteriormente colocada en la camara para su

desarrollo.

4. Posterior al desarrollo, se dejo la cromatoplaca unos minutos al ambiente para
que se evaporara el solvente de la fase movil.

5. Haciendo uso de un atomizador se le aspergearon las soluciones que componen
el revelador.

6. Las cromatoplacas fueron colocadas en un horno, en donde se mantuvo por 10
minutos a 110°C, para luego poder apreciar las manchas correspondientes.

7. Se procedio a calcular los Ry.

Especificaciones de los Componentes del Aceite esencial de Albahaca:

v Linalol: color de la mancha Azul intenso (R= 0.54)3¢
v" Estragol: color de la mancha Rosado (R= 0.72)s5
v Eugenol: color pardo. (R;=0.56-0.60),,
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Método de Determinacion de Citotoxicidad:
Bioensayo de Artemia salina: Se realizé por triplicado bajo condiciones adecuadas.

Preparacién del medio de cultivo:
1. El agua de mar utilizada es natural, la cual se obtuvo de los balnearios de
Poneloya y el Viejo. Segun referencia bibliografica, posee un equivalente de 35¢g
de sal por litro de agua.

2. El agua de mar, fue filtrada y transferida a 3 beacker de 1000 mL, se hizo hervir
por 30 minutos para esterilizarla, posteriormente se enfrié y se aforé a 1000mL
cada beacker con agua destilada.

Incubacién de los Nauplios.
I. En un recipiente de vidrio limpio, se colocaron 25mL de agua de mar
previamente preparada, se adiciono la punta de una espatula de huevos de
camaron.

2. Se incubaron los huevesillos por 36 horas.

Preparacién de reactivos para el Bioensayo:
I.  Solucién Patron:
La solucioén patron fue preparada: pesando 25mg de sulfato de cobre en un vidrio
de reloj, se solubilizé con agua destilada hasta completar un volumen de 100mL.
La solucion obtenida debe tener un color celeste claro caracteristico del sulfato
de cobre. A partir de esta solucion se hicieron las diluciones.

II.  Soluciéon Muestra:
v Se midieron 200 pl de aceite esencial.
v Se agreg6 150 pl de Dimetilsulfoxido hasta que se mezcld completamente.
v Se adiciond 2.75 mL de agua de mar para obtener una concentracion inicial
de 1mg/mL a partir de la cual se realizaron diluciones.

III.  Preparacion del blanco:
Se midid 150 pl de Dimetilsulfoxido afiadiéndole posteriormente agua de mar
hasta completar el volumen de 3mL.
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Bioensayo:

Se trabajo con micropozos, desde A hasta G, por triplicado, cada uno con un volumen
total de 200 pL. Desde la fila B hasta la G, se les coloco previamente 100 uL de agua de
mar. En la fila A (A1, A2, A3), se coloco 200 pL de la Solucién Muestra de estos se
tomaron 100 pl y fueron llevados al siguiente micro pozo (B). Luego, de B se extrajo el
mismo volumen (100 pl) y se colocé en C, y se procedi6 de igual manera hasta llegar a
la fila G.

El Blanco se colocd en los micropozos: A4, A5, A6. Siguiendo el procedimiento
anterior.

En los micropozos: A7, A8, A9, fue colocado el sulfato de cobre.
Luego de 36 horas de incubacion, los Nauplios ya eclosionados fueron tomados de 10 a
15 de ellos con una micropipeta de 0.5mL, para ser puestos en cada uno de los

micropozos que contienen: muestra, patrones y blanco.

Posteriormente, a las 6 y 24 horas, se realizaron lecturas de los Nauplios muertos, con la
ayuda de una lupa.

-
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RESULTADOS
Y

ANALISIS
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Para realizar la extraccion del aceite esencial utilizamos 320g de la hoja de albahaca, el
método utilizado fue arrastre por vapor haciendo uso del equipo de Clevenger,
obteniéndose un total de 2.5mL del aceite que presento las siguientes caracteristicas:

Tabla N°1: Caracteristicas Organolépticas y Fisicas del Aceite esencial de Albahaca.

Propiedades Caracteristica Valoracion

Olor Caracteristico a la planta.
Organolépticas | Color Amarillo claro
Sabor Ligeramente amargo.
pH 4.9
Densidad 1.018g/mL
Fisicas Solubilidad en Agua insoluble

Solubilidad en Acetato de etilo. Soluble

Los datos presentados en la Tabla N°1, comprueban la presencia del aceite esencial ya
que tedricamente aunque la mayoria de las esencias vegetales son incolora, algunas
presentan coloraciones modificables por el oxigeno del aire, tal fue el caso del aceite
esencial de Ocimmun basilicum obtenido, cuyo color presentado fue amarillo claro, con
un sabor ligeramente amargo que indica la mezcla de los componentes del aceite.

La densidad del aceite esencial extraido fue de 1.018g/mL concordando con los valores
referidos en la bibliografia (0,8 - 1,2 g/mL), lo cual implica un alto contenido de
compuestos de bajo peso molecular o de constituyentes tipo fenol, capaces de asociarse
a través de puentes de hidrogeno, que aumentarian la masa en un volumen pequefio.

Asi mismo, el valor de pH de 4.9, es un indicio de la presencia de compuestos fendlicos,
lo que concuerda con lo planteado en relacion a la densidad.

Como es de esperarse, el aceite resulta soluble en solventes de naturaleza orgénica e
insoluble en agua; no obstante, ésta adquiere el olor y sabor de la esencia al combinarse,
lo que se explica por la presencia de compuestos capaces de formar puentes de
hidroégeno con ella o bien moléculas lo suficientemente pequefias para solubilizarse en el
agua.
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Tabla N°2: Rendimiento del aceite esencial

Cantidad de | 1" Destilacion | 2" Destilacion % 1° % 2°
hoja en g. Destilacion Destilacion
30 0.4 0.3 1.3 1
100 0.8 0.5 0.8 0.5
30 0.2 0.3 0.7 1
X = 0.9 0.8

En nuestra extraccion, obtuvimos un rendimiento de 0.9 % de aceite esencial, esto
debido a que el solvente utilizado fue agua destilada y no xileno, ya que este ultimo
presenta alta toxicidad para los Nauplios, viéndose afectado el bioensayo con Artemia
salina.

Cabe destacar, que la farmacopea Europea, refiere que los valores del rendimiento del
aceite esencial oscila entre 0.4 a 1% y segun lo referido por la fundacion “ISNAYA” el
valor promedio de sus rendimientos es de 1.3%, utilizando como solvente Xileno.

Para la identificacion de los componentes del aceite esencial de albahaca, realizamos el
analisis de cromatografia en capa fina, utilizando los patrones: linalol y eugenol, siendo
estos componentes principales del aceite esencial. Los resultados se muestran en la tabla
N°3.

Tabla N°3: Resultados de Cromatografia de Capa Fina

Componentes C.T Rfr Rfp C.O
Linalol Azul intenso 0.54 0.51 Azul intenso
Eugenol Pardo 0.56-0.60 0.60 Pardo
Estragol Rosado 0.72 0.75 Rosado

C.T: Color tedrico. C. O: Color obtenido.  Rfr: Rf Tedrico.  Rfp: Rf Practico.
La tabla N°3, se sefiala que el Rf encontrado en la muestra del aceite esencial extraido
coincide, con el Rf Tedrico para ambos componentes y la coloracion obtenida con el

revelador es positiva, lo cual nos comprueba la presencia de dichos compuestos.

Con respecto al Rf del estragol, es posible que no coincida con el Rf tedrico, ya que este
valor es el obtenido en una fase movil de Benceno, ya que no se encontrdé Rf en fase
movil de tolueno- acetato de etilo.
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Tabla N° 4: Lectura Nauplios Vivos y Muertos en Funcion de la Concentracion del
Aceite Esencial a las 6 Horas de Exposicion

67.8793 1. 83 173

33.9396 1.5307

16.9698 1.2296

8.4849 0.9286

4.24245 0.6276

2.12122 0.3265

1.06061 0.0255

Fuente: Bioensayo de Artemia Salina.

En la tabla N° 4 se muestran datos tales como la concentracion en que se encontraba el
aceite esencial, la cual va de la méas alta a la mas baja, el log de la concentracion la cual
nos ayuda a realizar el grafico, asi mismo un promedio de Nauplios vivos y muertos, de
igual forma se presenta los acumulados de Nauplios vivos y muertos y por ultimo el

porcentaje de mortalidad.

En esta tabla se muestra el comportamiento del porcentaje de mortalidad con respecto a
la concentracion, ya que se observa que a la dosis mas alta del aceite esencial (67.8793)
el porcentaje de mortalidad es 100%, y a medida que la concentracion va disminuyendo
va decreciendo el porcentaje de mortalidad, hasta llegar a 0% de Nauplios muerto, lo
cual indica que a tan solo 6 horas de exposicion a una concentracion de 67.8793, el

aceite esencial puede tener una alta toxicidad.
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Grafico N° 1

Nduplios Muertosy Vivos en Funcion de la Concentracion del Aceite
Esencial a las 6 Horas De Exposicion
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AV: Acumulado Vivos. AM: Acumulado Muertos.

En la grafica N° 1, se puede apreciar que esta tiene un desplazamiento hacia la derecha
lo cual indica que el Acumulado de Nauplios vivos va disminuyendo notablemente a
medida que se va incrementando la concentracion del aceite esencial, a tan solo 6 horas
de exposicion.

Un comportamiento contrario se analiza en el nimero de nauplios muertos, el cual va
aumentando a medida que la concentraciébn se incrementa pero, este no supera el
acumulado de 20 Nauplios muertos, lo cual significa que el tiempo de exposicidon no es
suficiente como para matar el 100 % de los nauplios.

Ademas se observa que el punto en donde se interceptan las dos curvas (1.6974) es el

valor con el cual se calcula la DLsg (49.81ppm).
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Tabla N° 5: Lectura Nauplios Vivos y Muertos en Funcion de la Concentracion del
Aceite Esencial a las 24 Horas de Exposicion

_ppm__| Log|] | Vivos | Muertos | AV __| AM | %M
67.8793 | 1.83173
33.9396 | 15307
16.9698 | 1.2296
8.4849 | 0.9286
424245 | 0.6276
212122 | 03265
106061 | 0.0255

Fuente: Bioensayo de Artemia Salina.

En la tabla N° 5 se observa que, el promedio de Nauplios vivos va aumentando
significativamente conforme va disminuyendo la concentracion del aceite esencial, esto
significa que a tan solo 24 horas de exposicion, la toxicidad del aceite esencial va

aumentando.

A las 24 horas de exposicion, se puede apreciar, que el porcentaje de mortalidad es
mayor en comparacion a las 6 horas, e igualmente va decayendo conforme disminuye la

concentracion del aceite esencial.
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Grafico N° 2

Nduplios Muertosy Vivos en Funcion de la Concentracion del Aceite
Esencial a las 24 Horas De Exposicion
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AV: Acumulado Vivoes. AM: Acumulado Muertos.

En el Grafico N° 2 se observa que la cantidad de muertos supera el acumulado de 40
Nauplios a 24 horas de exposicion, lo cual indica que el aceite esencial presenta mayor
toxicidad a medida que se va aumentando el tiempo de exposicion

En cambio, el acumulado de vivos va decreciendo mientras se aumenta la concentracion
hasta llegar al valor de cero, lo cual indica que a este tiempo y a esta concentracion, el

aceite esencial mata el 100% de los Néuplios.

Ademas se observa que el punto en donde se interceptan las dos curvas (0.8370) es el

valor con el cual se calcula la DLs (6.8 7ppm).
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CONCLUSION

Se determin6 por medio del bioensayo de Artemia salina, a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion, que el aceite esencial presente en la hoja de Ocimmun basilicum
presenta actividad citotoxica tanto a las 6 como a las 24 horas de exposicion ya que los
valores obtenido de la Dosis Letal media (DLsg) son inferiores a 100ppm (49.81 y 6.87
ppm respectivamente). La toxicidad que presenta es cronica y no aguda.

La toxicidad en humanos estard en dependencia de la cantidad de hoja y de la frecuencia

con la que s€ consume.
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RECOMENDACIONES

1. Recolectar las muestras vegetales en el tiempo indicado en la bibliografia.

2. Realizar un bioensayo en ratas para comprobar que el extracto de aceite esencial
de albahaca produce carcinomas Hepatocelulares en las concentraciones
planteadas.

3. Que se realice un seguimiento de nuestra investigacion con el propoésito de llevar
a cabo la cuantificaciéon de los componentes presentes en el aceite esencial
mediante cromatografia de gas.

4. Efectuar posteriores estudios para determinar otros compuestos presentes en la
planta.

5. Ejecutar otros estudios para lograr la separacion de cada uno de los componentes
para evaluar la toxicidad presente en cada uno de ellos.

6. Realizar un estudio tipo descriptivo con el fin de conocer el grado de utilizacion
de la planta en la poblacion Nicaragiiense.

7. Informar a la poblacién acerca de la correcta utilizacion de la planta en los
hogares Nicaragiienses ya que una automedicacion puede ser peligrosa.
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Anexo 1
Ocimmun basilicum

Labiatae
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Anexo 2
Principales Componentes Del Aceite Esencial De La Hoja De Albahaca

LINALOL: (3,7-dimetil-1 ,6-octadieno-3-ol)

Este es un alcohol terpénico, terciario, no saturado. Aporta olor de muchos aceites
esenciales naturales como el de menta, tomillo, lavanda, bergamota, etc.

Este compuesto organico es poco soluble en agua. Es un liquido incoloro con olor
caracteristico.

Formula: C1oH;30 OH

Peso molecular: 154 g/ mol

Punto de ebullicion: 198- 200 ° C

Densidad: 0.87 g/mL |

EUGENOL:

Es un liquido incoloro o amarillo claro, por exposicion al aire se oscurece y aumenta su
viscosidad.

Un volumen de la muestra es soluble en dos volimenes de etanol al 70%; soluble en
acido acético glacial; casi insoluble en agua, miscible en etanol, cloroformo, éter de
dietilico y aceites. Se fija en soluciones acuosas de hidroxidos alcalinos.

El rango de destilacion es no menos del 95.0% de la muestra destila entre 250°C y
255°C. OH

Formula: CyyH;,0, OCHs
Peso molecular: 164.20

Punto de ebullicion: 253.5 °C

Densidad: va de 0,84 a 1,18; ik

ESTRAGOL.:

Es un liquido viscoso, incoloro con un olor a perfume similar, que se disuelve solo
ligeramente en el agua (0,178 g / L de Agua La sustancia se usa en perfumes, licores y
alimentos como un perfume.

Formula: C10 H12 (0] /
Peso molecular: 148,20 g/Mol 148.20 G / Mol Q\/
Punto de Ebullicion: 216°C CH,0

Densidad: 0,96 g:Cm’
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Anexo 3
Nimero de Nauplios Vivos y Muertos

2
Aceite esencial
M A\ M A% M
9 0 10 0 11
4 9 3 2
0 11 0 10 1
1 11 0 10 2
0 10 0 11 0
1 10 0 11 0
0 10 0 9 1

2

Aceite esencial
\Y%

V: Nauplios vivos M: Nauplios muertos
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2
Blanco
Horas Letra A% M A% M A% M
A 10 1 13 0 12 0
B 11 0 10 0 11 0
C 15 0 12 0 11 1
6 Horas D 12 | 0 | 12 0 9 1
E 12 0 13 0 11 1
F 10 1 13 0 10 1
G 14 0 12 0

2

Blanco
M M M
0 11 0 13 0 12
10 10 11 0
14 11 11 1
24 Horas 9 1
1

V: Nauplios vivos M: Nauplios muertos
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2
Sulfato de cobre

\Y M A% M \% M
0 10 1 10 0 10
0 11 1 11 1 10
0 10 3 7 1 11
0 12 0 12 1 13
0 11 4 6 2 9
8 8

8

2
Sulfato de cobre
Horas Letra \% M A% M A% M

A 0 10 0 11 0

0 11 0 12 0

0 10 0 10 0

24 Horas 0 12 0 12 0
0 0 0

0 5 7

3 4 5

V: Nauplios vivos M: Nauplios muertos
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Anexo 4
Tablas de la toxicidad del blanco.

Numero de Nauplios vivos y muertos en el Blanco lectura: 6 horas

Numero de Nauplios vivos y muertos en el Blanco lectura: 24 horas

AV
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Anexo 5
Tablas de la toxicidad del Sulfato de Cobre.

Numero de Néuplios vivos y muertos en el Sulfato de cobre lectura: 6 horas

AV

Numero de Nauplios vivos y muertos en el Sulfato de cobre lectura: 24 horas
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Anexo 6

Extraccion del Aceite Esencial.

Especie: Ocimmun basilicum

Identificacion

Seleccion

¢

Recoleccion de
las hojas

C

Lavado

¢

Pesada de la
Muestra: 320 g

C

Triturado manual

¢

Extraccion del aceite por
Arrastre de Vapor

=

Almacenamiento del Aceite

Esencial.

ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LA HOJA DE ALBAHACA
Ocimmun basilicum MEDIANTE EL BIOENSAYO DE ARTEMIA SALINA.

53



UNIVERSIDAD NACIONAL AVTONOMA DE NICARAGUA

UNAN-LEON

Soluciéon muestra

150ul DMSO + 200
ul Aceite Esencial +

Agua de Mar c.s.p
3mL

l Tomar

Anexo 7

Bioensayo Artemia Salina

Solucién Blanco

150 ul DMSO +
c.s.p 3 mL H,O

Solucion Patron

25mg CuSO4+

c.s.p 100 mL H,O.

lTomar

l Tomar

200 pl de solucion

200 ul de solucion
Blanco y colocarlos

200 ul de solucién
Patron y colocarlos

muestra y colocarlos
en los micropozos en los micropozos

A4, A5y A6. A7, A8y A9.

T~

De estas soluciones tomar 100 ul y colocarlos en la fila
B, de la fila B tomar 100 pl y colocarlos en C y asi
sucesivamente hasta llegar a G. conteniendo
previamente 100ul de agua de mar

en los micropozos
Al, A2 v A3.

A\ 4
Adicionar 10-15 Nauplios
vivos

A\ 4
Lectura a las 6 y 24 horas
de Exposicion

A\ 4

Determinar DLs
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Anexo &
Calculo de DLs

Lectura: 6 Horas

Valor obtenido de la extrapolacion: 1.6974

Calculo de la DL
DL,, = anti log(valor)
DL,, = anti log(1.6974)
DL, =49.8195729

Calculo del Error Estandar:
sepL,, = |2 7OMR
n
j = Mayor +menor
2
h=50
SEDL,, = (0-79)(15;))(100)

SEDL,, =18.94969417

Calculo del Limite de Confianza
LogDL.,(90%]1.C) = LogDL,, £ 2SEDL,,
LogDL,,(90%]1.C) = Log(49.8195729 £ 2(18.94969417)
LogDL,, =(-36.2019)
LogDL,, =(39.5967)
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Anexo 9
Calculo de Densidad

Calculo de la Densidad del aceite Esencial
’ B 0.99602(M, A)
e M, +A

MI1= Es la masa en g de la sustancia a analizar.
M2= Es la masa en g del H,O.

A= Es el Factor de correccion del aire (0.0012M2)
0.99602 = Es la densidad del agua a 25°C en Kgm".

Picnometro Vacio: 19.0887g.
Peso H,0O: 19.1919
Peso Aceite Esencial: 19.1943.

(Pic. +H,0) masa- (Pic. Vacio)masa
19.1919-19.0887 = 0.1032g Masa H,O

(Pic. + Muestra) masa — (Pic. Vacio) masa
19.1943 — 19.0887 = 0.1056 Masa A.E.

0.996025(0.10569 + 0.0012)

S = 10329 £ 0.0012
~0.996029 /mL(0.1068)
sasec 0.1044
0.106374936
GZS"C N —

0.1044

Crse =1.018917011g /mL
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Anexo 10
Foto de Extraccion del Aceite Esencial Realizada en ISNAY A

03/03/2010
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