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RESUMEN

El presente trabajo es un estudio sobre la especie vegetal Ruta graveolens L. (Ruda) que crece
en el distrito de San Juan Bautista de la provincia de Ica. Las hojas frescas de esta planta en
estado de floracion fueron separadas y trozadas a tamafio de entre 2 -3 mm de lado y se usaron
para la extraccion de sus aceites esenciales. Se ensayaron los métodos de hidrodestilacion en la
proporcion 1 kg del material con 6 litros de agua y arrastre de vapor en la proporcion 1 kg de
material con 4 litros de agua. En ambos casos con calor moderado para obtener un destilado de
10-15 gotas por minuto y calor fuerte para obtener un destilado de 25 — 30 gotas por minuto por
tiempos de 40, 80 y 120 minutos respectivamente. El mejor rendimiento se obtuvo del
tratamiento mediante arrastre de vapor con calor fuerte por 80 minutos obteniéndose un
rendimiento de 0.21 % para un aceite esencial de color amarillo, olor sui géneris, sabor
astringente y de aspecto homogéneo. Este aceite tiene una densidad de 0.918 g/ml con indice
de refraccion 1.4228. El % de actividad antioxidante del aceite esencial, diluido con etanol en
la proporcion 1:9, frente al DPPH es de 53.98 % y es equivalente al de una solucion de acido
galico 8.66 mg/100mL. El % de actividad antioxidante de la misma muestra frente al radical
ABTSe+ de absorbancia 0.706 es 38.52 % y es equivalente al de una solucién de trolox 0.4193
mM.

Palabras claves: Ruta graveolens L, Actividad antioxidante, Aceites esenciales.
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ABSTRACT

The present study on the plant species Ruta graveolens L. (Ruda) that grows in the district
of San Juan Bautista in the province of Ica. The fresh leaves of this plant in the flowering
stage were separated and chopped to a size of between 2-3 mm on each side and used for
the extraction of its essential oils. Hydrodistillation methods were tested in the proportion
1 kg of material with 6 liters of water and steam dragging in the proportion 1 kg of
material with 4 liters of water. In both cases with moderate heat to obtain a distillate of
10-15 drops per minute and strong heat to obtain a distillate of 25-30 drops per minute
for times of 40, 80 and 120 minutes respectively. The best yield was obtained from the
treatment by steam stripping with strong heat for 80 minutes, obtaining a yield of 0.21%
for an essential oil of yellow color, sui generis odor, astringent taste and homogeneous
appearance. This oil has a density of 0.918 g/ml with a refractive index of 1.4228. The %
of antioxidant activity of the essential oil, diluted with ethanol in the proportion 1:9,
compared to DPPH is 53.98% and is equivalent to that of a solution of gallic acid 8.66
mg/100mL. The % of antioxidant activity of the same sample against the ABTSe+ radical
with an absorbance of 0.706 is 38.52% and is equivalent to that of a 0.4193 mM trolox

solution.

Keywords: Ruta graveolens L, Antioxidant activity, Essential oils.
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L INTRODUCCION

Desde los albores de la humanidad el uso de las plantas con fines alimenticios,
medicinales y ornamentales es una practica frecuente y comiin. En nuestro medio se
desarrollan una gran cantidad de especies vegetales merced al excelente clima de nuestra
region. Gran parte de ellas son cultivadas para nuestra alimentacion; pero los cultivos
irremediablemente sufren enfermedades o son atacadas por plagas de insectos. Para
resolver estos problemas agrarios la industria quimica prevé de insumos que a la postre
sanan la planta, pero terminan perjudicando el ambiente e incluso a las demds formas de
vida incluido el hombre, Motivo por lo cual en la actualidad hay la tendencia a obtener
los alimentos de cultivos limpios, organicos o no tratados con insumos quimicos. Una
de las alternativas es usar algin producto natural para reemplazar los tratamientos
quimicos convencionales. Es conocido también que algunas plantas tienen propiedades
repelentes y/o insecticidas contra algunos insectos y se usan con tal fin. Las especies
vegetales que desprenden fragancias fuertes estan relacionadas con esta propiedad. Si
consideramos que la fragancia de una planta esta concentrada en los aceites esenciales
y que se presenta en pequeias cantidades necesitariamos grandes volumenes de plantas
aromaticas para obtener planta util para los tratamientos de las plantas. Es necesario
obtener la fragancia o aceite esencial y desarrollar estudios para demostrar sus posibles
usos no solamente por sus propiedades cosméticas sino también por los efectos que
tendria en algun estadio de la vida de los insectos’.

La ruda (Ruta graveolens L) es una especie vegetal que crece en nuestro medio. Esta
especie vegetal. pertenece a la familia Rutacea, es una hierba perenne que llega a medir
mayoritariamente entre 30-60 cm y ocasionalmente alcanza hasta 100 cm. se caracteriza
por su olor fuerte y penetrante. Es nativa de Europa, pero fue introducida en América en
la edad media y hoy en dia la encontramos en diferentes paises de Centro y Suramérica.
En el Perti crece en varias regiones y en todo lugar se le atribuyen diversas propiedades
medicinales y hasta magicas se le utiliza como: antifungica, antibacteriana, analgésica,
antiinflamatoria y antihelmintica. Para quitar el susto y cambiar la suerte. Su extracto
acuoso tiene actividad anticonceptiva observandose que interfiere en el sistema
reproductivo, alterando el nivel hormonal y la morfologia de los ovarios en ratas
hembras jovenes. Para los aceites esenciales de esta especie vegetal se reportan actividad
antibacteriana y antimicoética, ultimamente se estan realizando estudios para determinar

su actividad repelente de insectos dafiinos a diferentes plantaciones. En nuestra region
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crece en jardines y algunos cultivos cuyas plantas van a parar en los mercados donde se
comercializa en atados de entre 300 — 400 g de ramas de la planta y es bastante
consumida por los propios comerciantes de los mercados para ahuyentar las malas vibras
y para el florecimiento del negocio. Son varios los estudios que demuestran que el aceite
esencial de las partes aéreas de esta planta tiene actividad repelente y biocida contra
algunos insectos® 3.

Algunos estudios sobre los aceites esenciales en plantas aromdticas han sido
desarrollados por:

Ruiz C* (2015) presentan un estudio sobre 10 plantas aromdticas peruanas con el
propdsito de encontrar aceites esenciales que puedan ser usados como atrayentes o
repelentes de Thrips tabaci, entre otras., Ruta graveolens L.

Castro A3 (2011) Desarrollé un trabajo con el objetivo de elucidar los componentes del aceite
esencial de Ruta graveolens L, determinar su actividad antioxidante y su citotoxicidad.
Trabaj6 con plantas completas que se colectaron en la provincia de Tarma, Region Junin,
fueron tratadas en un sistema de arrastre con vapor de agua, obtuvo un rendimiento de 0,3%
v/p de aceite esencial. La elucidacion estructural de los componentes quimicos del aceite
esencial se realizo por Cromatografia de Gas/Espectrometria de Masas (CG-EM), reportando
los siguientes componentes: 2-octanona, 2-nonanona, nonanal, ciclohexen-5,6-dietenil-1-
metil, 2-decanona, metil nonyl éter, 2-undecanona, ciclotetradecano, 2-dodecanona y 2-
tridecanona. Para la actividad antioxidante por el método de captacion del radical 2,2-
difenilpicrilhidrazil (DPPH), reporta una Clsp de 16.13 mg/ml, mientras que para el acido
ascorbico 2,4 pg/ml lo cual sugiere una baja actividad antioxidante con citotoxicidad sobre el
desarrollo embrionario de Tetrapygus niger,

Mufioz J® (2007) sefiala que la pigmentacién de la piel es a consecuencia de la
produccion y distribucion de melanina, que es originada por la oxidacion sucesiva de la
L-Tirosina a L-Dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y dopaquinona por el enzima
tirosinasa. Indica que las irregularidades en la pigmentacion de la piel son un problema
estético para muchos individuos lo cual justifica el interés de investigar productos con
propiedades aclaradoras de la piel. En ese sentido se propone a buscar inhibidores del
enzima tirosinasa a partir de productos naturales y desarrolla un estudio de extractos
de Ruta graveolens L empleando diferentes métodos de extraccion a fin de determinar
la inhibicién de la oxidacion de la L-Tirosina catalizada por tirosinasa de hongo y

correlaciona esta actividad con la citotoxicidad y el contenido de compuestos fenolicos.
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Cusquipoma M’ (2018) Presenta un estudio con el objetivo de demostrar el efecto
antimicotico in vitro del aceite esencial de las hojas de Ruta graveolens L sobre Candida
albicans ATCC 10231. Utilizé el método de Kirby-Bauer. El aceite esencial lo obtuvo
de las hojas frescas y por el método de hidrodestilacion. Ensayo aceite esencial en
concentraciones de 1,6% y 3,2%, como control estandar el Fluconazol (25ug/disco) y
control negativo Dimetilsulfoxido (DMSO) al 5%. Reporta halos de inhibicién a las 48
horas para el aceite esencial 1,6% (35,95 mm); al 3,2% (41,25 mm); para el control
estandar (28.69 mm), y para el control Negativo (6mm). Concluyendo que el aceite
esencial de las hojas de Ruta graveolens L es un excelente efecto antimicético frente a
Candida albicans.

Pino O3 (2014). Sefiala que el aceite de ruda es ttil en perfumeria, como desodorizante y posee
actividad insecticida. Y que su composicion depende de las condiciones geobotanicas
especificas. Y presenta un estudio con el objetivo de establecer las potencialidades del aceite
esencial de R. chalepensis como candidato para el desarrollo de nuevos antibacterianos en el
manejo de fitopatogenos. El aceite esencial se obtuvo por hidrodestilacion con equipo
Clevenger; determinando su rendimiento y su composicion quimica por CG/EM. La actividad
antibacteriana se hizo por el método de difusion en agar. Reporta un rendimiento 0,3 % (v/p)
para el AE con predominaron las cetonas alifaticas; las de mayor abundancia relativa fueron
2-undecanona (34,88 %) y 2-nonanona (25,23 %).

Rojas J° 2011) Estudio dos muestras de Ruta graveolens L procedentes de los estados
Me¢érida y Miranda; Venezuela, aisld los aceites esenciales y fueron analizados por
CG/EM lograndose identificar como componentes mayoritarios: 2-undecanona, 2-
nonanona y pregeijereno. Los ensayos de actividad antibacteriana sefialan que los
aceites presentan un amplio rango de inhibicion del crecimiento tanto para bacterias
Gram positivas S. aureus y E. faecalis; asi como para Gram negativas E. coli.

Mena J'? sefiala que estudios farmacoldgicos realizados con la especie vegetal Ruta
graveolens L. (Ruda) demuestran que el aceite esencial es responsable de la actividad
antimicrobiana. Sostiene que el déficit hidrico es el principal estrés abidtico que afecta
al desarrollo de este vegetal generando diversas respuestas de la planta que alteran su
metabolismo secundario y consecuentemente la presencia y concentracion de sus
metabolitos secundarios.

Para la Ruta graveolens L que crece en nuestra localidad no hay estudios que sefialen
el rendimiento y las caracteristicas de aceites esenciales; conocimientos basicos para

proceder a estudiar los posibles usos en el control de plagas de insectos que hacen dafios
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a los cultivos y merman la rentabilidad de los mismos. Con ese propdsito me permito
contribuir con un estudio que deje conocimientos basicos sobre el método para extraer
aceite esencial de esta planta sefialando el rendimiento y las caracteristicas de este
producto®!!. Para lo cual considero que el problema general queda enmarcado en la
siguiente interrogante: /Cual es el método que extrae mejor el aceite esencial de Ruta
graveolens L y cuéles son las caracteristicas fisicas quimica y que actividad antioxidante
tiene este aceite esencial?

El desarrollo del tema es importante porque demostramos que de la planta Ruta
graveolens L que crece en el distrito de San Juan Bautista de nuestra provincia se
obtiene buen rendimiento de aceite esencial y deja los conocimientos basicos para iniciar
estudios para su conversion en un cultivo industrial dado que el aceite esencial de esta
planta ha sido ensayado con resultados positivos para el control de insectos que danan
cultivos de interés economico. Ademads, prontamente se pueden iniciar estudios para ir
reemplazando el uso de insecticidas convencionales por el uso de productos naturales'?.
Razon por la que el objetivo general del presente estudio es obtener, caracterizar y
determinar la actividad antioxidante del aceite esencial de Ruta graveolens L. que crece

en nuestro medio.
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II. ESTRATEGIAS METODOLOGICAS!3:14:15.16,17.18,19.20

2. 1. ASPECTOS METODOLOGICOS
2.1.1. ENFOQUE DE INVESTIGACION

El método cientifico para abordar y desarrollar problemas que se presentaron
y presentan en el desarrollo de la sociedad es una herramienta que permite
seguir creando mejores condiciones de vida para la humanidad. La especie
Ruta graveolens L es una especie vegetal milenariamente usada por sus
propiedades curativas principalmente para los dolores de cabeza y la
eliminacion de las malas vibras o para el ahuyentar los efectos negativos o la
mala suerte en pos de atraer toda clase de buenos momentos tanto para
mejorar la salud o para la mejora del bienestar general de la persona.
Ultimamente su penetrante olor ha sido ensayado para repeler insectos. Los
olores de las especies vegetales son responsabilidad de los aceites esenciales
que poseen las plantas. A lo largo del tiempo en el desarrollo de 1a humanidad
se presentaron y presentardn fendmenos o problemas que el hombre ha ido
conociendo y resolviendo merced a trabajos de investigacion. Actualmente el
uso indiscriminado de insecticidas; obliga a los investigadores a la biisqueda
del reemplazo de este abuso que echan a perder las relaciones bioticas en
nuestro entorno. La Ruda es especies vegetal aromatica que es estudiada en
ensayos de actividad insecticida. Es una planta cosmopolita y en nuestro
medio crece muy bien y merece iniciarse estudios para separar y caracterizar
su aceite esencial.

2.1.2. TIPO DE INVESTIGACION
El presente estudio es una investigacion basica por cuanto se busca obtener
informacion de que método y procesos son los mas adecuados para obtener el aceite
esencial de Ruta graveolens L. En concordancia con los hechos que permitieron
obtener la informacion es una investigacion de tipo transversal ya que el estudio se
ejecutd en un momento determinado.

2.1.3. DISENO DE LA INVESTIGACION
El trabajo desarrollado es de disefio experimental cuantitativa ya que busca
encontrar la relacion entre la variable independiente (hojas de ruda) en funcion de

la variable dependiente (rendimiento y caracteristicas de los aceites esenciales)
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2.1.4. POBLACION Y MUESTRA
Poblacion: Algunas de las plantas enteras de Ruta graveolens L que crecen en el
distrito de San Juan Bautista de la provincia de Ica.
Muestra: Hojas de Ruta graveolens L que crecen en el distrito de San Juan Bautista
de la provincia de Ica.
Criterio de inclusion:
- Plantas sin signos de deterioro.
- Plantas con un tamafio superior a los 50 cm.
Criterio de exclusion:
- Plantas con signos de deterioro
- Plantas con un tamafo inferior a los 50 cm.
2.2. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE INFORMACION
Para la recoleccion de datos se usaran las técnicas de entrevistas a los involucrados
en comercializacion de la planta y de la revision bibliografica para informarnos de
los diferentes procesos para obtener y caracterizar los aceites esenciales.
2.3. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
2.3.1. OBTENCION DE PARTES AEREAS DE Ruta graveolens L (RUDA)
Los procesos se ilustran en el grafico siguiente:

Grafico 1. Procesos para obtener las partes aéreas de la ruda

Plant r ¥
antas de ruda Recoleccién
|
Recoleccién Manual
[
Seleccion Manual
| M I
Limpieza anua
' - Manual
Seleccion
I
Tallos flores Hojas
Desechar Para el trabajo
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2.3.2. CARACTERIZACION DEL MATERIAL A ANALIZAR.
Se trabajo con Material fresco las hojas que se utilizaron para la obtencion de los
aceites esenciales preliminarmente fueron tratadas como sigue: hoja, limpieza,
compactado, corte de 2-3 mm. Compactado. Esta es la parte que se somete a la

caracterizacion.

2.3.3. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL
Para esta parte del trabajo se utilizan los términos calor moderado: es la cantidad de
calor que soporta el sistema de destilacion y se regula para que las gotas del destilado
que se recolecta este entre 10 — 15 gotas por minuto. Y calor fuerte cuando la cantidad
de calor que es el sistema recibe se regula para que las gotas del destilado sean entre
25 — 30 por minuto.
Se ensayaron los métodos de hidrodestilacion y arrastre de vapor
HIDRODESTILACION
Se trabajé con una misma relacion de peso de muestra 1 kg y volumen de agua.
Variando el tiempo de exposicion al calor, el tiempo se controld desde la aparicion

de las primeras gotas del destilado. Se ejecutaron los ensayos siguientes:

Tratamiento 1. Un kg de hojas frescas trozadas con 6 | de agua con 40

minutos de exposicion a calor moderado para flujo de condensacion moderado.

Tratamiento 2. Un kg de hojas frescas trozadas con 6 | de agua con 40

minutos de exposicion a calor fuerte para flujo de condensacion répido.

Tratamiento 3. Un kg de hojas frescas trozadas con 6 1 de agua con 80 minutos de

exposicion a calor moderado para flujo de condensacion moderado.

Tratamiento 4. Un kg de hojas frescas trozadas con 6 | de agua con 80

minutos de exposicion a calor fuerte para flujo de condensacion répido.

Tratamiento 5. Un kg de hojas frescas trozadas con 6 | de agua con 120 minutos

de exposicion a calor moderado para flujo de condensacion moderado.

16



Tratamiento 6. Un kg de hojas frescas trozadas con 6 1 de agua con 120 minutos

de exposicion a calor fuerte para flujo de condensacion rapido.

ARRASTRE DE VAPOR
Utilizando tela de tul color blanco el material fresco y trozado se acondiciond en
paquetes de 500 g que se sujetaron por encima de la fuente que produciria el vapor
de agua. Se acondiciona el equipo de destilacion y se ejecutaron los tratamientos
siguientes:
Tratamiento 7. Un kg de hojas frescas trozadas y contenidas dentro de
dos paquetes son expuestos a 40 minutos de vapor generado por 4 | de agua

con calor moderado que produce flujo de condensacion moderado.

Tratamiento 8. Un kg de hojas frescas trozadas y contenidas dentro de dos paquetes
son expuestos a 40 minutos de vapor generado por 4 1 de agua con calor fuerte que

produce flujo de condensacion rapido.

Tratamiento 9. Un kg de hojas frescas trozadas y contenidas dentro de dos paquetes
son expuestos a 80 minutos de vapor generado por 4 1 de agua con calor moderado

que produce flujo de condensacién moderado

Tratamiento 10. Un kg de hojas frescas trozadas y contenidas dentro de dos paquetes
son expuestos a 80 minutos de vapor generado por 4 1 de agua con calor fuerte que

produce flujo de condensacion rapido.

Tratamiento 11. Un kg de hojas frescas trozadas y contenidas dentro de dos paquetes
son expuestos a 120 minutos de vapor generado por 4 1 de agua con calor moderado

que produce flujo de condensacién moderado.
Tratamiento 12. Un kg de hojas frescas trozadas y contenidas dentro de dos paquetes

son expuestos a 120 minutos de vapor generado por 4 1 de agua con calor fuerte que

produce flujo de condensacion rapido.
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2.3.4. CARACTERIZACION DEL ACEITE ESENCIAL

b)

Para esta parte del trabajo se evalud cual de los tratamientos para obtener el aceite
esencial o el mejor rendimiento y fue el del tratamiento 10 es decir aceite esencial
obtenido por de arrastre de vapor durante 80 minutos con calor fuerte que produjo
y flujo de condensacion rapido. El aceite esencial recogido de la destilacion es
secado con sulfato de sodio anhidro que se separa por filtracion dejando el aceite
esencial que se utilizd para las determinaciones posteriores.

Se determinaron las caracteristicas siguientes:

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:

El analisis organoléptico se realiz6 para caracterizar:

Color: Se coge un frasco vial de 1 mL de capacidad y se depositan en el aceite
esencial a analizar, se tapa y se deja en reposo por 30 minutos. Luego se juzga el
color.

Olor: Terminada la calificacion del color el frasco vial que contiene el aceite
esencial se le retira la tapa e inmediatamente se acerca a la nariz para juzgar el
olor.

Aspecto: Una gota del aceite esencial a analizar se coloca en yema del dedo
Pulgar frotdndose con el dedo indice para juzgar la consistencia

Sabor: Una pequena gota del aceite a analizar se lleva a la boca para la evaluacion

del sabor.

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Se ejecutaron las determinaciones siguientes:

1° RENDIMIENTO
Es la operacion técnica que tiene el proposito de precisar la eficacia del proceso
en cuanto a obtencion de aceite esencial de cada uno de los tratamientos aplicados.
La eficacia se expresa como el numero de mililitros de aceite esencial obtenido
por cada 1,00 g de muestra tratada en cada uno de los diferentes tratamientos
realizados. El resultado se juzga después de haber desecado el aceite esencial

separado.
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2° DENSIDAD

Se trabajo con el aceite esencial procedente del proceso de obtencion T10.
Definiciéon: La densidad de un objeto o compuesto quimico se define como la
relacion existente entre el peso del material o compuesto quimico testado entre el
volumen que ocupa dicho cuerpo. El peso especifico o densidad relativa es la
relacion que hay entre la densidad de un material u objeto analizado y la densidad
del otro que se toma como referencia, usualmente agua. Para los aceites esenciales
la densidad es definida como la relacion que hay entre el peso de un mililitro del
aceite esencial analizado y el peso de un mililitro de agua destilada ambos
registrados a una determinada temperatura 20 °C usualmente.

Procedimiento: Se cogen dos frascos viales limpios y secos de 1 mL de capacidad.
Se pesan con una balanza de precision al 0.1 mg. Con una pipeta de 1 mL graduada
al 0.01 mL se deposita 1 mL de agua destilada en uno de los frascos de peso
conocido y se registra el peso de 1 mL de agua destilada. La pipeta se seca. Luego
se mide un mL del aceite esencial a analizar y se deposita en el otro vial de peso

conocido y se registra el peso del aceite esencial.

3° INDICE DE REFRACCION

Definicion: Al indice de refraccion se le define como la relacion que existe entre
el seno del angulo de incidencia al seno del angulo de refraccion de un rayo
luminoso de longitud de onda determinada, que pasa desde el aire al aceite esencial
en estudio. La determinacion se ejecuta a una temperatura constante. Esta
propiedad fisica es propia y puede utilizarse como indicador de pureza del aceite
esencial.
Procedimiento:
-Se limpia con etanol la placa porta muestra del equipo refractometro de Abbe se
espera unos 5 minutos para que seque y se deposita una gota de la muestra a
analizar se procede a la lectura del indice de refraccion.

4° SOLUBILIDAD
Definicion: La solubilidad de un compuesto quimico denominado soluto se define
como la capacidad que tiene un disolvente, diluyente o solvente para disolver,
permitir la dispersion o recibir en su seno a las moléculas del compuesto quimico
denominado soluto. Sin que cada uno de ellos soluto y disolvente pierdan su propia

identidad quimica. Entre ellos se produce una sola fase o se dice que el nuevo
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sistema es homogéneo. Se expresa como la relacion peso de soluto maximo que
puede disolverse en 100 g del disolvente.
Procedimiento: En un frasco vial de 5 mL se deposita 0.5 mL del aceite esencial
y se pone en contacto con 0.5 mL del solvente ensayo, se tapa el frasco vial y se
agita, se deja en reposo por 15 minutos y se observa la solubilidad en esa
proporcion. Se retira la tapa y se afiade 2.00 mL mas del mismo solvente, se vuelve
a tapar y agitar el frasco vial. Después de 15 minutos se observa la solubilidad.
El proceso se repitié con 2 mL mas del mismo solvente.
Se ensayaron los solventes éter etilico, metanol q. p y etanol 96°

2.3.5. ANALISIS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

DEL ACEITE ESENCIAL DE Ruta graveolens L (Ruda)
Para esta parte del trabajo se utilizé una dilucion del aceite esencial de la ruda con
etanol en la proporcion 1:9
2.3.5.1. FRENTE AL RADICAL LIBRE DPPH

A) Método espectrofotométrico:

La actividad antioxidante se determind por el método de andlisis quimico
cuantitativo espectrofotométrico visible (Espectrofotometro Marca Unico) en el
que se mide la disminucion de la concentracion (absorbancia) que tiene una
solucion patréon del reactivo (radical libre) 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
cuando es consumido por antioxidantes. El resultado se expresa como porcentaje
de inhibicion al radical Libre. Se uso el método propuesto por Brand—Williams y
colaboradores (1995) modificado por Doroteo y colaboradores (2013).

B) Fundamento:
El radical libre DPPH (solucion color violeta) de absorbancia conocida reacciona
con compuestos secuestradores de electrones desapareados, disminuyendo su
concentracion y consecuentemente su absorbancia (pérdida de la intensidad de
color) que es monitoreada a una longitud de onda de 517 nandmetros.

C) Preparacion de reactivos
Solucion de DPPH
Se prepara disolviendo 3.1 mg del reactivo 1,1-difenil-2-picrilhidrazil en 100 mL
de etanol 96°.
Soluciones patrén de acido galico
Por el método de diluciones sucesivas, a partir de una solucion madre 1 mg/mL,

se obtienen diluciones 5,10,15,20 y 25 mg /100 mL respectivamente.
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D) Determinacion del porcentaje de inhibicion al radical DPPH
El porcentaje de inhibicion al radical libre DPPH es la concentracion del extracto
ensayado expresado en microlitros que hace disminuir en cierto porcentaje las
unidades de absorbancia de una solucion patrén del radical libre 1,1, difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) cuya absorbancia es 100 %.
Los procesos para la determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencia

de Ruta graveolens L se ilustran en la tabla siguiente:

Tabla 1. Tratamiento para determinar el % de inhibicion al radical libre DPPH por

parte del aceite esencial de ruda.

Muestra Repeticion | muestra de aceite | Solvente Solucion de
esencial etanol 96° DPPH
mL Ml mL
1 0.0 3.0 0.0
BLANCO 2 0.0 3.0 0.0
3 0.0 3.0 0.0
1 0.0 0.0 3.0
DPPH SOLO 2 0.0 0.0 3.0
3 0.0 0.0 3.0
1 0.2 0.0 2.8
ACEITE 2 0.2 0.0 2.8
ESENCIAL 3 0.2 0.0 2.8

Los reactivos se adicionaron en el orden de izquierda a derecha, se mezclan
adecuadamente y se dejan en reposos por 10 minutos; tiempo después del cual se lleva

a la lectura en el espectrofotdmetro a 517 nm de longitud de onda.
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E) CURVA DE CALIBRACION ENTRE EL RADICAL LIBRE DPPH
VERSUS LAS DILUCIONES PATRON DE ACIDO GALICO

El set de trabajo para esta determinacion lo presento en la tabla siguiente:

Tabla 2. Tratamiento para graficar la curva de calibracion entre el radical libre

DPPH versus las diluciones patron de acido galico

ENSAYO MUESTRA (mL) | ETANOL 96° DPPH
(mL) (mL)
Blanco 0.0 3.0 0.0
DPPH 0.0 0.0 3.0
Acido Gélico 5 0.2 0.0 2.8
mg/100 Ml
Acido Galico 10 0.2 0.0 2.8
mg/100 mL
Acido Galico 15 0.2 0.0 2.8
mg/100 mL
Acido Galico 20 0.2 0.0 2.8
mg/100 mL
Acido Galico 25 0.2 0.0 2.8
mg/100 mL

Fuente: La autora del trabajo
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E) Determinacion de la actividad antioxidante expresada como Clso

La Clso (concentracion inhibitoria media) es el numero de microlitros de la muestra

ensayada que tiene la capacidad para inhibir el 50% de la actividad del radical libre

DPPH. Las unidades de absorbancia de una solucion del radical libre DPPH

representa el 100 % de la actividad del radical libre. Los procesos que se siguen para

esta determinacion son los propuestos por Apumayta U°. El set de trabajo para esta

determinacion se presenta en la tabla siguiente:

Tabla 3. Tratamiento para determinar la actividad antioxidante del aceite esencial

de Ruta graveolens L expresado como Clsy

Ensayo Repeticion | Aceite esencial Solvente etanol DPPH
mL mL mL
1 e 3.0 ---
BLANCO 2 --- 3.0 ---
3 --- 3.0 ---
1 --- 0.0 3.0
DPPH SOLO |2 --- 0.0 3.0
3 --- 0.0 3.0
1 0.1 0.0 2.9
TUBO MS 1 2 0.1 0.0 2.9
3 0.1 0.0 2.9
1 0.2 0.0 2.8
TUBOMS2 |2 0.2 0.0 2.8
3 0.2 0.0 2.8
1 0.3 0.0 2.7
TUBOMS3 |2 0.3 0.0 2.7
3 0.3 0.0 2.7
1 0.4 0.0 2.6
TUBOMS4 |2 0.4 0.0 2.6
3 0.4 0.0 2.6
1 0.5 0.0 2.5
TUBOMSS |2 0.5 0.0 2.5
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3 0.5 0.0 2.5
1 0.6 0.0 2.4
TUBOMS6 |2 0.6 0.0 2.4
3 0.6 0.0 2.4
1 0.7 0.0 2.3
TUBOMS7 |2 0.7 0.0 2.3
3 0.7 0.0 2.3
1 0.8 0.0 2.2
TUBOMS 8 |2 0.8 0.0 2.2
3 0.8 0.0 2.2
1 0.9 0.0 2.1
TUBOMSY9 |2 0.9 0.0 2.1
3 0.9 0.0 2.1
1 1.0 0.0 2.0
TUBOMS 10 |2 1.0 0.0 2.0
3 1.0 0..0 2.0

Fuente: La autora del trabajo
Los reactivos se agregaron en el orden de izquierda a derecha y después de 10 minutos de
reposo al abrigo de la luz se llevaron a su lectura en el espectrometro para determinar su

absorbancia a una longitud de onda de 517 nandémetros.
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2.3.5.2. FRENTE AL RADICAL ABTSe+
a) M¢étodo:

Espectrofotométrico

b) Fundamento

d)

El método se basa en la actividad que presentan ciertos los compuestos quimicos
antioxidantes para atrapar o inhibir los radicales libres de un sistema. La
actividad del radical libre en ausencia de agentes antioxidantes se mide
espectrofotométricamente; al hacerlos reaccionar con muestras que tienen
compuestos quimicos con capacidad antioxidante parte del radical libre es
atrapado y /o neutralizado disminuyendo su concentracion inicial reduciendo su

absorbancia inicial.

Obtencion del radical libre ABTSe+

El radical ABTSe+ se obtiene a través de la reaccion de 3.5 mM de ABTSe+
con 1.25 mM de persulfato potédsico. Las muestras fueron incubadas entre 2-8
°C y en oscuridad durante 16-24 h. Una vez formado el radical ABTSe+ se
diluyé con etanol hasta obtener una absorbancia, medida a 734 nandémetros,
comprendida entre de 0,700 £0,05

Procedimiento para determinar el porcentaje de inhibicion al radical libre
ABTS+

A un volumen de 2.80 mL de la dilucion del radical ABTSe+ se le adicionaron
0.2 mL de la muestra de aceite esencial a ensayar y se incub6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos; luego de transcurrido este tiempo, se lleva al
espectrofotometro a 734 nandémetros de longitud de onda para registrar si se
produce o no descenso de la absorbancia del radical ABTSe+

Actividad inhibitoria expresada como equivalente a mMol de Trolox

La actividad antioxidante de la muestra ensayada de aceite esencial de ruda se
expresa como equivalente a la de una solucion de trolox para lo cual se trabajo
con una serie de disoluciones diluidas de trolox de mili Molaridad conocida que
reaccionan en la misma cuantia y volumen de radical ABTSe+ de absorbancia
conocida. Para esta parte del trabajo se prepararon las soluciones de trolox
siguientes:0.5, 0.250, 0.125, 0.0625 y 0.0313 mM respectivamente con las
cuales se preparo la curva de calibracion frente al radical libre ABTSe+; como

se ilustra en la tabla siguiente:
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Tabla 4. Tratamiento para graficar la curva de calibracion de la reaccion

entre soluciones patron de trolox y el radical libre ABTSe+

Muestra Repeticion | Trolox mL. | Solvente mL | ABTSe+ mL
1 0.0. 3.0 0.0
Blanco 2 0.0 3.0 0.0
3 0.0 3.0 0.0
1 0.0 0.0 3.0
Radical 2 0.0 0.0 3.0
ABTSe+ 3 0.0 0.0 3.0
Trolox 1 0.2 0.0 2.8
0.0313mM |2 0.2 0.0 2.8
3 0.2 0.0 2.8
Trolox 1 0.2 0.0 2.8
0.0625mM | 2 0.2 0.0 2.8
3 0.2 0.0 2.8
1 0.2 0.0 2.8
Trolox 0.125 | 2 0.2 0.0 2.8
mM 3 0.2 0.0 2.8
Trolox 0.25 |1 0.2 0.0 2.8
Mm 2 0.2 0.0 2.8
3 0.2 0.0 2.8
1 0.2 0.0 2.8
Trolox 0.50 | 2 0.2 0.0 2.8
mM 3 0.2 0.0 2.8

Fuente: La autora del trabajo
Las cinco muestras de trolox se trabajan por triplicado. En todos los casos es decir las
repeticiones 1, 2 y 3 respectivamente se colocan 0.2 mL de la disolucion respectivas y se
hacen reaccionar con 2.8 mL de la dilucion del radical ABTSe+ de absorbancia conocida
se dejaron a temperatura ambiente durante 5 minutos; luego de transcurrido este tiempo,
se determiné espectrofotométricamente la absorbancia a 734 nm de longitud de onda para

determinar la disminucidn de la concentracion de radical libre ABTSe+.

26



4° Determinacion de la actividad antioxidante de la muestra de aceite esencial de Ruta
graveolens L

El trabajo se realiz6 por triplicado En cada tubo de ensayo se coloca 2.8 mL de la dilucion
del radical ABTSe+ de absorbancia conocida y se le adicionaron 0.2 mL de la muestra de
aceite esencial a ensayar, se deja a temperatura ambiente durante 5 minutos; luego de
transcurrido este tiempo, se lleva al espectrofotometro a 734 nm de longitud de onda para

registrar si hay o no disminucion de la absorbancia del radical ABTSe+.
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III. RESULTADOS
3.1. DEL MATERIAL ESTUDIADO

El material estudiado es la especie vegetal popularmente conocida como Ruda cuyo
nombre cientifico es Ruta graveolens L he trabajado con muestran que crecen en

el distrito de San Juan Bautista de la Provincia de Ica.
3.2. DE LA OBTENCION DE LA MUESTRA A ANALIZAR.

El peso promedio del peso de 10 plantas cuyos tamafios fueron superior a los 50 cm
de altura fue de 9.65 kg. y desde aqui se retiran las hojas obteniéndose un peso de
material fresco de 4.70 kg. Las hojas frescas se trozaron con cuchillo de acero

inoxidable en pedazos de aproximadamente 2-3 mm de lado.

3.3.DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL MATERIAL A
ENSAYAR

Las caracteristicas del material trozado se presentan en la tabla siguiente:

Tabla 5. Caracteristicas organolépticas de las hojas frescas trozadas de Ruta

graveolens L

Caracteristica organoléptica Hojas frescas trozadas
Color Verde intenso

Olor Penetrante sui géneris
Sabor Desagradable astringente
Aspecto Grumoso

Fuente: La autora del trabajo
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3.4.DE LA OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL
A) POR HIDRODESTILACION

Los resultados se exponen en la tabla siguiente:

Tabla 6. Rendimientos de obtencion de aceites esenciales de Ruta graveolens L
por el método de hidrodestilacion en diferentes tiempos de exposicion al calor

moderado y fuerte.

Tratamiento Rendimiento (mL/100 g)
T1 Calor moderado 40 minutos 0.01
T2 Calor fuerte 40 minutos 0.04
T3 Calor moderado 80 minutos 0.08
T4 Calor fuerte 80 minutos 0.10
T5 Calor moderado 120 minutos 0.12
T6 Calor fuerte 120 minutos 0.18

Fuente: La autora del trabajo
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B) POR ARRASTRE DE VAPOR

Los resultados se presentan en la tabla siguiente:

Tabla 7. Rendimientos de obtencion de aceites esenciales de Ruta graveolens L
por el método de arrastre de vapor en diferentes tiempos de exposicion al calor

moderado y fuerte.

Tratamiento Rendimiento (mL/100g)
T7 Calor moderado 40 minutos 0.02
T8 Calor fuerte 40 minutos 0.08
T9 Calor moderado 80 minutos 0.08
T10 Calor fuerte 80 minutos 0.21
T11 Calor moderado 120 minutos 0.16
T12 Calor fuerte 120 minutos 0.21

Fuente: La autora del trabajo

El mejor rendimiento de aceites esenciales de Ruta graveolens L a partir de sus
hojas frescas y trozadas en pedazos de tamano entre 2 — 3 mm de lado fue el de

arrastre de vapor con calor fuerte durante 80 minutos.

30



3.5. DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE
ESENCIAL

Esta parte del trabajo se ejecutd sobre el aceite esencial de Ruta graveolens L que
procedi6 del tratamiento T10 es decir aquel aceite obtenido por arrastre de vapor

con calor fuerte por 80 minutos.
Estas apreciaciones las presento en la tabla siguiente:

Tabla 8. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de las hojas frescas

de Ruta graveolens L obtenido por arrastre de vapor.

Caracteristica Aceite esencial
Organoléptica

Color Amarillo

Olor Fuerte sui géneris

Aspecto Homogéneo, liquido untuoso
Sabor Suigéneris

Fuente: La autora del trabajo

3.6 DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Los resultados los presento en la tabla siguiente:

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de las hojas frescas

de Ruta gravgeolens L obtenido por arrastre de vapor.

Caracteristica Aceite esencial

Rendimiento 0.21 %

Densidad 0.918

Indicé de refraccion 1.4228

Solubilidad Soluble en todas las proporciones al: hexano,
metanol y etanol

Fuente: La autora del trabajo
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3.7. DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
3.7.1 FRENTE AL RADICAL LIBRE DPPH
a) Porcentaje de inhibicion
Los resultados se presentan en la tabla siguiente:

Tabla 10. Absorbancia del blanco, DPPH solo y aceite esencial de Ruta

graveolens L

MUESTRA

(promedio de 3 | ABSORBANCIA % DE INHIBICION
determinaciones)

DPPH 1.078 0.00

Aceite esencial 0.496 53.98

Fuente: La autora del trabajo

b) Curva de calibracion DPPH versus 4cido gélico para expresar como

equivalente a mg acido galico/100 mL

Los resultados de las absorbancias de las soluciones patrén de acido galico

los presento en la tabla siguiente:

Tabla 11. Absorbancias de las soluciones diluidas de acido galico frente al DPPH

SOLUCION DE ACIDO ABSORBANCIA
GALICO
5 mg/100 mL 0.277
10 mg/100 mL 0.563
15 mg/100 mL 0.875
20 mg/100 mL 1.094
25 mg/100 mL 1.290

Fuente: La autora del trabajo

Estos datos se utilizaron para determinar los valores de la recta y aplicar el
método estadistico de los minimos cuadrados con lo que se calcula la
concentracion del aceite de ruda expresada como equivalente mg de acido

gélico/100mL.
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Grafico 2. Curva de calibracion de la reaccion entre soluciones patron de

acido galico y el radical libre DPPH
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Fuente: La autora del trabajo

La muestra analizada tiene una absorbancia de 0.496 unidades lo que corresponde

a una concentracion que contiene una actividad antioxidante a la de una solucion

de 8.66 mg de acido galico/100 mL.
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¢) Actividad antioxidante expresada como Cls
Los resultados de las absorbancias para determinar la Clso se presentan en la
tabla siguiente:

Tabla 12. Resultados de las absorbancias de diluciones de muestra a ensayar

versus DPPH para determinar la Clso

Muestra Absorbancia
Blanco 0.022
DPPH solo 1.026
Tubo N°I 0.923
Tubo N°2 0.812
Tubo N°3 0.731
Tubo N°4 0.653
Tubo N°5 0.553
Tubo N°6 0.457
Tubo N°7 0.360
Tubo N°8 0.272
Tubo N°9 0.231
Tubo N°10 0.188

Fuente: La autora del trabajo

Estos datos fueron analizados para calcular la Clso mediante el método grafico
que se presenta en el grafico N.° 3. Se puede apreciar que la Clso esta comprendida

entre los tubos 5 y 6 respectivamente.
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Grafico 3. Determinacion de la Clso del aceite esencial de Ruta graveolens L

diluido con etanol 1:9 frente al DPPH
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Fuente: La autora del trabajo

Mediante el método grafico se determina que la Clso del aceite esencial de la ruda

diluido con etanol en la proporcion 1:9 es de 54.1 microlitros.
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3.7.2. FRENTE AL RADICAL LIBRE ABTSe+
1° Absorbancia del radical libre ABTSe+

La absorbancia del radical libre fue de 0.706

2° Absorbancias de las reacciones de soluciones patron de trolox versus el radical

libre de absorbancia conocida.
Los resultados se presentan en el cuadro siguiente:

Tabla 13. Absorbancias de las soluciones patrones de trolox frente al radical
libre ABTSe+

Solucion de | Absorbancia
trolox mM

0.0313 0.646

0.0625 0.581

0.125 0.514

0.250 0.456

0.500 0.394

Fuente: datos obtenidos por la autora del trabajo

Estos datos fueron analizados estadisticamente por el método de los minimos
cuadrados y se hallaron los valores de la recta: intercepto 0.6348, pendiente -0.4787
y R? de 0.9212. Estos valores fueron utilizados para hallar la actividad antioxidante
de la muestra estudiada con respecto a la de las soluciones patron del antioxidante

trolox. La curva se presenta en el grafico siguiente:
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GRAFICO N°4. CURVA DE CALIBRACION DE LA REACCION ENTRE
DILUCIONES DE SOLUCIONES PATRON DE TROLOX VERSUS EL
RADICAL LIBRE ABTS.
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Fuente: La autora del trabajo

3° Absorbancia y % de actividad antioxidante de la muestra.

EL promedio de las absorbancias de tres determinaciones fue de 0.434 vy le
corresponde a un 38.52 % de capacidad para inhibir el radical libre ABTSe+ de
absorbancia 0.706. La muestra ensayada tiene una actividad antioxidante

equivalente a la de una solucion de Trolox 0.4193 mM.
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IV. DISCUSION

Ruta graveolens L (Ruda) es una planta que, como en el resto de nuestro pais, en
nuestra region es ampliamente utilizada por sus virtudes magicas o esotéricas pues
se le atribuye la propiedad de ahuyentar la mala suerte o mala vibras atribuyendo esta
propiedad a su fuerte y sui géneris olor’'. Los testimonios de esta propiedad son
varios, pero no hay pruebas cientificas que lo demuestren. Hoy sabemos que ese
fuerte olor es por la presencia de aceites esenciales que son una mezcla de
compuestos quimicos a los que, si se les ha demostrado actividad biologica benéfica
para la salud de las personas. Y como lo reporta Ruiz C* (2015) tltimamente los
aceites esenciales de varias especies vegetales vienen siendo estudiados por sus
propiedades repelentes o atrayentes contra insectos que danan cultivos de interés
econdémico. Con respecto al contenido de aceites esenciales en esta especie vegetal
son variados los rendimientos. Asi Castro A’(2011) para plantas de la provincia de
Tarma de la Region Junin, Pino O® (2014) para plantas de ruda del Municipio El
Salvador (Guantinamo) la Habana reportan rendimientos de 0.3 % y Ramén J?2
(2022) reporta rendimiento de 0.23 %. Todos usando el método de extraccion por
arrastre de vapor. En mi trabajo por el mismo método utilizando una proporcion de
lkg. de hojas frescas trozadas distribuidas en dos capas cilindricas de
aproximadamente 24 cm diametro por 5- 6 cm de alto expuestas al vapor generado
de 4 litros de agua por un tiempo de 80 minutos determino un rendimiento de 0.21
%. Aunque la diferencia de la presencia de metabolitos secundarios en plantas es
atribuida también a factores nutricionales del suelo y climatoldgicos del lugar donde
se desarrolla la planta. Las caracteristicas fisico quimicas de los aceites esenciales le
sefialan densidad menor que la del agua e indice de refraccion comprendidos entre
valores de 1.400 - 1.450 para el aceite esencial de la ruda con la que trabajé la
densidad resultdo ser 0.918 g/ml el indice de refraccion 1.4228, estos valores se
encuentran dentro de estos pardmetros y son parecidos a los reportados por
Cusquipoma M’ (2014) quien reporta para el aceite esencial de ruda un I.R de 1.4250.
Con respecto a la actividad antioxidante del aceite esencial de Ruta graveolens L
Castro® (2011) frente al radical libre DPPH reporta una actividad antioxidante
expresada como Clso con valor de 16.13 mg/ml esta actividad la asemeja a la

actividad antioxidante de una disolucion de acido ascorbico 2.4 microgramos/ml.
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Aguirre A (2013) para el aceite esencial de ruda reporta una actividad antioxidante
de 33.41 % para inhibir la actividad de una disolucion del radical libre DPPH; en mi
trabajo halle que para el aceite esencial de ruda diluido con etanol en la proporcion
1:9 la capacidad para inhibir la actividad de una solucién de radical libre DPPH de
absorbancia 1.076 es de 53.98 % y es comparable a la actividad de una disolucion de
acido galico de concentracion 8.66 mg/mL y tiene una Clso de 54.1pL  Asi mismo
esta dilucion de aceite esencial de la ruda con la cual trabaje presenta 38.52 % de
actividad para inhibir la disolucion de radical libre ABTSe+ de absorbancia 0.706 y
esta actividad antioxidante es comparable a la actividad antioxidante que presenta

una solucidén de trolox 0.4193 mM.
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V. CONCLUSIONES

1° A partir de hojas frescas y trozadas de Ruta graveolens L utilizando el método de
extraccion de arrastre de vapor se obtiene los aceites esenciales de esta especie vegetal
con un rendimiento de 0.21 %. El proceso que permite tener el maximo rendimiento en
el menor tiempo es el que utiliza 1 kg de material distribuido en dos capas de 0.5 kg
cada una con 4 litros de agua y suministro de calor fuerte por 80 minutos controlados

desde las primeras gotas de condensado.

2° Las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas lo sefialan como: De olor sui
géneris, sabor astringente, color amarillo y aspecto uniforme: con densidad 0.918 g/mL,
indice de refraccion de 1.4228, soluble en todas las proporciones a los solventes hexano,

etanol y metanol.

3° La actividad antioxidante del aceite esencial de ruda diluido con etanol en la
proporcion 1:9 tiene la capacidad de inhibir el 53.98 % la actividad del radical libre
DPPH de absorbancia 1.078. Esta muestra tiene una actividad antioxidante equivalente

a la actividad antioxidante de una solucién 8.66 mg de acido galico/100 mL.

4° La actividad antioxidante del aceite esencial de ruda diluido con etanol en la
proporcion 1:9 tiene la capacidad de inhibir el 38.52 % la actividad del radical libre
ABTSe+ de absorbancia 0.706. Esta muestra tiene una actividad antioxidante

equivalente a la actividad antioxidante de una solucion 0.4193 mM de trolox.
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VI. RECOMENDACIONES

1° Debe realizarse un estudio para identificar y separar los metabolitos secundarios que
quedan como sub producto de la separacion de los aceites esenciales de Ruta

graveolens L

2° Debe de estudiarse los posibles efectos biologicos, tanto en plantas como en
animales, de los metabolitos secundarios que quedan como sub producto de la

separacion de los aceites esenciales de Ruta graveolens L

3° A las autoridades universitarias recomiendo adquirir para los laboratorios equipos
modernos como un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrofotometro de masas
con el cual la caracterizaciéon de los aceites esenciales nos permite conocer los

constituyentes quimicos del aceite esencial estudiado.
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ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: Extraccién, caracterizacién y actividad antioxidante del aceite esencial de Ruta graveolens L
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ANEXO 2:

FOTOS DEL DESARROLLO

Material a utilizar Ruta graveolens L



Preparacion de paquetes de muestra para obtener aceites esenciales

Cortando el material a utilizar



Preparando paquetes para la obtencion de aceite esencial.



Determinacion de la absorbancia del DPPH



Acondicionamiento de paquetes para destilar los aceites esenciales



Determinacion de la densidad del aceite esencial de ruda



Determinacion del indice de refraccion



Determinacion de la solubilidad
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