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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo general es contribuir al conocimiento de los
aceites esenciales de interés econdmico presentes en las tres especies del género Piper (P.
aduncum, P. glabribaccum y P. reticulatum) procedentes de la selva central del Peru,
especificamente del distrito de San Ramdn, provincia Chanchamayo, departamento Junin; Se
colectaron muestras de estas tres especies, las mismas fueron depositadas en el Herbario
Forestal MOL. La materia prima fue recolectada, transportada y acondicionada en el Area de
transformacion Quimica Laboratorio de Pulpa y Papel, donde se extrajeron los aceites
esenciales de las tres especies del género Piper, dichos aceites fueron obtenidos mediante
destilacién por arrastre de vapor; y se realizd la Caracterizacién fisica, y de compuestos

quimicos de los aceites esenciales de las especies del género Piper

Palabras claves: Aceites esenciales, Piperaceae, Piper
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.  INTRODUCCION

Los Productos Forestales No Maderables (PFNM) son bienes de origen bioldgico,
provenientes de bosques, que pueden recolectarse en forma silvestre o producirse en
plantaciones forestales. Actualmente, el interés en los PFNM ha aumentado con la creciente
conciencia sobre la deforestacién de los bosques y a la necesidad de diversificar e

incrementar el valor de los recursos forestales.

Dentro de estos productos no maderables se encuentran los extractivos que incluyen a los
aceites esenciales. Estos Ultimos, presentan una gran importancia ecoldgica, debido a que se
les atribuye la proteccién de la planta frente a neméatodos, herbivoros (insectos y
mamiferos), defensa al ataque por microorganismos (virus, bacterias y hongos), la
adaptacion frente al estrés hidrico, ademas de ser atrayentes para la polinizacion (Sépulveda-
Jimenez, 2004). Ademas, son usados como insumos en la industria farmacéutica,

alimentaria, aromaterapéutica, cosmética, etc.

Los aceites esenciales son productos de alto valor que pueden proporcionar ingresos a los
pobladores siempre y cuando haya conocimiento técnico sobre la composicién quimica,
posibles usos y el control de calidad durante el proceso de elaboracion. En el Per( existen
varias especies forestales que contienen aceites esenciales en alguna de sus partes como

pueden ser las hojas, las flores, los frutos e incluso las ramas.

Adicionalmente, es de conocimiento que los compuestos quimicos y su concentracion de los
aceites esenciales varian de acuerdo a las caracteristicas del sitio, la edad de la planta y la
estacion; por esa razon los resultados que se obtienen en un lugar no necesariamente pueden

ser extrapolados.

Uno de los recursos con potencial econémico en la selva central son a los arboles y arbustos
del género Piper de olor caracteristico, que son utilizados por los pobladores locales de

forma tépica como antinflamatorio, antiséptico y en algunos casos como digestivo.



En la presente investigacion se realizd la caracterizacion fisicoquimica de los aceites
esenciales de tres especies Piper aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper
reticulatum Linnaeus provenientes de la selva central del Perd, especificamente del distrito
de San Ramdn, provincia Chanchamayo, departamento Junin; dichos aceites fueron
obtenidos mediante destilacion por arrastre de vapor. El objetivo general es contribuir al
conocimiento de los aceites esenciales de interés econdmico presentes en las tres especies
del género Piper (P. aduncum, P. glabribaccum y P. reticulatum); los objetivos especificos
fueron: (1) Extraer los aceites esenciales de las tres especies del genero Piper. (2)
Caracterizacion fisica, y de compuestos quimicos de los aceites esenciales de las especies

del género Piper.



Il. REVISION DE LITERATURA

1. METABOLISMO SECUNDARIO EN LAS PLANTAS

El metabolismo comprende una serie de reacciones quimicas, realizadas en las células de
las plantas para sintetizar sustancias complejas a partir de sustancias simples, o para
degradar las complejas y obtener sustancias mas simples. EI metabolismo primario en las
plantas esta relacionado a la sintesis de su propio alimento dada la condicion de autotrofas
(Avalos & Pérez-Urria, 2009). Asimismo las plantas, como parte de la defensa quimica
contra el dafio que ocasionan las heridas y el ataque de organismos patdgenos, también
cuentan con un metabolismo secundario, mediante el cual sintetizan metabolitos
secundarios, los cuales cumplen la funcion de: proteccién contra neméatodos, herbivoros
(insectos y mamiferos); defensa al ataque por microorganismos (virus, bacterias y hongos);
proteccion del excesos de luz solar y; competencia con otras plantas (Sepulveda-Jiménez
2004)

Los metabolitos secundarios, pueden ser nitrogenados y no nitrogenados. Los que contienen
nitrbgeno agrupan a los a los alcaloiddes, aminoéacidos no protéicos, aminas, glucidos
cianogeénicos y glucosinolatos (se sintetizan a partir de aminoacidos). En tanto, los que no
contienen nitrogeno (se sintetizan a partir de Acetil-Coenzima A) incluyen a los terpenoides,
poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides, tal como se puede observar en la Figura 1
(Avalos & Pérez-Urria 2009). La sintesis de algunos alcaloides y terpenos se realiza en los
plastidos; los esteroles, sesquiterpenos en el reticulo endoplasmatico, mientras que las
aminas Yy alcaloides en las mitocontrias. Los compuestos solubles en agua se almacenan en
vacuolas, mientras que los solubles en lipidos se almacenan en estructuras especializadas
como ductos de resinas, laticiferos, pelos glandulares, tricomas o en la cuticula. (Sepulveda-
Jiménez 2004)
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Figura 1: Elementos bésicos del metabolismo primario en relacion al metabolismo

secundario de las plantas.

FUENTE: Avalos & Pérez-Urria, 2009

2.  ACEITES ESENCIALES

2.1.  DEFINICION

Los aceites esenciales son compuestos odorificos volatiles de naturaleza oleosa, generados
por el metabolismo secundario de ciertas especies. Segiin Bruneton (2001), “los géneros
capaces de elaborar los constituyentes que lo componen los aceites esenciales estan
repartidos en un grupo limitado de familias, como por ejemplo: Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Laminaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae,
Piperaceae, etc”. Estos aceites esenciales, pueden almacenarse en diversos organos
vegetales como flores, hojas y aunque es menos habitual en cortezas, lefios, raices, rizomas,

frutos y semillas.

Bruneton (2001) menciona que los aceites esenciales son productos generalmente olorosos,
obtenidos bien por arrastre de vapor de agua de vegetales o de partes de vegetales, o bien

por expresion del pericarpio fresco. Continta diciendo que esta definicion es restrictiva ya

4



que excluye tanto los productos obtenidos por extraccion con ayuda de disolventes, como
los obtenidos por cualquier otro procedimiento (gas a presion, “enfleurage”, disolucion en

grasas, etc.).

Segun Cano (1980), los aceites esenciales pueden localizarse por toda la planta o en sélo
determinadas partes de ella como raiz, tronco, corteza, hojas, flores y frutos. En algunos
casos una misma planta posee aceites esenciales de composicion quimica diferente en
organos diferentes como ocurre por ejemplo en los citricos. Bruneton (2001), menciona
como ejemplo al “naranjo amargo (C. aurantium ssp. Aurantium, Rutaceae), el pericarpio
fresco del fruto, proporciona el aceite esencial de naranja amarga o esencia de Curacao, la
flor produce esencia de Neroli y la hidrodestilacion de la hoja, ramitas y pequefios frutos da
lugar a la esencia de petit grain, siendo la composicion de estos aceites esenciales

diferente”.

2.2. COMPOSICION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Dominguez (1973) sefiala que los aceites esenciales, aceites etéreos, aceites volatiles o
esencias vegetales son mezclas de un nimero variable de sustancias organicas olorosas, que
guimicamente estan formados por la mayoria de los monoterpenos, algunos sesquiterpenos y

compuestos aromaticos.

Bruneton (2001) menciona los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de
constituyentes que pertenecen —de forma casi exclusiva- a dos series, caracterizadas por
origenes biosintéticos distintos: las serie terpénica y la serie, mucho menos frecuente, de los
compuestos aromaticos, derivados del fenilpropano. Ademas menciona que los factores de
variabilidad de los aceites esenciales son: el origen boténico, el quimiotipo, el ciclo
vegetativo, los factores del entorno y el procedimiento de obtencién.

Segun Bakkali et al. (2008), los aceites esenciales estan compuestos por una variedad de
constituyentes quimicos volatiles, principalmente terpenoides, asi como compuestos
aromaticos y alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, y
ésteres y acidos) que le proporcionan caracteristicas como olor, sabor y actividad biologica.
Son biosintetizados por plantas aromaticas y tienen gran aplicacion en la industria

farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricola y de alimentos.

Romero (2004) menciona que todas las moléculas encontradas en los aceites esenciales

extraidos, particularmente, por arrastre de vapor de agua estan constituidas por moléculas



cuya estructura base son las cadenas carbonadas (entre 7 y 20 atomos de carbonos),
hidrogeno y oxigeno. Afirma que las moléculas con menor nimero de carbonos son mas
volatiles, pero no hidrosolubles sobre todo si poseen un atomo de oxigeno, éstas quedan en
el agua de destilacion; por el contrario un elevado nimero de carbonos las hace poco
volatiles. Los compuestos mas importantes luego de la destilacion son los monoterpenos,

sesquiterpenos, diterpenos, fenilpropanos y derivados:

- Monoterpenos; es la molécula mas pequefia esta formada por C1oH;s, son hidrocarburos
aciclicos, monociclicos o piliciclicos. Van acompafiados de sus derivados oxigenados:
alcoles, aldehidos, cetonas, ésteres y éteres. Los mas representativos son: limoneno, o-

pineno, nerol, mentol y eucaliptol.

- Sesquiterpenos; formados por quince carbonos (Cis) al aumentar el ndmero de
ciclaciones y de maodificaciones hace que aparezcan millares de compuestos
relacionados relacionados con una centena de esqueletos carbonados como el:

B-cariofileno, Germacreno-B, Germacreno-D y -Elemeno.

- Diterpenos, son los que contienen méas de veinte carbonos (Cy), el mas abundante es el
esclareol. Cabe mencionar que, los terpenos de 30 a 40 carbonos, existen en las plantas

pero no en los aceites esenciales.

- Fenilpropanos, compuestos aromaticos; los elementos de la estructura fenilpropano
estan compuestos por un radical fenil aromatico con cadena de tres carbonos radical
fenil-benceno. Partiendo del metabolismo del acido sikimico. Contiene ciertos alcoholes,
aldehidos y acidos, otros compuestos azufrados y nitrogenados. Ejemplo: Apiol, safrol,

etc.

2.2.1. CARACTERIZACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

La caracterizacion de los aceites esenciales comprende todos aquellos métodos que permiten
la identificacion de un compuesto puro o de tipos de compuestos presentes en una mezcla.
(Valencia, 1995). Asimismo, es importante pues permite estandarizar el producto, lo que
comprende la composicion quimica, y propiedades fisicas. El conocimiento de las

caracteristicas del producto facilita su comercializacion y uso.

Peralta (1998) indica que los métodos de andlisis de los aceites esenciales quedan

comprendidos en: examen organoléptico, propiedades fisico-quimicas y valoraciones



quimicas infrarrojas especificas, el andlisis por cromatografia gas-liquido y la

espectroscopia infrarroja.

- Examen organoléptico.- En primer lugar se observa el color, claridad, viscosidad,
presencia de sedimentos, las ceras separadas y el agua. Comprende en si, el estudio del

aroma y del sabor.

- Propiedades fisico-quimicas.- Densidad, rotacion oéptica, solubilidad de etanol, de

determinada concentracién, punto de congelacion, indice de refraccion.

- Valoraciones quimicas especificas.- indice de acidez, indice de éster, indice carbonilo,

contenido de alcoholes, fenoles. indice de yodo, etc.

Gutiérrez (2008) menciona que la cromatografia de gases es una técnica separativa que
consigue la separacion de mezclas muy complejas; sin embargo, aunque los componentes
individuales de estas mezclas estén separados, detectados, e incluso cuantificados; éstos no
pueden ser identificados, debido a que el Unico dato que se tiene es el de la retencion de los
picos cromatograficos. En contraposicion, la espectrometria de masas puede identificar de
manera casi inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de
identificar los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus

componentes.

Debido a lo antes mencionado, la asociacion de las dos técnicas CG (“Gas
Chromatography”) y MS (“Mass Spectrometry”’) da lugar a la técnica combinada CG-MS
que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas como los aceites esenciales.
(Gutiérrez 2008).

2.3. METODOS DE OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES
Existen varios métodos de obtencion de los aceites esenciales, los cuales seran descritos a

continuacion:

2.3.1. POR ARRASTRE CON VAPOR DE AGUA

Bruneton (2001) menciona que en la destilacion con vapor saturado, el vegetal no esta en
contacto con el agua, el vapor de agua se inyecta a través de la masa vegetal dispuesta en
placas perforadas. Se puede trabajar a sobrepresion moderada (1 a 3 bar), para acortar el
tiempo de tratamiento, limitar la alteracion de los constituyentes del aceite esencial y

economizar energia.



Asimimo, Staskenko (2009) indica que la destilacion por arrastre de vapor de agua se lleva
a cabo con un vapor seco sobrecalentado, que puede ser generado por una caldera, este
vapor penetra el material vegetal a una presion mayor que la atmosférica, rompiendo las
células oleiferas, canales secretorios, tricomas o glandulas en el material vegetal, arrastrando

la mezcla volatil, para luego condensar mediante un refrigerante.

2.3.2. HIDRODESTILACION
Staskenko (2009) indica que la hidrodestilacion consiste en sumergir el material vegetal
directamente en agua, la cual se calienta a hervor, este método es usado en materiales

delicados como rosas o flores.

2.3.3. POR EXPRESION DE LOS EPICARPIOS FRESCOS

Bruneton (2001) anota que el principio de este caso es muy sencillo: los epicarpios se
escarifican y el contenido de las glandulas secretoras que se han roto, se recupera manual o
mecanicamente; consiste en ejercer una accion abrasiva sobre sobre la superficie del fruto

bajo una corriente de agua.

2.34. PROCEDIMIENTO QUE UTILIZAN ACEITES Y GRASAS PARA LA
OBTENCION DE ESENCIAS CONCRETAS

Estos métodos aprovechan la liposolubilidad de los componentes de los aceites esenciales en
las grasas. En la técnica llamada “enfleurage”, la extraccion se realiza en frio. Este consiste
en depositar los 6rganos vegetales (en general flores) sobre placas de vidrio recubiertas de
una capa delgada de grasa. El perfume que exhala de las flores, se disuelve en la grasa.

Periddicamente las flores se eliminan y se reemplazan por flores nuevas.

Por otro lado, Shimabukuro y Torres (1992), concluyen en su estudio técnico que el método
mas adecuado para la extraccion de aceites esenciales en Piper aduncum L. es la destilacién
con vapor (Ver Tabla 1), debido a que tiene un mayor rendimiento, produce un aceite mas

claro, limpio y de mejores propiedades organolépticas.



Tabla1l: Obtencion de aceite esencial de matico a nivel laboratorio

Método Rendimiento % Apariencia
S Aceite amarillo claro
Destilacién con agua 0.54 S
cristalino
Destilacién con agua y 0.74 Aceite amarillo claro
vapor ' cristalino
S Aceite amarillo claro
Destilacién con vapor 1.04 o
cristalino

Fuente: Shimabukuro y Torres, 1992.

3. ASPECTOS BOTANICOS

3.1. FAMILIA PIPERACEAE

La familia Piperaceae, estd compuesta por cinco géneros (Verhuellia, Piper, Peperomia,
Zippelia y Manekia) y tres sub-familias (Verhuellioideae, Piperoideae y Zippelioideae),
tiene una distribucién pantropical y sub tropical, abarcando el norte, centro y sur de américa,
ademés de Asia y Malasia filogénicamente pertenecen al orden Piperales, dentro de las
Magnoliideas, segun APG IV (2016).

Seglin Saufie y Reynel (2013), “la familia presenta porte herbaceo, arbustivo o arboreo, y
hojas alternas simples, a menudo con glandulas de aceites arométicos. Las inflorescencias
son densas espigas carnosas, en casos umbeladas. Las flores son muy pequefias, bracteadas,
bisexuales o unisexuales. Tienen 1 — 10 estambres y carecen de pétalos y sépalos. El fruto es

una baya carnosa indehiscente, con una sola semilla.”

3.2. GENERO PIPER

Las plantas del género Piper son herbaceas, arbustos, o arboles pequefios, frecuentemente
aromaticos, con las superficies a veces cubiertas por pelos simples, dendriticos o estrellados.
Presentan un profilo lateral, que aparece usualmente en los nudos florigenos. Las hojas son
simples, alternas y esparcidas, pecioladas, enteras o lobuladas solo en la base, iguales en la
base foliar. La inflorescencia es tener margenes angostos o con trayecto hasta la base foliar.
La inflorescencia es pedunculada, con una espiga solitaria, sencilla, opuesta a la hoja lineal,
cilindrica, erecta, ascendente, o pendula, recta o raramente recurvada o arqueada. Las flores
son numerosas, usualmente agrupadas densamente o con menos frecuencia, mas aisladas y
distantes, principalmente sésiles. El fruto tiene una semilla, carnoso o seco, globoso,

piramidal invertido, cilindrico, redondo o anguloso, a veces comprimido lateralmente,



trigono o cuadrangular, liso glabro o pubescente, especialmente hacia arriba y alrededor del
apice (Trelease y Yuncker, 1950; Burguer, 1972; Steyermark, 1984; Véasquez, 1997,).

Tabla 2: Clasificacion taxondmica de las especies

Reino Plantae
Division Angiospermae
Clade Mesangiospermas
Clase Magnoliideas
Orden Piperales
Familia Piperareae
Género Piper
Especies IIz@per adgncum Lin_naeus, Piper glabribaccum Trelease,
iper reticulatum Linnaeus

Fuente: APG IV, 2016.

3.3. PIPER ADUNCUM LINNAEUS
Saufie y Reynel (2013) describieron las caracteristicas morfoldgicas, distribucion y usos de

la especie Piper aduncum Linnaeus proveniente del valle de Chanchamayo:
Especie: Piper aduncum Linnaeus

Sindnimos boténicos: Artanthe elongata (M. Vahl) Miquel, Piper angustifolium R. & P.,
Piper elongatifolium Trelease, Piper elongatum var. pampayacusum Trelease, Piper
lineatum var. hirtipetiolatum Trelease, Piper purpurescens D. Dietrich, Piper reciprocum

Trelease, Steffensia elongata (M. Vahl) Kunth
Descripcion:

Arbol de 3-5mdealtoy 8 - 15 cm de diametro, ramificado en el segundo tercio, con el

fuste nudoso.

Corteza externa de color verde o gris palido, con anillos horizontales en todo el fuste,
distanciados unos 20 cm entre si, con pequefas fisuras separadas 1- 2 cm entre si, y
lenticelas poco protuberantes y equidimensionales, alargadas horizontalmente, de 0,2 - 0,5
cm de longitud, regularmente distribuidas, del mismo color que la corteza externa.
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Corteza interna homogénea, color verde o blangquecino; oxida a color marrén oscuro

luego de unos cinco minutos de expuesta al aire; tiene olor fuerte, algo dulce y picante.

Ramita terminal con seccion circular, de 5 - 6 mm de didmetro, lenticelada, levemente
fisurada, glabra o pubérula, provista de nudos notables en la zona de insercion de cada
hoja, los entrenudos de 2 - 5 cm de longitud; profilo ligulado - lanceolado, de 1,5 - 3 cm

de longitud.

Hojas simples, alternas y disticas, de 12 — 17 cm de longitud y 3,5 — 5 cm de ancho, color
verde o verde amarillento en el haz, verde méas palido en el envés, lanceoladas hasta
oblongo - elipticas, el apice acuminado, la base rotunda y en casos desigualmente
cordulada, con uno de los lados 3 - 10 mm mas corto que el otro, nervios secundarios 6 -
7(8) pares, pinnados, curvos, prolongados hasta la parte media o 2/3 de la lamina, el par
superior fuertemente ascendente en angulo de 60° con respecto al nervio principal, los
nervios terciarios moderadamente reticulados; ldminas papiracea, haz pubérulo con pelos
simples y cortos, envés con pelos simples y medianos; peciolo corto, de 3 - 6 mm de

longitud, levemente pubescente, vaginado solamente en la base.

Ramita terminal con seccion circular, de 5 - 6 mm de didmetro, lenticelada, levemente
fisurada, glabra o pubérula, provista de nudos notables en la zona de insercion de cada
hoja, los entrenudos de 2 - 5 cm de longitud; profilo ligulado - lanceolado, de 1,5 - 3 cm

de longitud.

Inflorescencias en espigas de color blanco hasta verde, péndulas, de unos 8 - 15 cm de
longitud y 4 mm de diametro, las flores densamente agrupadas en bandas transversales;

pedunculo de 12 - 15 mm de longitud, esparcidamente pubescente hasta glabrado.

Flores pequefas, rodeadas por bracteas irregularmente oblongas, densamente fimbriadas
con pelos blanco, amarillentos en los margenes, anteras con tecas de 0,2 mm de longitud,
lateralmente dehiscentes. Fruto obovoide, algo redondeado a tetragonal visto desde arriba;

estigmas 3, cortos y sésiles.

Observaciones para el reconocimiento de la especie: Piper aduncum Linnaeus es una
especie de porte arbdreo, con hojas con laminas cartaceas, lanceoladas hasta oblongo -
elipticas, desigualmente corduladas y redondeadas en la base, pinnatinervias curvas, con el

peciolo vaginado solamente en la base.
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Sitios de ocurrencia en la zona de estudio:

Suelo: Usualmente en suelos de textura arcillo-arenosa, con pedregosidad media a alta.
Estadio de sucesion: En bosques secundarios, areas alteradas y riberas.

Distribucion geografica: Neotropico: Antillas, América Central y América del Sur
(Steyermark, 1984).

En el Pera: Departamentos de Amazonas, Ayacucho, Cuzco, Huanuco, Junin, Loreto,
Madre de Dios, San Martin, Ucayali, Cajamarca, Lima, Lambayeque, Pasco y Piura,
0-3000 msnm (Brako & Zarucchi, 1993).

Fenologia en la zona. Floracidn registrada en el mes de enero (2011).

Usos. La madera es usada eventualmente como combustible. Las hojas y ramitas tiernas
en infusion se emplean en la Amazonia peruana como un tonico para mitigar la fiebre,
inflamaciones, afecciones urinarias, amigdalitis, cistitis, diarreas y estrefiimiento; también
como diurético (I1AP, 2010).
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A. Ramita con hojas e inflorescencias. B. Seccion transversal del peciolo. C. Hoja, detalle de la
nervacion terciaria por el envés. D. Detalle de flores y frutos: 1. Ovario, vista lateral. 2. id., visto
desde arriba. 3. Fruto, vista lateral. 4. Bractea. 5. Antera. E. Detalle de pelos en el haz de la ldmina.

Figura 2: Piper aduncum Linnaus

FUENTE: Saufie y Reynel, 2013.
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3.4. PIPER GLABRIBACCUM TRELEASE
Saufie y Reynel (2013) describieron las caracteristicas morfoldgicas, distribucion y usos de

la especie Piper glabribaccum Trelease proveniente del valle de Chanchamayo:
Especie: Piper glabribaccum Trelease

Nombre comuan: Matico macho (Selva central del Per()

Descripcion:

Arbol de unos 3 - 5 m de alto y 3 6 mas cm de diametro, con el fuste recto y nudoso,

ramificado en el tercer tercio.

Corteza externa de color gris palido, levemente fisurada, con anillos horizontales en todo
el fuste, distanciados unos 10 cm entre si, y con lenticelas poco protuberantes, redondas,

dispuestas horizontalmente.

Corteza interna homogénea; oxida a color marrén oscuro después de 5 minutos de

expuesta al aire y tiene un olor fuerte, algo dulce, agradable.

Ramita terminal con seccidn subpoligonal, de 4 - 5 cm de didmetro, finamente fisurada;

entrenudos de 6 - 8 cm de longitud, la ramita pubérula.

Hojas simples, alternas y disticas, de color verde oscuro en el haz, verde grisaceo en el
enveés, ovadas, el apice acuminado, la base truncada o cordulada, en casos inequilatera, las
laminas de 11 - 35 cm de longitud y 7- 20 cm de ancho; nervios secundarios pinnados,
oblicuos, 4 - 5 pares, prolongados hasta la parte media o casi, el par superior ascendente
en angulo de 60° respecto al nervio principal, ligeramente pubescentes, ferruginosos, 1os
nervios terciarios moderadamente reticulados; ldminas papiraceas, haz glabrado, enveés
pubescente con pelos trifidos y simples; peciolo de 15 - 25 mm de longitud, vaginado y
alado desde la base de la lamina, pubérulo.

Inflorescencias en espigas de color blanco o verde blanquecino, erguidas, de 8 - 9 cm de
longitud y 3 - 5 mm de diametro; flores densamente agrupadas en bandas transversales;

pedunculo de 10 mm de longitud, pubérulo.
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Flores pequefias, rodeadas por bracteas angostamente poligonales o redondas, corta pero
densamente fimbriadas en los margenes; anteras con tecas de 0,3 mm de longitud,

lateralmente dehiscentes; estigmas 3, cortos con un estilo largo.
Observaciones para el reconocimiento de la especie:

Piper glabribaccum Trelease es un arbolito con hojas ovadas hasta elipticas, el peciolo
vaginado y alado hasta la base de la ldmina, los nervios y peciolos ligeramente

pubescentes, ferruginosos.
Sitios de ocurrencia en la zona de estudio:

Suelo: Usualmente en suelos de textura arcillo-arenosa, con pedregosidad media a alta.

Estadio de sucesion: En bosques secundarios.

Distribucion geogréafica: Especie endémica del Peru, con registros en el Departamento de
Junin, 500-1000 msnm.

Fenologia en la zona: Floracion registrada en el mes de enero (2011).

Usos: La infusion de las hojas es empleada en la medicina local para aliviar dolores

estomacales y como diurético.
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A.Ramita con hojas e inflorescencias. B. Hoja, detalle de la nervacion terciaria por el envés. C.
Detalle de flores y fruto: 1. Ovario, vista lateral. 2. id., visto desde arriba. 3-4. Brécteas. 5. Antera.
E. Detalle de los pelos en el haz de la ldmina. D. Seccion transversal del peciolo.

Figura 3: Piper glabribaccum Trealese

FUENTE: Saufie y Reynel, 2013.
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3.5. PIPER RETICULATUM LINNAEUS
Saufie y Reynel (2013) describieron las caracteristicas morfoldgicas, distribucion y usos de

la especie Piper reticulatum proveniente del valle de Chanchamayo:
Especie: Piper reticulatum L.

Sinbnimos botanicos: Artanthe ruiziana Miquel, Enckea reticulata Kunth, Piper
pangoense C.DC., Piper smilacifolium H.B.K., Piper tarapotanum C. DC., Piper latum
H.B.K.

Descripcion:
Arbol glabrado, de 2 - 6 m de alto y 3 6 mas cm de didmetro, nudoso.

Corteza externa de color verde palido, con anillos horizontales en todo el fuste,
distanciados unos 10 cm entre si, y lenticelas poco protuberantes, alargadas horizontalmente,

regularmente distribuidas, del mismo color que la corteza externa.

Corteza interna homogénea; oxida a color marrén oscuro después de 5 minutos de

expuesta al aire y tiene un olor fuerte, algo dulce, agradable.

Ramita terminal con seccién poligonal, glabra, de 5 - 6 mm de didmetro, lenticelada,

levemente agrietada, los entrenudos de 11 - 15 cm de longitud.

Hojas simples, alternas y disticas, de color verde oscuro en el haz y verde mas palido en el
envés, ampliamente ovadas, el &pice agudo a cortamente acuminado, la base obtusa,
rotunda, subtruncada, usualmente equilatera, las laminas de 15 - 35 cm de longitud y 7- 28
cm de ancho; nervios primarios 7 - 8(-9) pares, palmeados, prominentes en el enveés, los
nervios secundarios numerosos, interconectando transversalmente los nervios primarios, la
nervacion terciaria finamente reticulada; laminas cartaceas, glabras; peciolo de 1 - 3 cm de

longitud, glabro, vaginado en la base.

Inflorescencias en espigas de color blanco a verdoso, erguidas, de 5,5 - 10 cm de longitud
y 2 - 4 mm de didmetro, con las flores congestionadas; pedinculo de 10 - 22 mm de

longitud, pubescente.
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Flores pequefias, rodeadas por bracteas ovaladas, diminuta y esparcidamente fimbriadas en
los margenes; anteras con tecas de 0,2 - 0,3 mm de longitud, verticalmente dehiscentes, los

estigmas 4, diminutos y sésiles.
Observaciones para el reconocimiento de la especie:

Piper reticulatum Linnaeus es un arbolito con hojas ampliamente ovadas, cartaceas,

palmeadamente nervadas, y el peciolo vaginado en la base.

Sitios de ocurrencia en la zona de estudio ~ Suelo: Usualmente en suelos de textura
arcillo-arenosa, con pedregosidad media a alta. Estadio de sucesion: En bosques

secundarios.
Distribucion geogréfica:

Neotropico: Antillas, América Central (Panama y Nicaragua) y América del Sur

(Venezuela, Ecuador, Colombia, Brasil y Peru) (Steyermark, 1984).

En el Peru: Departamentos de Amazonas, Huanuco, Junin, Loreto, Madre de Dios, San
Martin y Ucayali, 100-1000 msnm (Brako & Zarucchi, 1993).

Fenologia en la zona: Floracion registrada en el mes de noviembre (2012).

Usos: La infusidn de las hojas es empleada en la medicina tradicional como diurético (I1AP,
2010).
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Ramita con hojas e inflorescencias. B. Hoja, detalle de la nervacion terciaria por el envés. C.
Seccion transversal del peciolo. D. Detalle de flores y fruto: 1. Ovario, vista lateral. 2. Fruto, vista
lateral. 3. Bréctea. 4. Antera.

Figura 4: Piper reticulatum Linnaeus

FUENTE: Saufie y Reynel, 2013.
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4.  ASPECTOS QUIMICOS
Las especies del género Piper estdn compuestos por numerosos tipos de metabolitos
resaltando las amidas, flavonoides, kavapirona, lignanos, neolignanos, piperolidos,

propenilfenoles y terpenos, entre los mas conocidos (Parmar et al., 1997).

Se han efectuado investigaciones para determinar los compuestos quimicos de los aceites
esenciales de especies del género Piper. A continuacion se detallan los principales
constituyentes reportados para las especies Piper aduncum Linnaeus y Piper reticulatum
Linnaeus de diferentes procedencias:

4.1. PIPER ADUNCUM LINNAEUS
En la Tabla 3, se muestran los principales constituyentes definidos mediante la
Cromatografia (CG-MS) de Piper aduncum Linnaeus obtenido por el método de arrastre con

vapor identificados por Albarracin y Gallo (2003) en una zona cafetera en Colombia.

Tabla 3:  Principales constituyentes del Piper aduncum Linnaeus

Porcentaje en la

Constituyente

muestra (%)

Apiol 47.319
Miristicina 3.96
Germacreno D 21.6
Cariofileno 6.037
Gama elemeno 7.773

FUENTE: Albarracin y Gallo, 2003.

Asimismo, Maia et al. (1998) reportan como principales constituyentes del aceite esencial
de Piper aduncum Linnaeus al diapiol, piperitona, beta-cimeno y miristicina como se observa

en la Tabla 4. Dichas plantas, fueron obtenidas en Belém, Brazil y el aceite esencial fue

obtenido mediante hidrodestilacion por cinco horas.

Tabla 4:  Principales constituyentes del Piper aduncum Linnaeus
Constituyente Po:r(]:ﬁgtsat\jr(; i/? la
Dillapiole 82.2
Piperitona 2.1
(E)-B-Ocimene 1.8
Myristicin 1.2

FUENTE: Maia et al. (1998)
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4.2. PIPER RETICULATUM LINNAEUS

Luz et al., (2003), reportaron como principales componentes del aceite esencial de la especie
Piper reticulatum Linnaeus a los siguientes compuestos: -Elemeno (24.6 por ciento) y B-
Cariofileno (16.7 por ciento). Dicho aceite esencial fue obtenido mediante destilacion por

vapor y analizado por Cromatografia GC/MS, con muestras provenientes del norte de
Brazil.

Tabla5:  Principales constituyentes del Piper reticulatum Linnaeus

Porcentaje
Constituyente en la
muestra %
B-Elemene 24.6
B-Caryophyllene 16.7
B-Pinene 7.5
Oxygenated sesquiterpenes 7.2
Hydrocarbon sesquiterpenes 6.3
Nerolidol 6.3
Dilapiolle 0.1

FUENTE: Luz et al., (2003)

4.3. DESCRIPCION DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES
43.1. MIRISTICINA (C11 Hi2 O3),

La miristicina es un fenilpropano que contiene metilendioxifenil (MDP) (Berenbaum y
Neal, 1985) es el principal constituyente en los aceites esenciales de frutos y hojas de
Myristica fragrans (nuez moscada), Pimpinella anisum (anis) y Petroselinum crispum
(Perejil).

Figura 5: Férmula estructural de la miristicina

FUENTE: PubChem (2017)
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Se ha reportado que a miristicina tiene efectos en el sistema nervioso central, ésta tiene
propiedades anticolinérgicas y psicotropicas; ademéas puede causar un efecto alucindgeno
que se asemeja a la embriaguez (Lee, et al., 2005). De la misma manera se ha comprobado
que este compuesto se comporta como oxitécico, actuando como inhibidor de la

monoamixoidasa y puede comportarse como un antidepresivo (Bernard, et al., 1995).

4.3.2. B-CARIOFILENO (Ci5H24)

El sesquiterpeno B-Cariofileno se encuentra en grandes cantidades en los aceites esenciales
de las especias como el Origanum vulgare L. (“orégano”), Cinnamomum sp. (“Canela”) y
Piper nigrum L. (“Pimienta negra”). Asimismo ha sido registrado como el principal
componente del aceite esencial de la especie Cannabis sativa (Cafiamo) (Gertsch, et al.
2008).

Figura 6: Formula estructural de B-Cariofileno

FUENTE: PubChem (2017)

4.3.3. GERMACRENO-B (Ci5H24) Y GERMACRENO-D (Ci5H24)

Los isbmeros Germacreno-B y Germacreno-D, han sido reportados en los aceites esenciales
de Pistacia lentiscus “lentisco” (Anacardiaceae) (Magiatis, et al., 1999). Ademas el
germacreno-D, ha sido identificado como el principal componente del aceite esencial de la
especie Lamium purpureum (“ortiga”) (Famini, et al., 2005). EI germacreno D, es también
componente minoritario en los aceites esenciales del Piper nigrum, Piper guineese (Jirovetz,
et al., 2002), Piper aduncum Linnaeus (Maia, et al., 1997). EI Germacreno-D tiene
propiedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, entre otras (Magiatis, et al.,
1999)
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Figura 7: Formula estructural de Germacreno-B y Germacreno-D

FUENTE: PubChem (2017)

4.3.4. B-PINENO (CyoHis)
El monoterpeno B-Pineno (CioH16) ha sido reportado en el aceite esencial de la especie

Myroxylon balsamum (“Estoraque”); a este componente se le atribuyen propiedades

larvicidas contra Aedes aegypti o “mosquito del dengue” (Siamas et al. 2004)

Figura 8: Formula estructural de B-Pineno

FUENTE: PubChem (2017)

4.3.5. B-ELEMENO (CisH2)

El sesquiterpeno del B-Elemeno, también ha sido reportado, aunque en trazas (de 0.1 por
ciento a 0.3 por ciento), en el aceite esencial de Piper aduncum Linnaeus. Respecto a las
propiedades del p-Elemeno, la mas resaltante es el efecto antitumoral encontrado por Zhu et
al. (2015), inhibiendo la proliferacion, fomentando la apoptosis, ademas de la alteracion de

la capacidad de invasion, en células glioblastoma (tumor maligno de humanos).
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Figura 9: Formula estructural de p-Elemeno

FUENTE: PubChem (2017)

436. A -FELANDRENO (CyoH16)
Al monoterpeno a-Felandreno ha sido reportado en como componente minoritario (1.9 por
ciento) del aceite esencial de la especie Eucalyptus dives, con propiedad antibacterial, por

ejemplo inhibe la proliferacion de Escherichia coli (Delaquis, et al. 2002)

Figura10:  Formula estructural de a-Felandreno

FUENTE: PubChem, 2017.

4.4.  APLICACIONES DE LOS ACEITES ESENCIALES EN EL GENERO
PIPER

Peredo et al. (2009) sefialan que el uso de los aceites esenciales en la industria farmacéutica
y de alimentos es cada vez mas generalizado, debido a la homogeneidad del aroma y a la
minimizacién de posibilidades de contaminacion microbiana, cuando se compara con el uso

directo de tales especies.

A lo largo de los afios las plantas del género Piper han sido utilizadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de vaginitis, desordenes intestinales, y como antimicrobiano y

citotoxico. (Mesa et al. 2007)
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La evaluacion in vitro de extractos de estas plantas, muestran propiedades antifingica y
antibacteriana. Los aceites esenciales de Piper spp. inhiben el crecimiento de una amplio
grupo de microorganismos que causan infecciones importantes en humanos como
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, E.coli, y los hongos Trichophyton

mentagrophytes, C. albicans, A. flavus y A. fumigatus (Mesa et al. 2007).

Los principales constituyentes del aceite esencial de Piper aduncum Linnaeus tienen
propiedades que han sido recopiladas por Albarracin y Gallo (2003), la informacion se

muestra en la siguiente Tabla 6.

Tabla 6: Propiedades de los principales constituyentes del Piper aduncum Linnaeus

Constituyente Propiedad
Apiol Irritante, en dosis altas causa dafio hepatico y renal
Miristicina Insecticida y acaricida
Piperitona Antipruriginoso, antiséptico, desinfectante y fungicida
Germacreno D Plaguicida, feromona gue estimula la comunicacién entre insectos
Cariofileno Antiespasmatico , sedante, fungicida, pesticida e insecticida
Fenaldreno Aromatizante
Beta Pineno Antinflamatorio, antiséptico, antiespasmadico, herbicida, insecticida, pesticida
Linalol Aromatizante

FUENTE: Albarracin y Gallo, 2003.
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o. COMERCIO DE LOS ACEITES ESENCIALES
A continuacion, se presenta un andlisis del comercio de los aceites esenciales a nivel

mundial y posteriormente a nivel nacional.

5.1. COMERCIO MUNDIAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

En los ultimos afios el comercio mundial de los aceites esenciales ha mantenido una
importante presencia, las exportaciones mundiales durante el periodo del 2012 al 2016
superan los 4 100 000 dolares, en promedio por afio.

El principal proveedor de aceites esenciales es Estados Unidos, que en los altimos cinco
afios, ha concentrado el 13,7 por ciento de las exportaciones totales, seguido de China que
exportd 11,8 por ciento, India 10,2 por ciento, Francia 8,2 por ciento y Brasil 6,3 por ciento;
estos cinco paises concentran mas del 50 por ciento de las exportaciones totales mundiales,

como se puede observar en la Figura 11.
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Figurall: Evolucion de exportaciones de aceites esenciales y resinoides a nivel
mundial - Anual FOB USD.

FUENTE: NOSIS — EXI: Importaciones y exportaciones (2017)
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Estados Unidos exporta aceites esenciales por valor de mas de 554 000 000 de ddlares en
promedio anualmente, logrando superar en el 2016 los 630 000 000 de dolares y hasta el
mes de mayo del 2017 superaba los 307 000 000 de dolares, por lo que se espera que en el
presente afio exceda los 700000000 de dolares. Los mercados compradores mas
importantes de Estados Unidos son Canada, China, Reino Unido, Japon y México.

El flujo de las importaciones mundiales de aceites esenciales durante los ultimos cinco afios
se ha mantenido estable alrededor de 4 100 000 de dolares anuales, llegando a superar en el
2016 los 3 9 000 000 de ddlares.

El principal pais importador de aceites esenciales es Estados Unidos, que a la vez es el
mayor exportador, concentrando en los ultimos 5 afios el 20.7 por ciento de las
importaciones mundiales, seguido muy por detrds de Francia con el 8,3 por ciento,
Alemania 6.9 por ciento, Reino Unido 6,3 por ciento, y Canada 3,7 por ciento; tal como se

aprecia en la Figura 12.
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Figural2:  Evolucion de importaciones de aceites esenciales y resinoides a nivel
mundial - Anual FOB USD.

FUENTE: NOSIS — EXI: Importaciones y exportaciones (2017)
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La importacién de aceites esenciales en Estados Unidos fluctia entre 860 000 000
anualmente, superando en el 2016 los 1 000 000 000 de dodlares; ademas, hasta mayo del
2017 las importaciones exceden los 460 000 000 de dolares, por lo que se espera superar los
1100 000 000 de dolares de importaciones al finalizar el 2017. La provision de aceites
esenciales se encuentra diversificada, por orden de importancia, en India, Francia,

Argentina, Brasil y China, entre otros.

52. COMERCIO NACIONAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

Las exportaciones peruanas de aceites esenciales son poco significativas si se compara con
la totalidad de exportaciones peruanas, 0,04 por ciento de participacion durante el periodo
del 2012 al 2016; sin embargo, los aceites esenciales pueden considerarse como un producto
exportable con potencial de desarrollo, ya que se observa un flujo creciente durante los
ultimos cinco afios, llegando a superar en el 2016 los 19 000 000 de ddlares. Asimismo, las
exportaciones peruanas de aceites esenciales desde enero hasta julio del afio 2017 superan

los 11 000 000 de dolares, tal como se muestra en la Figura 13.
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Figural3:  Evolucion de exportaciones de aceites esenciales y resinoides en el Peru -
Anual FOB USD.

FUENTE: NOSIS — EXI: Importaciones y exportaciones (2017)

El principal comprador de aceites esenciales al Peri es Reino Unido, que en los ultimos
cinco afios, ha sido destino del 35,9 por ciento de las exportaciones peruanas, seguido de
Estados Unidos con 21,3 por ciento, Paises Bajos con 17 por ciento, México con 16,9 por
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ciento; sdlo estos cuatro paises concentran el 91,1 por ciento de las exportaciones peruanas,

tal como se aprecia en la Figura 14.
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Figural4:  Evolucion de exportaciones por paises de aceites esenciales y resinoides
en el Perd - Anual FOB USD.

FUENTE: NOSIS — EXI: Importaciones y exportaciones (2017)

Por otro lado, las importaciones peruanas de aceites esenciales fluctian alrededor de
2 800 000 de dolares anuales durante el periodo del 2012 al 2016; llegando a superar, el
altimo afio (2016), los 3 900 000 de ddlares anualmente. Sélo en lo que respecta al afio 2017
(enero a julio), las importaciones peruanas de aceites esenciales superan los 2 000 000 de
dolares, tal como se muestra en la Figura 15.
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Figura15:  Evolucion de importaciones de aceites esenciales y resinoides en el Perd -
Anual FOB USD.

FUENTE: NOSIS — EXI: Importaciones y exportaciones (2017)

El principal pais proveedor de aceites esenciales para el Per( es Estados Unidos,
concentrando en los Gltimos cinco afios el 18,4 por ciento de las importaciones peruanas,
seguido inmediatamente de Alemania con el 17.1 por ciento, Reino Unido con 12,1 por
ciento, Brasil 10,2 por ciento, y China 8,4 por ciento; estos 5 paises agrupan el 66,3 por
ciento del total de importaciones. Mas rezagados se puede apreciar a la India con 7,2 por
ciento, Espafa 6,8 por ciento, Argentina 3,8 por ciento, entre otros, tal como se aprecia en la

Figura 16
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1. AREA DE ESTUDIO
La coleccidn de materia prima se realizo6 en la estacion para la investigacion y produccion de
la Universidad Nacional Agraria-La Molina (UNALM), Fundo La Génova, ubicado en el

Distrito de San Ramon, Provincia de Chanchamayo, Departamento de Junin. (Figura 17)

El Fundo la Génova, segun el Dr. Leslie R. Holdridge — ONERN, abarca Zona de Vida de:
Bosque Humedo Premontano Tropical (bh-PT). El relieve varia entre ondulado y empinado.
El escenario edafico es bastante variado y, por lo general, estd constituido por suelos
profundos. De textura media a pesada y &cidos, donde hay influencia de materiales calcareos

o calizos (Figura 18).

Palacios y Reynel (2011) mencionan lo siguiente respecto a la zona de estudio: “el rango de
altitud es 800-1500 msnm; el valle tiene cabeceras de bosque montano nublado en sus partes
altas. En cuanto a los parametros basicos del clima, la Temperatura es alta, con pocos meses
de temperatura templada. La media anual es de 23.1 °C; la méaxima promedio ocurre entre
octubre y noviembre, con 30.1 °C, y la minima es de 16.7 °C en el mes de julio. La
precipitacion total anual promedio en la ciudad de San Ramon fluctta entre 1970- 2101 mm,
con un promedio de 2000 mm; en funcidn a la precipitacion, se define una estacion de baja
precipitacion entre junio y agosto (llegando a 75 mm en Julio), y otra con abundante

precipitacion de diciembre a mayo (Galdo, 1985)”.
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Se colectd de ocho puntos referenciales, barriendo 25 metros a la redonda desde cada punto,
en la Tabla 7 se pueden apreciar las coordenadas UTM en WGS-84 de los puntos de

muestreo con la respectiva especie colectada.

Tabla 7:  Ubicacion de puntos de muestreo de especies estudiadas

Cddigo Coordenadas UTM WGS 84 Especie colectada
Este Norte

01-Pa 461191 8773345 Piper aduncum Linnaeus
02-Pa 461290 8773341 Piper aduncum Linnaeus
03-Pa 461401 8773317 Piper aduncum Linnaeus
01-Pg 461620 8773475 Piper glabribaccum Trelease
02-Pg 461119 8773351 Piper glabribaccum Trelease
03-Pg 461391 8773268 Piper glabribaccum Trelease
01-Pr 461770 8773426 Piper reticulatum Linnaeus
02-Pr 461658 8773449 Piper reticulatum Linnaeus

FUENTE: Elaboracién propia

En la Figura 19, se puede apreciar la distribucion de los puntos de muestreo sobre el area de
estudio. Cabe mencionar que la especies se localizan en las riberas de los rios, siendo una
condicién no limitante para la especie Piper aduncum Linnaeus, (distribucion abundante),
en tanto las especies Piper glabribaccum Trelease y Piper reticulatum Linnaeus, sélo fueron

encontradas al borde de quebrada Génova.
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2.1.

MATERIALES Y EQUIPOS

MATERIALES

Materia prima

Hojas de Piper aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper reticulatum

Linnaeus

Materiales para la coleccion, identificacion dendroldgica y acondicionamiento

Prensa botanica
Papel periddico
Tijeras de podar
Plumén indeleble
Alcohol

Libreta de campo
Lépiz

Machete
Costales

Balanza romana
Plumon indeleble
Plastico

Libreta de campo
GPSmap 60. Garmin

Reactivos quimicos

Agua destilada
Alcohol etilico absoluto anhidro al 99,9 por ciento (v/V)
Sulfato de sodio anhidro (Na;SO,)

Materiales de vidrio

Kitasato 2000 ml. marca Pyrex

Vaso florentino 2000 ml. marca Normax
Matraces, 500 ml., 2000ml. marca Pyrex
Pera de decantacion 25 mL marca Normax

Buretas graduadas de 25 mL marca Pyrex



2.2.

Tubos de ensayo
Pipeta graduada de 25 mL
Picnometro de 1 mL

Frascos de vidrio 25 mL color &mbar.

Otros materiales

Bolsas de plastico
Baldes de pléasticos
Jeringas de 5 mL
Soporte universal
Pinzas

Etiquetas

Papel Karft
Guantes quirdrgicos
Hojas bond
Materiales de escritorio
USB de 16 GB

EQUIPOS
Equipos de laboratorio

Estufa eléctrica de calentamiento marca Heraeus; temperatura regulable de 0° a
300°C.

Equipo de destilacion por arrastre de vapor Hechiza, con capacidad de 10 kg.
Balanza analitica marca OHAUS; modelo AP105, capacidad maxima 200g;
sensibilidad 0,0001 g.

Balanza analitica Denver Instrument con sensibilidad de 0,1 mg.

Balanza marca Sauter; modelo Toppan, capacidad maxima 1000g; sensibilidad 0,1g.
Centrifuga de laboratorio. Marca selecta, capacidad 10 tubos.

Refractometro. RHB Series . For han Held Brix Refractometer

Polarimetro Manual 404-LED

Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectrometro de
masas Agilent Technologies 5975C.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para la realizacion de esta investigacion se desarrollaron actividades que va desde la
coleccion de la muestra, hasta el anlisis estadistico, en la Figura 20 se puede observar el
flujo de estas actividades. Asimismo en el Anexo 1 se pueden visualizar las fotografias del

desarrollo de las actividades.
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3.1 IDENTIFICACION DE MUESTRAS DENDROLOGICAS
Se colect6 un aproximado de 50 kg de material vegetal (peso himedo) por cada especie. Se
tomo una muestra por especie y se ingresé al Herbario de la Facultad de Ciencias Forestales

(MOL) para su posterior identificacion como se puede visualizar en la Tabla 8.

Tabla 8: Identificacion de especies estudiadas

Nombre Cientifico Nombre Comun Familia
Piper aduncum Linnaeus Matico Piperaceae
Piper glabribaccum Trelease Matico hembra Piperaceae
Piper reticulatum Linnaeus Matico hembra Piperaceae

FUENTE: Herbario MOL

En el Anexo 1 se puede observar la Constancia de Identificacion expedida por el Dr. Carlos
Reynel Rodriguez, Director del Herbario MOL y en el Anexo 2 se pueden apreciar

fotografias de las especies estudiadas.

3.2. OBTENCION DE MUESTRAS PARA ENSAYO

El muestreo realizado fue completamente al azar, se procedié a cosechar las hojas tiernas y
maduras de individuos en estado de floracion, de las especies del género Piper
seleccionadas. Se obtuvieron aproximadamente 50 kg de muestra de hojas por especie, lo
que corresponde a una cantidad de 16 a 24 individuos, segun sea el follaje de los

individuos.

Las hojas se lavaron y se orearon bajo sombra por 3 dias, que fue el tiempo que duré la
colecta. Pasado el tiempo, el material fue embalado, codificado y trasladado al laboratorio

del Area de Transformacion Quimica de la Facultad de Ciencias Forestales de la UNALM.

En el laboratorio, se seleccionaron las ramas en buen estado descartando las que se
encontraban en mal estado, asimismo de extendieron las muestras en bandejas.
Posteriormente, se retiraron las hojas de las ramas y se tritur6 manualmente por tamarios tal
como se muestra en la Tabla 9, esto con el fin de aumentar la superficie de contacto y de
esta manera favorecer la salida del aceite. Finalmente, se pes6 1 kilogramo de material seco

para realizar la destilacion.
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Tabla9: Grado de trituracion para las hojas

Grado de trituracion Tamafio de hoja
Tamafio 1 Mayor o igual a 1 cm; pero menor a 2,5 cm
Tamafio 2 Mayor o igual a 2,5 cm; pero menor a 5 cm
Tamafio 3 Mayor o igual a5 cm

FUENTE: Adaptacion de Shimabukuro y Torres, 1992.

3.3. EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL, PURIFICACION, ENVASADO Y
ALMACENAMIENTO

Este procedimiento se llevo a cabo en el Area de Transformacion Quimica, Laboratorio de
Pulpa y Papel de la Facultad de Ciencias Forestales de la UNALM. Consisti6 en extraer el
aceite esencial mediante el método de destilacion por arrastre con vapor de agua, método de
extraccion mas efectivo segun Shimabukuro y Torres (1992), los pasos desarrollados se

describen a continuacion:

- Se agreg6 3 litros de agua en el cilindro del equipo de destilacion, seguidamente se
coloco la canastilla que contenia 1 kg de muestra seca y acondicionada. Cabe mencionar
que el agua no tuvo contacto con la muestra, la muestra estuvo separada

aproximadamente unos 10 cm. de la parte inferior de la canastilla.

- Una vez colocada la canastilla al interior del tanque de destilacion, se cerro
herméticamente, para luego conectar la manguera que conduciria el vapor de agua y el
aceite al refrigerante y se colocd un matraz kitasato (en el caso de las especies Piper
glabribaccum Trelease. y Piper reticulatum Linnaeus) o un vaso florentino (para la

destilacién de la especie Piper aduncum Linnaeus)

- Se encendié el equipo durante 3 horas, debido a que para llegar a la destilacion de la

primera gota se necesitd 1 hora aproximadamente.

- Concluido el tiempo, se desconecto el equipo, luego se retird el vaso florentino o matraz
kitasato, dejandolo reposar hasta el dia siguiente, esto con el fin de segregar las

moléculas de los liquidos inmiscibles.

- El contenido del matraz kitasato o vaso florentino fue vertido a una pera de decantacion,

en la cual por medio de un grifo de cierre se separ0 el aceite esencial.
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El aceite esencial obtenido, fue envasado en un frasco de vidrio color &mbar (para evitar

oxidacioén de las moléculas) debidamente etiquetado.

Una vez que se obtuvieron todas las destilaciones por especie, se procedio a purificar el
aceite esencial para lo cual se vertié dicho aceite esencial a unos tubos de ensayo, en
donde se agregd de 0.5 g a 1 g de sulfato de sodio anhidro, se agitd suavemente y
posteriormente se introdujo los tubos de ensayo a la centrifuga, centrifugando por 10

minutos.

Transcurrido el tiempo, se desconecto el equipo y se retiraron los tubos de ensayo y se
vertié el contenido a unos frascos color &ambar, herméticamente cerrados y debidamente
etiquetados con el codigo de destilacion correspondiente, luego fueron almacenados en
refrigeracion (2°C a 4°C).

Finalmente, se procedio a realizar las pruebas de cromatografia, fisicas y quimicas.

Las condiciones generales de trabajo se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Condiciones de trabajo para las destilaciones

Laboratorio del Area de

Lugar Transformacion Quimica de la

Facultad de Ciencias Forestales
Distrito La Molina
Presion atmosférica (mbar) 980 a 990
Altitud (m.s.n.m) 246
Humedad (por ciento) 74 a 84
Temperatura media (°C) de 17 a 23
Tiempo de destilacion (minutos) 180 minutos

FUENTE: Datos de la estacion meteoroldgica Alexander Von Humboldt, SENAMHI (2016)

3.4.

METODOS DE ANALISIS FISICO — QUIMICOS E INSTRUMENTALES

Con las muestras obtenidas se evaluaran los siguientes resultados:

3.4.1. RENDIMIENTO DE OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL
Para la determinacion del rendimiento se empleara la siguiente formula:

o Masa del aceite esencial (g)
Rendimiento (%) = X 100
Masa seco de la muestra (g)
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3.4.2. DENSIDAD RELATIVA
Segun la Norma Técnica Peruana NTP 319.075: 1974 (ANEXO 4)

La densidad P4, en gramos por mililitro, se da por la siguiente férmula:

g P2 —-P
P20 (ﬁ) = 099718 x —=—

La densidad relativa d,> se da por la férmula siguiente:
P2 —-P
P1-P

20 _—
d20 -

La densidad relativa d,*° se da por la formula siguiente:

d2° = 0.99823 x d20

Donde:

P: El peso, en gramos del picnometro

Pi: El peso, en gramos, del picndmetro lleno con agua destilada a 20°C
Py El peso, en gramos, del picndmetro lleno con agua destilada a 20°C

3.4.3. INDICE DE REFRACCION
Segln la Norma Técnica Peruana NTP 319.084: 1984 (ANEXO 5)

Sea np' el valor de la lectura a la temperatura t', el indice de refraccion np'a la temperatura

de t, es dado por la siguiente formula:

nDY = nDt +a(t'-t)
Donde:
a= 0.0004

3.44. ROTACION OPTICA

La prueba de rotacion oOptica se realizd en el Laboratorio N° 14 de la Facultad de Ingenieria
Quimica y Textil de la Universidad Nacional de Ingenieria y LID Laboratorio 209, segun
Norma Técnica Peruana NTP 319.076: 1974. (ANEXO 6)
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Desviacién polarimétrica de un aceite esencial

Q20°C — é
b 1
Donde:
A: es el angulo de observado, expresado en grados
1: es el espesor del aceite esencial, expresado en decimetros

Poder rotatorio especifico de un aceite esencial

e =2

1XP
A: es el angulo de rotacion observado, en grados.
1: es el espesor atravesado en decimetros
V: es el volumen de la solucion, en milimetros.
P: es el peso de la sustancia disuelta, en gramos.

3.45. CROMATOGRAFIA DE GASES CON ESPECTROMETRIA DE MASAS
El procedimiento se realiz6 en la Unidad de Investigacion en Productos Naturales del LID-
Laboratorio 209, Unidad de Investigacion en Productos Naturales de la UPCH, las
condiciones se describen en la Tabla 11.

Tabla 11: Condiciones cromatograficas

Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890

Equipo con detector espectrometro de masas Agilent
Technologies 5975C.
Columna DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pm x 0.25 pym

Empieza en 80 °C y sube a 10 °C/min hasta 180 °C,
2.5 °C/min hasta200 °C por 5 min, 2.5 °C/min hasta

Rampa de temperatura 240 °Cy finalmente 5 °C/min hasta 300 °C por 3

minutos.
Tiempo de corrida 54 min
Volumen de Inyeccién 1pL
Split 20:1
Gas portador He, 1 mL/min
Temperatura Puerto de inyeccion 250 °C

Se diluy6 10 pL de muestra en 1 mL de
diclorometano

FUENTE: Unidad de investigacion de productos naturales UPCH, 2016.

Muestra
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL
Cada destilacion se realizé en base a dos variables que corresponden a la especie y el grado
de trituracion de la hoja (T); cada una con sus respectivos niveles (tres repeticiones por

variable) como se puede observar en la Tabla 12.
El disefio estadistico empleado fue un disefio factorial, en el siguiente arreglo:
3sp x 3gt x 3repeticiones = 27 resultados

Tabla 12: Disefio experimental

Variables independientes Variables dependientes
Especie _Gradc.)’de Rendimiento Densidad ngﬂgfc?éen Repet'?ciones
(Sp) Trituracioén (T) (Rnd) (d) (R)
T1
Spl T2
T3
T1
Sp2 T2 3 repeticiones
T3
T1
Sp3 T2
T3

El modelo propuesto es:
Yij=pu + Ai + Bj + (AB)ij + ¢ij; 1=1,23; j=1,2,3
Donde:

Yi: Representa la observacion del nivel (i) del factor especie y al nivel (j) del factor

grado de trituracion de la hoja.

[Th Efecto constante denominado media global.

A; Efecto producido por el nivel i-ésimo del factor especie,

Bj; Efecto producido por el nivel j-ésimo del factor grado de trituracion de la hoja.

(AB)ij: Efecto producido por la interaccion entre especie x grado de trituracion de la
hoja.

&jj- Parte de la respuesta que no es explicada por el modelo. Muestras independientes

con distribucion N(0, o).
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Para el analisis estadistico se empled el programa estadistico SPSS (“*Statistical Product and
Service Solutions”) version 24.0, con el andlisis ANOVA factorial se comprobd la

significancia entre las variables dependientes y las variables independientes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION SENSORIAL

Las caracteristicas organolépticas como color, aspecto, sabor y olor contribuyen a la
caracterizacion, ademas de orientar el posible uso del aceite esencial. Los aceites esenciales
obtenidos de las especies Piper aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper
reticulatum Linnaeus por el método de destilacién arrastre con vapor, presentaron

caracteristicas sensoriales, las cuales se muestran en el Tabla 13.

Tabla 13: Caracterizacion sensorial de los aceites esenciales

Especie Caracteristica Aceite esencial
P sensorial
Color Amarillento cristalino
) ) Aspecto Liguido oleoso
Piper aduncum Linnaeus —
Olor Similar a la menta
Sabor Astringente
Color Amarillento cristalino
) ) Aspecto Liquido oleoso
Piper glabribaccum Trelease — -
Olor Similar a la menta intenso
Sabor Amargo y astringente
Amarillento a verdoso
Color L
cristalino
Piper reticulatum Linnaeus Aspecto Liquido oleoso
Olor Alimonado con menta
Sabor Astringente a dulce

Visualmente el color de los aceites esenciales del Piper aduncum Linnaeus y Piper
glabribaccum Trelease son similares, ambos son amarillento cristalino, el aceite esencial
Piper reticulatum Linnaeus se diferencia debido a la tonalidad verdosa que presenta. Los
tres aceites esenciales tienen in aspecto liquido oleoso. El olor de los aceites esenciales del
Piper aduncum Linnaeus y Piper glabribaccum Trelease se parecen a la menta siendo el de
este Ultimo maés intenso, mientras que en el aceite esencial del Piper reticulatum Linnaeus

Ilama la atencién el olor alimonado facilmente distinguible. Respecto al sabor, la dulzura del



aceite esencial del Piper reticulatum Linnaeus se diferencia de los otros presentando un

sabor astringente y hasta amargo en el caso del aceite del Piper glabribaccum Trelease.

De acuerdo a las caracteristicas organolépticas el aceite esencial de las especies Piper
aduncum Linnaeus y Piper glabribaccum Trelease podrian ser utilizados como repelentes,
considerando su fuerte olor. Mientras que el aceite esencial del Piper reticulatum Linnaeus
podria utilizarse en la industria de perfumes, debido al agradable olor alimonado que
presenta.

2. RENDIMIENTO

De acuerdo a la prueba ANOVA factorial, se pueden identificar que existen diferencias
significativas en el rendimiento del aceite esencial en la especies utilizadas (p value = 0),
ademas existen diferencias significativas entre el rendimiento del aceite esencial (p value =
0) y el grado de trituracion de las hojas, de la misma manera el rendimiento es afectado por
la interaccion de la especie y el grado de trituracion de la hojas (p value = 0). En el Anexo 7
se muestran los resultados completos, mientras que en el Anexo 8 se muestran los resultados

estadisticos para el rendimiento.

2.1.  ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LA VARIABLE ESPECIE EN LOS
VALORES DE RENDIMIENTO

La prueba ANOVA factorial, demuestra que existen diferencias significativas en el
rendimiento del aceite esencial segun la especies utilizada. Es asi que la especie Piper
aduncum Linnaeus presentd un mayor rendimiento de aceite esencial, (1,87 por ciento, 1,65
por ciento y 1,21 por ciento)* para los tres grados de trituracion de las hojas T1, T2 y T3
respectivamente. Estos resultados estdn dentro del rango del rendimiento de aceites
esenciales obtenidos a partir de la especie Piper angustifolium R & P, quien muestra un
rango de 0,3 a 6 por ciento; son superiores si se compara con el resultado obtenido por
Shimabukuro y Torres (1992), quienes reportan un rendimiento de 1.04 por ciento en la

destilacion por arrastre con vapor de agua.

Los rendimientos de aceite esencial obtenidos en las destilaciones para las especies Piper
glabribaccum Trelease (0,33 por ciento, 0,19 por ciento y 0,12 por ciento) y Piper

reticulatum Linnaeus (0,26 por ciento, 0,14 por ciento y 0,11 por ciento) fueron menores

! Medias de las tres repeticiones seg(in tamafio
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sustancialmente para los tres tamafios T1, T2 y T3, como se puede apreciar en las Figuras 21
y 22.

2,00 1,87
1,80 1,65
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,34

0,40 0,26
0,19 *
: 0,14
0,20 0,12 14 0,11

0,00 [ [

Piper aduncum Linnaeus Piper glabribaccum Piper reticulatum Linnaeus
Trelease

1,21

Rendimiento (%)

BTl mT2 mT3

Figura20:  Rendimientos de las destilaciones por especie

El mayor rendimiento del aceite esencial de la especie Piper aduncum Linnaeus se debe a la
carga genética de la especie considerando que las condiciones fisicas (tipo de suelo,
humedad, temperatura, radiacion, entre otros) son similares. El tamafio de las hojas puede
estar relacionado al rendimiento debido a que las hojas de Piper aduncum Linnaeus son mas
pequefas (de 12 a 17 cm) comparadas con las de la especie Piper glabribaccum Trelease (de
11 a 35 cm) y la especie Piper reticulatum Linnaeus (de 15 a 35 c¢cm), por ende son mas
numerosas en una misma cantidad de peso, es decir, en un kilogramo puedo tener mas del
doble de nimero de hojas de Piper aduncum Linnaeus, que en un kilogramos de las demas

especies. Incluso se observo mayor cantidad de inflorescencias en esta especie.

El rendimiento del aceite esencial es una caracteristica muy importante debido a que esta
ligada a la rentabilidad de elaboracion del mismo. En ese sentido, el aceite esencial de la
especie Piper aduncum Linnaeus seria mucho mas rentable que el de las especies Piper

glabribaccum Trelease y la especie Piper reticulatum Linnaeus.
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Figura2l:  Medias marginales del rendimiento por especie y grado de trituracién

De acuerdo con Guenther (1952) el rendimiento del aceite esencial depende en gran medida
de la edad de las plantas sometidas a destilacion, asi como de del almacenamiento,
transporte, dado que se pierde una cantidad considerable de aceite volatil por evaporacion.
Para el caso de la presente investigacion, se recolectd materia prima en individuos en estado
vegetativo en floracion maduros en todos los muestreos. Sin embargo, el rendimiento de
estos aceites puede ser mayor debido a pérdida de aceites volatiles que habria ocurrido
durante el transporte desde el Fundo La Génova hasta el Area de trasformacion Quimica
Laboratorio de Pulpa y Papel Lima.
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2.2. ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LA VARIABLE GRADO DE
TRITURACION DE LAS HOJAS EN LOS VALORES DE RENDIMIENTO

Tal como se comprobd en la prueba ANOVA, el grado de trituracién de las hojas influye en

el rendimiento del aceite esencial.

El grado de trituracion de la hoja “Tamafio 17, mayor o igual a 1 cm pero menor a 2.5 cm,
presentd mayor rendimiento de aceite esencial (1,87 por ciento, 0.34 por ciento y 0.26 por
ciento) para las especies Piper aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper
reticulatum Linnaeus respectivamente. Los rendimientos de aceite esencial para el grado de
trituracion “Tamano2” (1,65 por ciento, 0,19 por ciento y 0,14 por ciento) y “Tamaio 3”
(1.21 por ciento, 0.12 por ciento y 0.11 por ciento) fueron menores para las tres especies
Piper aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper reticulatum Linnaeus

respectivamente.

Por lo antes mencionado y tal como pudo apreciar en las Figuras 23 y 24, a mayor grado de
trituracion aumenta el rendimiento, esto se debe a que al disminuir el tamafio de las hojas se
tiene una mayor superficie de contacto al momento de la destilacion. Ademas al cortar las

hojas se estimula a las glandulas para una mayor liberacion de aceites esenciales.

3. DENSIDAD RELATIVA

La prueba ANOVA factorial demuestra que existen diferencias significativas (p value = 0)
entre la especie y la densidad relativa del aceite esencial. De igual manera, existen
diferencias significativas (p value = 0) entre el grado de trituracién de la hoja y la densidad
relativa del aceite esencial. También, existen diferencias significativas (p value = 0) en la
interaccion de las variables especie y grado de trituracion de la hoja.

Las Figuras 18 y 19 muestran la densidad relativa del aceite esencial y segun la especie y el
grado de trituracion de las hojas. En el ANEXO 9 se encuentran los resultados completos y

en el ANEXO 10 se presenta la prueba estadistica para la densidad relativa.
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Figura22:  Densidad Relativa del aceite esencial por especie

La prueba ANOVA factorial, demuestra que existen diferencias significativas entre las
especies y la densidad relativa del aceite esencial. Es asi que para la especie Piper aduncum
Linnaeus la densidad relativa promedio fue 1,1058 g/cm®, para todos los grados de
trituracion y repeticiones se evidencid que el aceite esencial es mas denso que el agua, esto
fue féacilmente visible debido a que el aceite esencial se precipité al fondo del vaso

florentino.

El motivo de que la densidad del aceite de Piper aduncum Linnaeus supere a la del agua es
que el principal constituyente la Miristicina (91.631 por ciento) presenta una densidad
también elevada 1.14162 g/cm®, de acuerdo a los resultados obtenidos en la identificacion de
los compuestos quimicos del aceite esencial de la especie Piper aduncum Linnaeus (ver item
4.6.1).

En contraposicion, para las especies Piper glabribaccum Trelease y Piper reticulatum
Linnaeus los valores de densidad relativa son 0,9079 g/cm® y 0,8936 g/cm? respectivamente.
Esto se debe a la composicion quimica de la especie Piper glabribaccum Trelease, la cual
tiene como principal constituyente al B-Cariofileno, cuya densidad 0.9075% g /cm?®, de la

2 pybChem: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Myristicin#section=Kovats-Retention-Index

8 pubChem: https:/pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/beta-caryophyllenetsection=Top
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misma manera la especie Piper reticulatum Linnaeus tiene como principal constituyente al

B-Elemeno, cuya densidad es 0.862° g/cm®.

Cabe mencionar que si bien es comun observar densidades bajas de los aceites esenciales,

algunas especie como:

aduncum Linnaeus

(“matico macho”), Syzygium

aromaticumpresenta (“Clavo de olor”) tienen densidad elevada. Estos valores se encuentran

en el rango de densidad relativa de aceites esenciales de Piper angustifolium R & P

establecido por Guenther (1952), los cuales van desde 0,940 g/cm® hasta 1,135 g/cm?®,
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Figura23: Medias marginales de Densidad relativa por especie y grado de
trituracion

4 ChemicalBook: https://mww.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB2979913 EN.htm
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La prueba ANOVA factorial, demuestra que existen diferencias significativas entre el grado
de trituracion de la hoja y la densidad relativa del aceite esencial. Es asi que para el tamafio
1 (de 1cm a 2,5cm) las densidades relativas promedio fueron 1,1159g/cm?®, 0,9120g/cm® y
0,8974g/cm?®, para el tamafio 2 (de 2,5cm a 5¢cm) las densidades relativas promedio fueron
1,1056g/cm?, 0,9088g/cm® y 0,8925g/cm? y para el tamafio 3 (mayor de 5cm) las densidades
relativas promedio fueron 1,0958g/cm?, 0,9030g/cm® y 0,8908g/cm?® para las especies Piper
aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper reticulatum Linnaeus
respectivamente. Por lo anteriormente descrito se observa que al aumentar en el grado de

trituracion de la hoja, la densidad relativa del aceite esencial aumenta.

4, INDICE DE REFRACCION

La prueba ANOVA factorial demuestra que existen diferencias significativas (p value = 0)
entre la especie y el indice de refraccién del aceite esencial. Sin embargo, no existen
diferencias significativas (p value = 0,339) entre el grado de trituracion de la hoja y el indice
de refraccion del aceite esencial. De la misma manera, no existen diferencias significativas
(p value = 0,102) entre la interaccion de las variables especie y grado de trituracion de la
hoja. Las Figuras 25 y 26 muestran la densidad relativa del aceite esencial y segin la especie
y el grado de trituracion de las hojas. Los resultados completos se encuentran en el ANEXO

11, mientras que la prueba estadistica para rendimiento se puede apreciar en el ANEXO 12.
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Figura24:  Indice de Refraccion del aceite esencial por especie
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La prueba ANOVA factorial, demuestra que existen diferencias significativas entre las
especies y el indice de refraccion del aceite esencial. Es asi que para la especie Piper
aduncum Linnaeus indice de refraccién promedio fue 1,5349; mientras que para las especies
Piper glabribaccum Trelease y Piper reticulatum Linnaeus los valores del indice de
refraccion fueron 1,4952 y 1,4962 respectivamente. Estos valores se encuentran en el rango
del indice de refraccion de aceites esenciales de Piper angustifolium R & P establecido por
Guenther (1952), los cuales van desde 1,496 hasta 1,529.
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Figura25:  Medias marginales del indice de Refraccion por especie y grado de
trituracion

El indice de refraccién del aceite esencial, al igual que la densidad relativa, es determinado
por los principales constituyentes, en el caso del Piper aduncum Linnaeus a la Miristicina

(91.631 por ciento) cuyo indice de refraccion es 1,54035 g/cm3, mientras el principal

% PubChem: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Myristicin#section=Kovats-Retention-Index
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constituyente del aceite esencial de la especie Piper glabribaccum Trelease es el B-

Cariofileno, cuyo indice de refraccion es 1,5006.

5. PODER ROTATORIO ESPECIFICO
Los valores de poder rotatorio especificos obtenidos fueron 127,5° (L), 114° (L) y 115,85
(L) para las especies Piper aduncum Linnaeus, Piper glabribaccum Trelease y Piper

reticulatum Linnaeus, tal como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14: Poder Rotatorio Especifico por Especie

Especie Pocéer Ro'tatorio
specifico
Piper aduncum Linnaeus [0]® 4 = 127,5° (L)
Piper glabribaccum Trelease (0] 4 = 114° (L)
Piper reticulatum Linnaeus [a]®° 4 = 115,85° (L)

El poder rotatorio especifico es una caracteristica del aceite esencial, los resultados
obtenidos no se asemejan a los valores obtenidos por Guenther (1952) en su analisis del
aceite esencial de Piper angustifolium R & P, quien menciona que el poder rotatorio
especifico de 27° 05 (D) a 5° 34 (L). Asimismo, los resultados difieren de lo obtenido por
Shimabukuro y Torres (1992) quienes encontraron un poder rotatorio especifico de 104° (D)

para el aceite esencial de Piper aduncum Linnaeus provenientes de Ucayali.

6. CROMATOGRAFIA DE GASES — MASA (CG-MS)
En seguida se describen los compuestos identificados en el aceite esencial de las tres
especies estudiadas. Asimismo, los resultados del laboratorio se adjuntan en el Anexo 13.

6.1. COMPUESTOS IDENTIFICADOS PARA PIPER ADUNCUM

El analisis de CG-MS del aceite esencial de la especie Piper aduncum Linnaeus permiti6 la
identificacion de 10 componentes; sin embargo, siete no fueron identificados, en el
ANEXO 13 se muestra la totalidad de compuestos identificados, mientras que en la Figura

22 y en la Tabla 15 se muestran los principales constituyentes del aceite esencial.

® ChemicalBook: http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB3414149.htm
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Tabla 15: Principales Compuestos identificados en el aceite esencial de la especie
Piper aduncum Linnaeus

N° Nombre del compuesto (NIST08.L) (,\-;:1) r?uigtlﬁi
6 | Pentadecano 16,2 1,359
7 | Miristicina 16,6 91,631
8 | Biciclogermacreno 16,8 1,168
- Otros - 5,842

FUENTE: LID-Laboratorio 209, Unidad de Investigacion en Productos Naturales de la UPCH.

En la Figura 27 se puede apreciar que el cromatograma CG-MS presenta un compuesto
representativo del 91,631 por ciento de la muestra en un tiempo de retencion del6,6
minutos.

El principal compuesto identificado en el aceite esencial de la especie Piper aduncum

Linnaeus es la miristicina, con un abordante 91,631 por ciento del total de la muestra.

La miristicina fue reportada por Albarracin y Gallo (2003), Maia et al. (1998) v,
Potzernheim et al. (2012) como constituyente del aceite esencial de la especie Piper
aduncum Linnaeus provenientes de una zona cafetera en Colombia’, regién amazénica de
Brasil® y, distrito federal de Brazil®; con un porcentaje en la muestra del 5.12 por ciento, 2.0
por ciento y, 2.88 por ciento respectivamente, valores que difieren categdricamente respecto
a lo reportado en la presente investigacion.

Esto refuerza la premisa de que la composicion de los aceites esenciales varia de acuerdo a
las caracteristicas del sitio, como horas de sol, evapotranspiracion, estrés hidrico, tipo de
suelo y nutrientes disponibles en el suelo, entre otros, lo que hace una especie de
determinado lugar tenga caracteristicas quimicas diferentes (“‘quimiotipo”) con respecto a

las misma especie pero localizada en otro &mbito de ubicacion.

" Aceite esencial obtenido mediante el método de arrastre con vapor (Albarracin y Gallo, 2013)

& Aceite esencial obtenido mediante hidrodestilacion, ubicacion exacta de las muestras en la region amazénica de Brasil:
Serra do Navio, Melgaco, Belém, Manaus y Cruzeiro do Sul (Maia et al, 1997)

® Aceite esencial obtenido mediante hidrodestilacién (Potzernheim et al 2012)
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6.2. COMPUESTOS IDENTIFICADOS PARA PIPER GLABRIBACCUM
TRELEASE

El andlisis de CG-MS del aceite esencial de la especie Piper glabribaccum Trelease
permitié la identificacién de 34 componentes; sin embargo, tres no fueron identificados, en
el ANEXO 13 se muestra la totalidad de compuestos identificados, mientras que en la

Figura 28 y en la Tabla 16 se muestran los principales constituyentes del aceite esencial.

Tabla 16: Compuestos identificados en el aceite esencial de la especie Piper
glabribaccum Trelease

N° | Nombre del compuesto (NISTO8.L) TR (Min) %en la
muestra

2 B-Pineno 16,7 7.3

14 | B-Elemeno 28,8 7.4

17 | B-Cariofileno 29,9 17,2

18 | Germacreno-D 31,5 8,7

27 | Germacreno-B 31,9 14,4

FUENTE: LID-Laboratorio 209, Unidad de Investigacion en Productos Naturales de la UPCH.

El aceite esencial de la especie Piper glabribaccum Trelease esta constituido principalmente
por los sesquiterpenos B-Cariofileno, Germacreno-B, Germacreno-D y B-Elemeno, ademas
del monoterpeno B-Pineno; estos cinco componentes agrupan el 55 por ciento de la muestra

de aceite esencial.

En la Figura 28 se puede observar que el cromatograma CG-MS presenta varios compuestos
representativos, el primer pico representativo es f-Pineno con un tiempo de retencion de
16,7 minutos, el segundo pico representa al p-Elemeno con un tiempo de retencion de 28,8
minutos, el tercer componente y mas alto pico es el B-Cariofileno, el cuarto es el
Germacreno-D con un tiempo de retencion de 31,5 minutos y el quinto pico es el

Germacreno-B con un tiempo de retencién de 32,4 minutos.

Los compuestos del aceite esencial de la especie Piper glabribaccun Trelease han sido

publicados hasta el momento, por lo que no se puede comparar la composicion.
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6.3. COMPUESTOS IDENTIFICADOS PARA PIPER RETICULATUM
LINNAEUS

El analisis de CG-MS del aceite esencial de la especie Piper reticulatum Linnaeus permitio
la identificacion de 28 componentes; sin embargo, cuatro no fueron identificados, en el
ANEXO 13 se muestra la totalidad de compuestos identificados, mientras que en la Figura

29 y en la Tabla 17 se muestran los principales constituyentes del aceite esencial.

Tabla 17: Compuestos identificados en el aceite esencial de la especie Piper
reticulatum Linnaeus

N° Nombre del compuesto TR (Min) “ben la
muestra

5 |a-Felandreno 17,5 10,6

18 |B-Elemeno 28,8 35,2

20 |B-Cariofileno 29,8 7,5

24 |Germacreno-D 31,5 7,6

Fuente: LID-Laboratorio 209, Unidad de Investigacién en Productos Naturales de la UPCH.

Se identificd que el aceite esencial de la especie Piper reticulatum Linnaeus esta constituido
principalmente por los sesquiterpenos B-Elemeno (35.2 por ciento), Germacreno-D (7.6 por
ciento), B-Cariofileno (7.6 por ciento), ademas del monoterpeno o-Felandreno (10.6 por
ciento); estos cuatro componentes agrupan el 60.9 por ciento de la muestra de aceite

esencial.
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En la Figura 29 se puede observar que el cromatograma CG-MS presenta varios compuestos
representativos, el primer pico representativo es o-Felandreno con un tiempo de retencion de
17,5 minutos, el segundo compuesto y méas alto pico es el B-Elemeno con un tiempo de
retencion de 28,8 minutos, el tercer pico es el B-Cariofileno, con un tiempo de retencion de
29, 8 minutos y el cuarto pico es el GermacrenoD con un tiempo de retencion de 31,5

minutos

Este resultado coincide, en cierto modo, con lo reportado por Luz, et al. (2003), quien
identifico al B-Elemeno y B-Cariofileno como principales componentes del aceite esencial
de la especie Piper reticulatum Linnaeus, con el 24,6 por ciento y 16,7 por ciento

respectivamente

1. POTENCIAL DE PRODUCCION

En base a la experiencia en campo se calculd el potencial de produccion en kilogramos de
aceite esencial por hectarea. Este potencial de produccion depende del rendimiento de aceite
esencial, numero de hojas por individuo, kilogramo por ndmero de hojas y numero de
arboles por hectarea. La especie con mayor potencial de produccion es Piper aduncum
Linnaeus con 18 kg/ha, debido a su mayor rendimiento, ademas de ser mas abundante, se

estima unos 2000 arboles por hectarea, como se puede observar en la Tabla 18.

Tabla 18: Potencial econémico por hectarea

Especie Rendimiento | Hojas/arbol érboleséhectére kg/hoja K/iéc;g;g;régs
Piper aduncum Linnaeus 1.87% 400 2000 0.00125 18.700
Piper glabribaccum Trelease 0.33% 180 1600 0.00500 4,752
Piper reticulatum Linnaeus 0.26% 150 400 0.00833 1.300







1)

2)

3)

4)

5)

6)
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8)

V. CONCLUSIONES

De las tres especies evaluadas, Piper aduncum Linnaeus seria la especie con mayor
potencial econémico debido a que presenta un mayor rendimiento, ademas es mas

abundante en la zona de estudio.

El rendimiento de aceite esencial es mayor cuando el grado de trituracion de las

hojas es de “Tamafio 1” (de 1cm a 2,5 cm) para las tres especies estudiadas.

El aceite esencial varia en las tres especies, siendo el de la especie Piper aduncum

Linnaeus mas densa que el agua.

Ademaés la densidad relativa aumenta conforme el grado de trituracion de las hojas,
es decir se obtuvo una mayor densidad relativa para el “Tamafio 1” (de lcm a 2,5

cm), en las tres especies estudiadas.

El indice de refraccion varia para las tres especies y no esta influenciado por el grado

de trituracion de las hojas.

El principal componentes del aceite esencial de la especie Piper aduncum Linnaeus

es la Miristicina (91,6 por ciento)

Los principales componentes del aceite esencial de la especie Piper glabribaccum
Trelease son PB-Cariofileno (17,2 por ciento), Germacreno-B (14,4 por ciento),
Germacreno-D (8,7 por ciento), B-Elemeno (7,4 por ciento) y B-Pineno (7,3 por

ciento).

Los principales componentes del aceite esencial de la especie Piper reticulatum
Linnaeus son B-Elemento (35,2 por ciento), a-Felandreno (10,6 por ciento) y

Germacreno-D (7,6 por ciento).






VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda extraer aceites esenciales de en plantas de diferentes edades para

comparar el rendimiento.

Se recomienda buscar un método efectivo de propagacion de plantas del género Piper

para poder industrializar la produccidn de aceite esencial.

Para que sea factible econémicamente, se recomienda que el proceso de destilacion
hasta el envasado del producto se realice en la misma zona de estudio, dado que es
posible perder aceites esenciales al trasladar las muestras. Asi también los traslados

aumentan los costos de produccion.

Se recomienda, en caso de realizar una extraccion de aceites esenciales con fines
industriales, utilizar el tratamiento de trituraciébn de la hoja, siendo el tamafio

recomendado es de 1cm a 2,5cm.

Informar a pobladores sobre las cualidades de los aceites esenciales de las especies
estudiadas, con el fin de fomentar el aprovechamiento sostenible del recurso forestal,

ademas de ser una fuente de ingresos para las familias.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1

FOTOGRAFIA DE LOS PROCEDIMIENTOS

Cosecha de materia prima

FUENTE: Elaboracion propia



Acondicionamiento

FUENTE: Elaboracion propia
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Extraccion de aceite

FUENTE: Elaboracion propia
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Purificacion

FUENTE: Elaboracion propia

Almacenamiento

FUENTE: Elaboracion propia
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ANEXO 2

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DENDROLOGICAS

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES

“Ano del buen servicio al ciudadano”

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA

A solicitud de la Srita. Rocio Magaly Diaz Calderon, se proporciona la identidad del
espécimen indicado.

La informacion proporcionada por el solicitante sobre las muestras es:

Proyecto : Tesis: *Aceites esenciales con potencial economico en tres
especies del Género Piper en la Selva Central del Perd™.

Zona de coleccion  : Distrito: San Ramon

Provincia : Chanchamayo

Region : Junin

Colector : Rocio Diaz Calderon

N° COL NOMBRE CIENTIFICO  NOMBRE COMUN FAMILIA

RDC-P-01 Piper aduncum L.. “Matico macho™ PIPERACEAE

RDC-P-02  Piper glabribaccum Trelease  “Matico hembra™ PIPERACEAE

RDC-P-03 Piper reticulatum L. “Matico hembra™ PIPERACEAE

Determinado pof:

Director del Laboratorio de Dendrologia
y Herbario Forestal UNALM (MOL)

La Molina, 14 de Diciembre 2017

f  Av. LaMolina s/n La Molina , Lima, Perd @ el (511) 614 7145 / (511) 614 7800 anexo 244 cel : 51 943 750564
- P

herbariofcf@lamolinaedupe < www.lamolina.edu
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ANEXO 3

FOTOGRAFIA DE ESPECIES ESTUDIADAS
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Piper aduncum L

7

On propia

FUENTE: Elaboraci
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Piper glabribaccum T

FUENTE: Elaboracion propia
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Piper glabribaccum T

\”s\._

.

S

FUENTE: Elaboracion propia
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Piper reticulatum L.

FUENTE: Elaboracion propia

Piper reticulatum L.

FUENTE: Elaboracion propia
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ANEXO 4

DENSIDAD RELATIVA (NTP 319.075: 1974)

TNSTITUTO DE INVESTIGACION TECNOLOGICA INDUSTRIAL Y DE NORMAS TECNTCAS

n

n

[

n

PERU ACEITES ESENCIALES ITINTEC
e T i Determinacidn de la Densidad 319.081
- NORMA TECNICA | vy de 1a Densidad Relativa Dicianbie 21874
] NACIONAL 7 ii‘%\‘\ s
o 5\ 2 N
)
5 =% NORMAS A CONSULTAR .
= ,'"55'3_‘7,’—\"4 "’-.-‘..T_,_—“.._—”_,.. o
ITINTEC 319.077 Aceites Esenciales. Preparacion deé la
45 Muestra para Andlisis
; ITINTEC 319.07S Aceites Fesenciales. Extraccidn de Mues-
E tras
Jiis OBJETO

La presente Norma establece el método para determinar 1la Qen-
sidad y la densidad relatiga de los aceites esenciales, ligui-
dos a la temperatura de 20°C.

.- DEFINICIONES Y CLASIFICACION

Densidad a EOOC de un aceite esencial.- Es la relacidn entre
€l peso (masa) de un volgmen Jado de acelte esencial y su vo-
lumen, determinados a 20°C.

.1.1 Esta cantidad se expresa en gramos por mililitro y su

simbolo es ?20.

Densidad relativa a 20°C 6 a 4 9c de un aceitg esencial.- Es
Ia relacion engre Ta denzidad del aceite a 20 C y la del agua

P

destilada a 20C 6 a 4°C.

2.1 Esta cantidad no tlene dimensidn y su simbolo es dgg 4
e

.c

Al

~
30

2.2 Todas las pesadas se hacen en aire.

9§ BiC. 1973

3= METODOS DE ENSAYO

Principio del método

.1 Esta Norma requiere de valores con una precisién de tres
cifras decimales: Se usa un picndémetro para pesar volume-
nes iguales del liguido en ensayo, con el objeto de obviar
el uso de grandes cantidades de éste.

Aparatos

.1 Balanza analitica, con una precisidén de 0,5 mg

(P8}
(o)
£y

.9
-
=

- §
w0

LB ol & ¢ ToTATTEA Po/MT T4 1970
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=2 ‘ ; o]
Barnio de agua, mantenido a 20

2.3 Embudos y sifones para picndmetros

2.4 Picndémetro de 50 ml, 25 ml 6 10 ml de capacidad, de 2acuerdo
2l volumen de aceite esencial disponble.

2.5 Termémetro normalizado, dividido en quintos o décimos de
grgdos Ce&suis para determinaciones de temperatura entre
107C y 307¢.

Procedimiento

.3.1 La preparacién de la muestra prra el andlisis se efectda se-
gun la Norma ITINTEC 319.077.

.3.2 Se lava cuidadosemente el picndmetro, se escurre, se enjuaga
sucesivamente con etanol y eter diétflico y se seca el inte-
rior por medio de una corriente de 2ire seco.

]

-3.2.1 Se seca la parte exteyna del picndmetro con una tela seca
O un papel de filtro y se inserta el tapon.

-3.2.2 Se coloca el picndmetro en la balanza y se le deja durante

30 minutos, luego se pesa.

-3.3 Se_llena el picndémetro con agua destilada @ aproximadamente
20°C y recientemente hervida,teniendo cuidado de evitar la
presencia de burbujas de aire.

3.3.1 Se coloca el picndmetro en un bafio de agua a 20% # O,2°C
durante 30 minutos. Se comprueba la temperatura del baifio
de agua por medio del termdmetro normalizado y se enrasa
con agua destilada hasta la marca.

.3.3.2 Se inserta el tapdn al picndmetro y se seca la parte exte-
rior con una tela seca o un papel de filtro.

.3.3.3 5Se coloca el picndémetro en la balanza, y se deja durante
30 minutos, luego se pesa con el contenido (Plg.

.3.4 Se vacia el picndmetro, se lava con etanol y despues con e-

ter diétflico y se sesca por medio de una corriente de aire
Seco.
.3.5 8Se llena el picndmetro cqQn el aceite esencial, que debe es-

tar a aproximadamente 20°C, evitando la presencia de burbu-
jas de aire.

.3.5.1 Se_vuelve 3 colocar el picndmetro en el baflo de agua a-

20°C * 0,2°C y se le deja durante 30 minutos. Se enrasa
con acelte esencial hasta la marca y se rocede como en
3.3.3.2 y 3.3.3.3 obteniéndose un peso %PQ)
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3.4 Expresidén de resultados

3.4.1 Sea:
¢ el peso, en gramos,del picnémetro vacio

P, el peso, en gramog, del picndmetro lleno con agua
destilada a 20°C

P2 el peso, en gramgs, del picndmetro lleno con aceite

esencial a 20°C

3.4.2 La densidad ?g , en gramos por mililitro, se da por la si-
guiente £érmuis:

Py = P
0,99718 —=——o

1 P

3.4.3 ILa densidad relativa dgg se da por 12 férmula siguiente:

Py = P
P, - P

n

[

3.4.4 La densidad relativa dio se da por la férmula siguiente:

20

3.5 Precisidn de los resultados

La densidad Qo 13 densidad relativa dgo y la densidad relativa

dzg de un aceite esencial se expresan con una precisidén de por
lo 'menos tres cifras decimales.

87



ANEXO 5

INDICE DE REFRACCION (NTP 319.084: 1984))

i PERU : | TTINTEC

2 : ACETTES ESENCIALES _ |
g | NOR?;C%&&CA Deterndinasidn dei indice de refraccidn | 318.075 ¢

__|Fietd &

1.1 La presemtc forma estblsce el métode mara ceterminar el indice de
refraccidn ¢z los aceites esenciales. i

CoLITMA-PERD
@
3
g

RMAS TECHICAS-ITINIE

i
2. TEFINICIO®ES Y CLASIFICACION i
i

2.1 Indice de refraccién de un aceite esencial.- Es la relacidn del sero
del dngulo de incidsnciz al sero del Zneuls de refraccién de wn rayo lumi
noso de longitud de orda determinada, due pasa del aire al aceite esencial !
marternide a una temperaturs constante. s

3. METOD0 DE ENSAYO
3.1 Principio del método.

3.1.1 Corsiste en la mecicidn del &nsulo de'refre_.ccién del aceite esen -
cial mantenido en cendicionss de transmarencia & 1SOLTOPLSTC siendo 12
longitud de onda de 12 luz 42 539,3 m (%), que corresponce a la linea
D del sciio y siende la temperat'mwa de 20°C. (Nota  1).

Nota 1.- Cuando el accite eseicial no s encuentra 3l :3tado sélido a
! 20°C & de 30°C, segin el valor presumice de su punto de fusidn. .

3.2 Apéiatos

3.2.1 Refractdmetro clasico que permite la lectura directa de los indices -
de refraccidn comprendidos entre 1,306¢ y 1, 7000 con precisidn de
+ 0,0002 y calibredc de manera a cbtener, a la terperatura de 20°C, lcs
siguientes indices de refreccidn. (Nota 2).

Nota 2.- Ciertos aparatcs se pueden graduar par medio de una 1&mina de vi
drio de indice ée refraccién conocido de acuerdo a las indicacio
res del fabricarte.

o e e e e A ) a e

1,3330 rera =i apua destilada
1,5711 para el bencero de uso crioscdpico

E v 1,6585 para el  bramo - naftalero

INSTITUTO DE INVESTIGACION TECNOLOGICA TMDUSTRIAL Y DE NO

! (*) Conocido también como ~ilri on. 4
.gi’;_‘-.s:}ﬂ' _; c;;:‘r.;--— -: - DR Sy R == = {-‘ -: !
R.D..- N° 409-7u TTINTEC DG/DN 74-12-30 . S PAgimas, | o oceesee—
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ITINTEC 319.075
Pig. 2

3.2.2 Dispositivo regulador de la temperatura, que mantiene el aparato
en una temperature constante a + 0,2°C.

3.2.3 TFuente luminosa.- Luz de sodio (longitud de onda 583,3 mm) o, si

el refract&metro esta provisto de un dispositivo Sptico compensador, luz
difusa de dia o de una limrara eléctrica.

3.3 Procedimiento.

3.3.1 Preparacién Ze la muestra destinada al laboratorio.

Se efectlia de acuerdc a la Yorra correspondiente.

3.3.2 Ceterminacidrn.-

3.3.2.1 Se verifica que la terreratura a la cual se efectudn las medi-
ciones, ro difiera mds de 2°C de la temperatura ¢e referencia y que se
mantenga constante a + C,2°C  durante la operacidn.

3.3.2.2 Se lleva el aceite esercial a una temperatura aproximadamente
igual a aquallz en que se debe hacer la medicidn y se ccloca en el dis
pesitivo del aparzte.

3.3.2.. Se espera & que la tanperatura se estabilice y se efectua en-
torces la lectura

3.3.3 Iupresidn de resultados.
3.3.3.1 S=a ng 21 valor de la lectura a la temperatura t', el indice

- > P t - -
de refraccidon n. a la temperatura de referencia t, es dado por la
siguiente formula.

mo= o +oa (-1
3.3.3.2 En gener=l y salwo indicaciones comtrerias; se menciona
a = 0,000,

3,3.3.3 EL Zndice de refraccidn del aceite esencial se expresa por un
nimero con cuatro decimales.

3.3.4 Informe
3.3.4.1 EL informe debe, aderds de los resultades, mercionar todas
las condicionss del ensayo, los detalles del procedimiento no previstos

en la Norma o facultativos, asi como todos los incidemtes que puedan in
fluir en los resultados. ;
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ANEXO 6

ROTACION OPTICA (NTP 319.076: 1974)

7 21N | AANiid A A AW AWAN L LTl TINTIY
G 7 | Reterminacién cdel Poder Rotatorio o
i | NORMA TE@4ICA g ol ek A .319.076
i J dspecifico y de la Desviacidn QRS 471
HACIONAL - ! Polarimétyr ica ( ._A_.) i Drcacmbre l o 1
2 S 7
0, |i i A
\ NORMAS A CONSULTAR
& > o &7
5 q,qﬁdA
~
) H ITINTR: 219.077 Aceites lsgencialas. Preparacién de la
% riuestra para Anélisis
£ ~
'-—1
;_—‘ - ‘
= 1 ol OBJETO
E S
« 1.1 La presente Norma establcce el mdtodo de determinacién del po-
g der votatorio especffico y de la desviacién polarimétrica de
= los aceites esenciales.
La determinacién dz la desvidcibn polarimétrica se efectda ge-
neralmente sobre el aceite esencial al natural y la determina-
2i6n del poder rotatorio especifico, sobre el aceite esencial
dilufdo en un solventc.

2.~ DEFINICIONES ¥ CLASIFICACION

Desviacibn polarimétrica.de un aceite ssencial.- ©s el &ngulo
sobre el sual gira el plano de polarizacibn de la luz cuando

| @sta atraviesa cierto espesor.de acsite esencial en condicio-

q nes determinadas. Por convencién en la presente Norma, la des-
4 viacifn polarimétrica-es aquella que se mide a través de un
2spesor de 1 dm, o a través de un espesox diferente converti-—
do a 1 dm; dicha desviacién se expresa en grados y minutos, temn-
peratura conozida, generalmente z0°C y en relacién a una longi-
tad de onda de luz sefialada. Esta” dada por la expresidn:

20°% _ .

D

oA 23 el &ngulo de rotacién observado, expresado en

&l espesor da aceite esencial, expresado en de-
tros. ¥ '

(*) D> esta expresién eviszte otra equivalente gue es la rotacién
polarimétriza (refercncia Bruhat). La desviacidn polarimétrica

25, poxr otra parte, llamada impropiamente "poder rotatorio",

| axpresibén gue es tambien ntilizada como sinbnimo de poder rota-
torio especifizo, lo que da origen a numerosas confusiones.

N Soung " B arsd 3 e

R.D. IR ugs.-7u ITETEC-DG/DN  del 74-12.-30 5 paginas

.D.U. 668.5 RIPROLICCION DPROHIBIDA
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2.2

3.2

ITTITEC 319.076
Pa~. 2

1.1 @?ara ‘acilitar los cdlculos, la desviacifn polarimitrica y
1 poder iotatorio esperificzo, paedan expresarse igaalmen-
te 2n yrados y en centésimos de yrado.

Poder rotatorio especifice de un aceite esencial.- Es igual al
acién de la ¢

dngulo sobre el cual rotaria cl plano de polariz

luz si esta atravesara an espesor de 1 dm de una solucién con-
vencional de accite esencial gue contuviera 1 g de sustancia
activa por mililitro. Se cxkpresa en grados y minutos, a una
temperatnra conocida, gensralmente 20°2, y en relacién a una
longitud de onda de luz seiialada. Estd dado por la expresién:

‘/’_ :J 20°c X 5
D 1lxp

'\
Donde:
es el &ngulo de rotacidn observado, en grados.
es el espesor atravesado en decimetros.
es el volumen de la soluciéh} en mililitros.
es el peso dé la sustancia disuelta, en gramos.

wog e D

3.~ METODOS DZ ENSAYO

Principio del método

2s la medida de la rotacién del plano de polarizacién de la
luz, a una longitud de onda definida, al atravesar un espesor
determinado de aceite esencial. La longitud de onda es gene-
ralmente aquella correspondiente a la linea D del sodio.

Agarai:os

3.2.1 Prolarimetro cuya precisibén debe ser por lo menos igual a

3.2.2 JFuente luminosa: mescanismo que permita

3.2.3 Tubo de obscrvacién de longitud ap

+ 2 minutos 6 9,03°
la obtencién de luz

monocromética de una longitud de onda de 589,3 nm.i 0,3 nm,
correspondiendo sensiblemente a la lfnea D del sodio o de
cualqaier otra longitud de onda escogida.

ropiada segn la colora-’
cién del aceite esencial, por ejemplo:

100 ma * 0,05 mm para los aceites de coloracién

L = =
mediana.

L = 200 mm * 0,05 mm para los aceites de coloracién
debil.

L = 50 mm * 0,05 mm para los aceites de coloracién
intensa.
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" ITDITRC 319 07g
' s Pa..". 3

Los tubos de observacién deben llevar de preferencia uyp gje-
positivo que permita la determinacidén de la temperatyra.

Zn caso de que la medida deba efectuarse exactamente a 20¢¢
en particular cuando el poder rotatorio -especifico o 1a
desviacidn polarimétrica a medir son superiores a 38%c, &1
polarimetro o los tubos de observaciéh deben estar en 1o
posible provistos de un sistema termostdtico, de manera de
mantener la sustancia a la temperatura de 20°C % 0,195 A~
rante todo el tiempo ¢ la operacién.

Termbémetro de precisién que permita la lectura de tempera..
turas cercanas a 2(°C o de aguellas indicadas en 1la Norma
del producto.

Matraces aforados de precisién, con capacidad correspondien-
te a la del tubo de observacién utilizado.

Procedimiento

Se prepara la muestra a ensayar segdn la Norma ITINTEC 310 o7-
Se enciende el dispositivo de iluminacién Y sSe espera hac-

ta oktener una buena luminosidad. Se regula el polarimetiro
con el tubo de observacién vacfo.

Para aceites esenciales al natural

Se llena el tubo de observacién con el aceite esencial
que previamente debe haberse llevado a una temperatura
de 20°Z ¥ 1°C 6 a otra temperatura especificada.

Se debe asegurar que el tubo tambien esté a la misma tep-
peratura del aceite esencial.

Se verifica que no haya dentro del tubo ninguna burbuja
de aire. :

Se coloca el tubo en el polarimetro y se mide 1la rotacién
polarimétrica dextrégira o levégira del aceite esencial.

Se efectlan varias mediciones .y se asegura que los resul-
tados de tres muestras no difieran entre ellas en mis de

5 minutos. Se calcula el promedio de estos tres resylta-

dos. ’

Para aceites esenciales en solucién

3.4.1 Se pesa con una precisién de 0,5 mg la cantidad de aceite

esencial a analizar.

Se coloca en un matraz aforado y se disuelve en el solven-
te apropiado indicado en la Norma correspondiente,

Se coloca =1 matraz en un bafio termostdtico a 20°. i.lcc'
se completa a volumen con el solvente Y se homogeneiza,
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ITTITRC 313.076
Fa~ 4 .
3.3.4.,4 Se continda 1liago segln lo indicado en 3:3.3.2

3.4 Expresién de resualtados

-

3.4.1 Para acaitss @senciales al natural

3.4.1.1 Sea:

£ e

1 valor del dngulo de rotacién expresado en gra-
dos y minutos.

i § la longitud del tubo expresado en decimetros.

P el peso del aceite esencial a 20°Z, en gramos
pPor mililitro. .

3.4.1.1.1 Los datos sobre constantes analfiticas de los aceites
esenciale§0 solo indican frecuentemente la densidad re-

lativa d. 547 ©s posible en este caso deducir el peso
con la ayuga de la expresién

- p 20
7 = 0,99843 x dZO

3.4.1.2 &La desviacién polarimétrica expresada en grados y minu-
tos estd dada por 1a siguiente férmula:

20°¢C
= G
D

3.4.1.3 E1 poder rotatorio especifico expresado en grados y mi-
Nutos estd dado por 1a f6rmula;

7 N GG
' =R, T Tx
/' D i

3.4.1.4 Las desviaciones polarimétricas y los poderes rotatorios
especificos dextrbégiros o levégiros son afectados respec-

tivamente del signo + y qel signo - que preceden al valor
numirico. Ejemplo:

20>z

< = % 73°45' 6 + 73,75°
D

3.4.2 Para aceites escnciales én solucidén

2.4.2.1 ' Sea:

A el valor deol &nguio de rotacién, expresado en grados.

1 la longitud del tubo, expresado en dec{metros.
v 2l volumen d= la solucibn, en mililitros.

p ¢l puso dz la sustancia Cisuelta, zn gramos.
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3.4.2.2 m poder rotatorio espacifico,

ITIMITEC 319.07s
Pa~, 5

expresado en grados y mi.-
nutos esté& dado por la expresién:.

' 20°0
- . AxV
[13%17 T 1x0p
\ /D

El informe sobre el eénsayo debe mencionar adem&s de los re-
sultados, todas las condiciones del ensayo (en especial la
longitud del tubo empleado, el solvente Yy la concentracién
del aceite esencial en el solvente), todos los detalles
operatorios no previstos 'en la Norma o facultativos, asf

como todos los incidentes susceptibles de haber influfdo
sobrelos resultados
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ANEXO 7

RESULTADOS DE RENDIMIENTO

. G_rado (.j,e o Masa seca Masa_del Rendimiento | Rendimiento
Especie (Sp) Trituracion | Repeticion dela Aceite (Rnd) Promedio
(M) muestra (g) | esencial (g)
R1 1000 18.8767 1.88767
T1 R2 1000 18.7687 1.87687 1.87011
R3 1000 18.4579 1.84579
Spi: R1 1000 16.5315 1.65315
Piper aduncum T2 R2 1000 16.2345 1.62345 1.65168
Linnaeus R3 1000 16.7845 1.67845
R1 1000 12.0323 1.20323
T3 R2 1000 12.4321 1.24321 1.21108
R3 1000 11.8679 1.18679
R1 1000 3.5974 0.35974
T1 R2 1000 3.3119 0.33119 0.33939
R3 1000 3.2723 0.32723
Sp2: R1 1000 1.9227 0.19227
Piper glabribaccum T2 R2 1000 1.8767 0.18767 0.19188
Trelease R3 1000 1.9571 0.19571
R1 1000 1.1056 0.11056
T3 R2 1000 1.1368 0.11368 0.11902
R3 1000 1.3283 0.13283
R1 1000 2.6936 0.26936
T1 R2 1000 2.5874 0.25874 0.25847
R3 1000 24732 0.24732
Sp3: R1 1000 1.4341 0.14341
Piper reticulatum T2 R2 1000 1.5589 0.15589 0.14428
Linnaeus R3 1000 1.3354 0.13354
R1 1000 1.2514 0.12514
T3 R2 1000 1.0894 0.10894 0.11495
R3 1000 1.1076 0.11076

95




ANEXO 8

PRUEBA ANOVA FACTORIAL RENDIMIENTO

ANOVA del rendimiento de aceite esencial de acuerdo a la especie y el grado de trituracién

de la hoja
. Tipo Il de Media Nivel de
Origen suma de gl fy F L .
cuadratica Significancia
cuadrados
Modelo 12,271 8 1,534 4802,195 0
corregido
Interseccion 11,607 1 11,607 36339,314 0
ESPECIE 11,484 2 5,742 17977,882 0
TRITURACION 0,524 2 0,262 820,042 0
ESPECIE *
TRITURACION 0,262 4 0,066 205,429 0
Error 0,006 18 0
Total 23,883 27
Total corregido 12,276 26

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = ,999)

Fuente: SPSS, version 24.0

A. Especie
Ho: No existen diferencias entre el rendimiento del aceite esencial de cada especie estudiada
(Piper aduncum, Piper glabribaccum, Piper reticulatum)

Ha: Existen diferencias significativas en el rendimiento del aceite esencial de cada especie
estudiada (Piper aduncum, Piper glabribaccum, Piper reticulatum)

(p value = 0)
Conclusion:

Se rechaza la hipétesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre el rendimiento del
aceite esencial de las tres especies estudiadas.

B. Trituracion
Ho: No existen diferencias entre el rendimiento del aceite esencial segun el grado de trituracién
de la hoja.

Ha: Existen diferencias significativas en el rendimiento del aceite esencial segin el grado de
trituracion de la hoja.

(p value = 0)
Conclusion:

Se rechaza la hipétesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre el rendimiento del
aceite esencial y el grado de trituracion de las hojas.
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C. Interaccidn: Especie y grado de trituracion de la hoja
Ho: No existen diferencias entre el rendimiento del aceite esencial segun la interaccion de la
especie y grado de trituracién de la hoja.

Ha: Existen diferencias significativas en el rendimiento del aceite esencial segun la interaccién de
la especie y el grado de trituracién de la hoja.

(p value = 0)
Conclusion:

Se rechaza la hipétesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre el rendimiento del
aceite esencial de acuerdo a la interaccién de las especie estudiadas y el grado de trituracion de
las hojas.
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Datos del SPSS:

UNIANOVA RENDIMIENTO BY ESPECIE TRITURACION

/METHOD=SSTYPE (3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=ESPECIE TRITURACION (TUKEY)
/PLOT=PROFILE (ESPECIE*TRITURACION)
/PRINT=HOMOGENEITY
/CRITERIA=ALPHA (.05)

/DESIGN=ESPECIE TRITURACION ESPECIE*TRITURACION.

Analisis univariado de varianza

Notas
Salida creada
Comentarios
Entrada Conjunto de datos activo

Filtro

Ponderacion

Segmentar archivo

N de filas en el archivo de
datos de trabajo

Control de valores perdidos  Definicién de ausencia

Casos utilizados

Sintaxis

Recursos Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

09-FEB-2017 16:17:13

ConjuntoDatos0
<ninguno>
<ninguno>
<ninguno>

27

Los valores perdidos
definidos por el usuario se
tratan como perdidos.
Las estadisticas se basan en
todos los casos con datos
vélidos para todas las
variables del modelo.
UNIANOVA RENDIMIENTO
BY ESPECIE TRITURACION
/IMETHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=ESPECIE
TRITURACION(TUKEY)

/PLOT=PROFILE(ESPECIE*
TRITURACION)
/PRINT=HOMOGENEITY
/CRITERIA=ALPHA(.05)
/DESIGN=ESPECIE
TRITURACION
ESPECIE*TRITURACION.
00:00:00.14
00:00:00.14
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Factores inter-sujetos
N

ESPECIE Sp1
Sp2
Sp3

TRITURACION T1
T2
T3

© © © O ©o o

Prueba de igualdad de Levene de
varianzas de error?
Variable dependiente: RENDIMIENTO
F dfl df2 Sig.

1,746 8 18 ,155

Prueba la hipétesis nula que la varianza de error
de la variable dependiente es igual entre grupos.?
a. Disefio : Interseccién + ESPECIE +
TRITURACION + ESPECIE * TRITURACION

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: RENDIMIENTO

Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 12,271% 8 1,534 4802,195 ,000
Interseccion 11,607 1 11,607 36339,314 ,000
ESPECIE 11,484 2 5,742 17977,882 ,000
TRITURACION ,524 2 ,262 820,042 ,000
ESPECIE * TRITURACION ,262 4 ,066 205,429 ,000
Error ,006 18 ,000
Total 23,883 27
Total corregido 12,276 26

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = ,999)

De acuerdo con el ANOVA factorial se puede identificar que hay
diferencias en el rendimiento del AE de acuerdo con la especie y grado

de trituracidén p<0.01
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Pruebas post hoc

ESPECIE

Comparaciones multiples
Variable dependiente: RENDIMIENTO

HSD Tukey
Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%
() ESPECIE  (J) ESPECIE medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior
Spl Sp2 1,3609" ,00842 ,000 1,3394
Sp3 1,4051" ,00842 ,000 1,3836
Sp2 Spl -1,3609° ,00842 ,000 -1,3824
Sp3 0442 ,00842 ,000 ,0227
Sp3 Spl -1,4051" ,00842 ,000 -1,4266
Sp2 -,0442" ,00842 ,000 -,0657

Comparaciones multiples
Variable dependiente: RENDIMIENTO

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
() ESPECIE (J) ESPECIE Limite superior
Sp1l Sp2 1,3824
Sp3 1,4266
Sp2 Sp1l -1,3394
Sp3 ,0657
Sp3 Spl -1,3836
Sp2 -,0227

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = ,000.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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Subconjuntos homogéneos

RENDIMIENTO

HSD Tukey®”

Subconjunto
ESPECIE N 1 2 3
Sp3 9 ,1726
Sp2 9 ,2168
Spl 9 1,5776
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica(Error) = ,000.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.

b. Alfa = .05.

TRITURACION

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RENDIMIENTO
HSD Tukey
Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%
() TRITURACION (J) TRITURACION medias (I-J) Error estandar Limite inferior
T1 T2 ,1600° ,00842 ,000 ,1385
T3 ,3410° ,00842 ,000 ,3195
T2 T1 -,1600° ,00842 ,000 -,1815
T3 ,1809° ,00842 ,000 ,1594
T3 T1 -,3410° ,00842 ,000 -,3625
T2 -,1809° ,00842 ,000 -,2024
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Comparaciones multiples
Variable dependiente: RENDIMIENTO

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
() TRITURACION (J) TRITURACION Limite superior
T1 T2 ,1815
T3 ,3625
T2 T1 -,1385
T3 ,2024
T3 T1 -,3195
T2 -,1594

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadréatica(Error) = ,000.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.

Subconjuntos homogéneos

RENDIMIENTO
HSD Tukey®”

Subconjunto

TRITURACION N 1 2 3

T3 9 4817

T2 9 ,6626

T1 9 ,8227
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = ,000.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 9,000.
b. Alfa = .05.
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Gréficos de perfil

Medias marginales estimadas de RENDIMIENTO
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ANEXO 9
RESULTADOS DE DENSIDAD RELATIVA

Grado de Masa M . Masa pic + .

. . S . L asa pic + Masa Masa agua Densida

Especie (Sp) Trituracion Repeticion picnometro aceite (g) agua aceite (g) | desilada (g) | aceite (g/ci
(M (9) destilada (g)

R1 6.1828 7.3284 7.2057 1.1468 1.0229 1.116017

T1 R2 6.183 7.3287 7.2061 1.1469 1.0231 1.115891

R3 6.1832 7.3287 7.2062 1.1467 1.023 1.11577¢

R1 6.1831 7.3179 7.206 1.1360 1.0229 1.105517

Piper adunScFl)Jlrr:I Linnaeus T2 R2 6.1829 7.3176 7.2059 1.1359 1.023 1.10527¢

R3 6.1826 7.3182 7.2057 1.1368 1.0231 1.10602:

R1 6.183 7.3077 7.2061 1.1259 1.0231 1.09539(

T3 R2 6.1835 7.3085 7.2064 1.1262 1.0229 1.09596(

R3 6.1831 7.3083 7.2061 1.1264 1.023 1.09601¢

R1 6.183 7.1191 7.206 0.9371 1.023 0.91183¢

T1 R2 6.1828 7.1189 7.2059 0.9371 1.0231 0.91175¢

R3 6.1832 7.1198 7.2062 0.9376 1.023 0.91234¢

Sp2: R1 6.1827 7.1159 7.2058 0.9342 1.0231 0.90894:

Piper glabribaccum T2 R2 6.1825 7.1159 7.2055 0.9344 1.023 0.90918¢

Trelease R3 6.183 7.1154 7.206 0.9334 1.023 0.90822:

R1 6.1838 7.1113 7.2068 0.9285 1.023 0.90346¢

T3 R2 6.1832 7.1094 7.2063 0.9271 1.0231 0.90204:

R3 6.1833 7.1109 7.2062 0.9286 1.0229 0.90363(

R1 6.1824 7.1035 7.2053 0.9220 1.0229 0.89726"

T1 R2 6.183 7.1059 7.2061 0.9238 1.0231 0.89884:

R3 6.1832 7.1031 7.2062 0.9209 1.023 0.89607"

. R1 6.1829 7.0988 7.2058 0.9169 1.0229 0.89223¢

Siper reticulseﬁﬁh Linnaeus T2 R2 6.1835 7.0999 7.2064 0.9174 1.0229 0.89275!

R3 6.1837 7.1000 7.2066 0.9173 1.0229 0.89264¢

R1 6.1833 7.0978 7.2064 0.9155 1.0231 0.89073:

T3 R2 6.1831 7.0975 7.2061 0.9153 1.023 0.89065¢

R3 6.1826 7.0973 7.2056 0.9157 1.023 0.89097¢

104



ANEXO 10

PRUEBA ANOVA FACTORIAL DENSIDAD RELATIVA

Tabla: ANOVA de la densidad relativa de aceite esencial de acuerdo a la especie y el
grado de trituracion de la hoja

. Tipo lli de Media Nivel de
Origen sumade gl P F L .
cuadratica Significancia
cuadrados
Modelo 254° 8 0,032 83440,189 0
corregido
Interseccion 25,357 1 25,357 66665811,1 0
ESPECIE 0,253 2 0,127 332709,381 0
TRITURACION 0,001 2 0 835,489 0
ESPECIE *
TRITURACION 0 4 0,00004106 107,944 0
Error 6,846E-06 18 3,804E-07
Total 25,611 27
Total corregido 0,254 26

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = ,999)

Fuente: SPSS, version 24.0

D. Especie

Ho: No existen diferencias entre la densidad relativa del aceite esencial de cada especie
estudiada (Piper aduncum, Piper glabribaccum, Piper reticulatum)

Ha: Existen diferencias significativas en la densidad relativa del aceite esencial de cada
especie estudiada (Piper aduncum, Piper glabribaccum, Piper reticulatum)

(p value = 0)

Conclusion: Se rechaza la hipétesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre la
densidad relativa del aceite esencial de las tres especies estudiadas.

E. Trituracion

Ho: No existen diferencias entre la densidad relativa del aceite esencial segin el grado de
trituracion de la hoja.

Ha: Existen diferencias significativas en la densidad relativa del aceite esencial segun el
grado de trituracion de la hoja.

(p value =0)

Conclusion:

Se rechaza la hipotesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre la densidad
relativa del aceite esencial y el grado de trituracion de las hojas.
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F. Interaccidn: Especie y grado de trituracion de la hoja

Ho: No existen diferencias entre la densidad relativa del aceite esencial segun la interaccion
de la especie y grado de trituracion de la hoja.

Ha: Existen diferencias significativas en la densidad relativa del aceite esencial segun la
interaccion de la especie y el grado de trituracion de la hoja.

(p value =0)

Conclusion:

Se rechaza la hipétesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre el rendimiento
del aceite esencial de acuerdo a la interaccion de las especie estudiadas y el grado de
trituracion de las hojas.
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Datos del SPSS: Andlisis univariado de varianza

Salida creada
Comentarios

Entrada

Control de valores perdidos

Notas

Datos

Conjunto de datos activo

Filtro
Ponderacion

Segmentar archivo

N de filas en el archivo de

datos de trabajo

Definicion de ausencia

Casos utilizados

107

17-FEB-2017 16:05:22

F\TESIS\ESTADISTICA
2\SPSS\DENSIDAD.sav
ConjuntoDatos1
<ninguno>

<ninguno>

<ninguno>

27

Los valores perdidos definidos
por el usuario se tratan como
perdidos.

Las estadisticas se basan en
todos los casos con datos
validos para todas las

variables del modelo.



Sintaxis UNIANOVA DENSIDAD BY
ESPECIE TRITURACION
IMETHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=TRITURACION
ESPECIE(TUKEY)

/PLOT=PROFILE(ESPECIE*T
RITURACION)

/[EMMEANS=TABLES(ESPEC
IE*TRITURACION)

JEMMEANS=TABLES(ESPEC
IE)

/EMMEANS=TABLES(TRITU
RACION)
/PRINT=HOMOGENEITY
/ICRITERIA=ALPHA(.05)
/DESIGN=ESPECIE
TRITURACION
ESPECIE*TRITURACION.
Recursos Tiempo de procesador 00:00:04.17
Tiempo transcurrido 00:00:02.28

[ConjuntoDatosl] F:\TESIS\ESTADISTICA 2\SPSS\DENSIDAD.sav

Factores inter-sujetos
N

ESPECIE Sp1
Sp2
Sp3

TRITURACION T1
T2

© © © © ©O ©

T3
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Prueba de igualdad de Levene de
varianzas de error®
Variable dependiente: DENSIDAD

F dfl

df2 Sig.

2,977 8

18 ,026

Prueba la hipétesis nula que la varianza de error de

la variable dependiente es igual entre grupos.?

a. Disefio

Intersecciéon

+ ESPECIE +

TRITURACION + ESPECIE * TRITURACION

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: DENSIDAD

Tipo Il de suma

Origen de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido ,2542 8 ,032 83440,189 ,000
Interseccién 25,357 1 25,357 66665811,140 ,000
ESPECIE ,253 2 127 332709,381 ,000
TRITURACION ,001 2 ,000 835,489 ,000
ESPECIE * TRITURACION ,000 4 4,106E-5 107,944 ,000
Error 6,846E-6 18 3,804E-7

Total 25,611 27

Total corregido ,254 26

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Medias marginales estimadas

1. ESPECIE * TRITURACION

Variable dependiente: DENSIDAD

Intervalo de confianza al 95%

ESPECIE TRITURACION Media Error estandar Limite inferior Limite superior
Spl T1 1,116 ,000 1,115 1,117
T2 1,106 ,000 1,105 1,106
T3 1,096 ,000 1,095 1,097
Sp2 T1 ,912 ,000 911 ,913
T2 ,909 ,000 ,908 ,910
T3 ,903 ,000 ,902 ,904
Sp3 T1 ,897 ,000 ,897 ,898
T2 ,893 ,000 ,892 ,893
T3 ,891 ,000 ,890 ,892
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2. ESPECIE

Variable dependiente: DENSIDAD

Intervalo de confianza al 95%

ESPECIE Media Error estandar Limite inferior Limite superior

Spl 1,106 ,000 1,105 1,106
Sp2 ,908 ,000 ,908 ,908
Sp3 ,894 ,000 ,893 ,894

3. TRITURACION

Variable dependiente: DENSIDAD

Intervalo de confianza al 95%

TRITURACION Media Error estandar Limite inferior Limite superior
T1 ,975 ,000 ,975 ,976
T2 ,969 ,000 ,969 ,969
T3 ,963 ,000 ,963 ,964
Pruebas post hoc
TRITURACION
Comparaciones multiples
Variable dependiente: DENSIDAD
HSD Tukey
Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%
() TRITURACION (J) TRITURACION medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior
T1 T2 ,0061" ,00029 ,000 ,0054
T3 ,0119" ,00029 ,000 ,0111
T2 T1 -,0061" ,00029 ,000 -,0069
T3 ,0058" ,00029 ,000 ,0050
T3 T1 -0119" ,00029 ,000 -,0126
T2 -,0058" ,00029 ,000 -,0065
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Comparaciones multiples
Variable dependiente: DENSIDAD

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
(I) TRITURACION (J) TRITURACION Limite superior
T1 T2 ,0069
T3 ,0126
T2 T1 -,0054
T3 ,0065
T3 T1 -,0111
T2 -,0050

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = 3,804E-7.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.

Subconjuntos homogéneos

DENSIDAD

HSD Tukey®”

Subconjunto
TRITURACION N 1 2 3
T3 9 ,9632
T2 9 ,9690
T1 9 ,9751
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 3,804E-7.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.

b. Alfa = .05.
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ESPECIE

Comparaciones multiples

Variable dependiente: DENSIDAD
HSD Tukey

Diferencia de

Intervalo de

confianza al

95%

(I) ESPECIE (J) ESPECIE medias (I-J) Error estandar Limite inferior
Spl Sp2 1978 ,00029 ,000 1971
Sp3 2122 ,00029 ,000 ,2114
Sp2 Spl -,1978" ,00029 ,000 -,1986
Sp3 ,0144" ,00029 ,000 ,0136
Sp3 Spl -,2122" ,00029 ,000 -,2129
Sp2 -,0144° ,00029 ,000 -,0151

Variable dependiente: DENSIDAD
HSD Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

() ESPECIE (J) ESPECIE Limite superior

Spl Sp2 ,1986
Sp3 ,2129

Sp2 Spl -,1971
Sp3 ,0151

Sp3 Spl -,2114
Sp2 -,0136

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 3,804E-7.

* La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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Subconjuntos homogéneos

DENSIDAD

HSD Tukey®”

Subconjunto
ESPECIE N 1 2 3
Sp3 9 ,8936
Sp2 9 ,9079
Spl 9 1,1058
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 3,804E-7.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.

b. Alfa = .05.

Gréficos de perfil

Medias marginales de densidad
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ANEXO 11

RESULTADOS DE INDICE DE REFRACCION

Grado de indice de
Especie (Sp) Trituracion | Repeticion | Refraccion

(T) (IR)

R1 1.5355

Tl R2 1.5355
R3 1.535
R1 1.536
Piper aduri:%lrﬁ Linnaeus T2 R2 1.536
R3 1.535
R1 1.535
T3 R2 1.533

R3 1.53325
R1 1.495
T1 R2 1.49
R3 1.495

R1 1.4955
Piper glabribsgt):ihm Trelease T2 R2 1.495
R3 1.495

R1 1.4955
T3 R2 1.495
R3 1.495

R1 1.4965
Tl R2 1.496
R3 1.496

R1 1.4965
Piper reticulszﬁﬁ.m Linnaeus T2 R2 1.496
R3 1.496

R1 1.4965

T3 R2 1.4965
R3 1.496
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ANEXO 12

PRUEBA DE ANOVA FACTORIAL DE INDICE DE REFRACCION

Tabla: ANOVA del indice de Refraccion del aceite esencial de acuerdo a la especie y el
grado de trituracion de la hoja

Tipo lll de .
Origen sumade gl Med,'a.l F Sig.
cuadrética
cuadrados
Modelo 009° 8 0,001 1021,354 0
corregido
Intersecciéon 61,446 1 61,446 53409568,7 0
ESPECIE 0,009 2 0,005 4079,736 0
TRITURACION | 2,644E-06 2 1,322E-06 1,149 0,339
ESPECIE *
TRITURACION 0,00001043 4 2,606E-06 2,266 0,102
Error 0,00002071 18 0,00000115
Total 61,455 27
Total corregido 0,009 26

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = ,999)

Fuente: SPSS, version 24.0

G. Especie

Ho: No existen diferencias entre el IR del aceite esencial de cada especie estudiada (Piper
aduncum, Piper glabribaccum, Piper reticulatum)

Ha: Existen diferencias significativas en el IR del aceite esencial de cada especie estudiada
(Piper aduncum, Piper glabribaccum, Piper reticulatum)

(p value = 0)

Conclusién: Se rechaza la hip6tesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre el
indice de refraccion (IR) del aceite esencial de las tres especies estudiadas. No se rechaza la
hipotesis nula. Es decir, No existen diferencias significativas entre el IR del aceite esencial y
el grado de trituracion de las hojas. No se rechaza la hipdtesis nula. Es decir, no existen
diferencias significativas en el IR del aceite esencial de acuerdo a la interaccion de la
especie estudiada y el grado de trituracion de las hojas.

H. Trituracion

Ho: No existen diferencias entre el IR del aceite esencial segun el grado de trituracion de la
hoja.

Ha: Existen diferencias significativas en la densidad relativa del aceite esencial segun el
grado de trituracion de la hoja.

(p value = 0,339)

Conclusion:
No se rechaza la hipétesis nula. Es decir, no existe relacion entre el IR del aceite esencial y
el grado de trituracién de las hojas.
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I Interaccidn: Especie y grado de trituracion de la hoja

Ho: No existen diferencias entre en el IR del aceite esencial segun la interaccion de la
especie y grado de trituracion de la hoja.
Ha: Existen diferencias significativas en el IR del aceite esencial segln la interaccion de la
especie y el grado de trituracion de la hoja.

(p value = 0,102)

Conclusion:
No se rechaza la hipdtesis nula. Es decir, existen diferencias significativas entre el IR del
aceite esencial de acuerdo a la interaccion de las especie estudiadas y el grado de trituracion
de las hojas.
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Datos del SPSS:

UNIANOVA IR BY ESPECIE TRITURACION

/METHOD=SSTYPE (3)

/INTERCEPT=INCLUDE

/POSTHOC=ESPECIE TRITURACION (TUKEY)
/PLOT=PROFILE (ESPECIE*TRITURACION)

/PRINT=HOMOGENEITY
/CRITERIA=ALPHA (.05)

/DESIGN=ESPECIE TRITURACION ESPECIE*TRITURACION.
Andlisis univariado de varianza

Salida creada
Comentarios

Entrada

Control de valores perdidos

Sintaxis

Recursos

Notas

Datos

Conjunto de datos activo
Filtro

Ponderacion

Segmentar archivo

N de filas en el archivo de
datos de trabajo

Definicién de ausencia

Casos utilizados

Tiempo de procesador

Tiempo transcurrido

09-FEB-2017 17:15:07

FA\TESIS\ESTADISTICA
2\DENSIDAD.sav
ConjuntoDatos0
<ninguno>

<ninguno>

<ninguno>

27

Los valores perdidos definidos
por el usuario se tratan como
perdidos.
Las estadisticas se basan en
todos los casos con datos
vélidos para todas las
variables del modelo.
UNIANOVA IR BY ESPECIE
TRITURACION
/IMETHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=ESPECIE

TRITURACION(TUKEY)

/PLOT=PROFILE(ESPECIE*T

RITURACION)
/PRINT=HOMOGENEITY
/CRITERIA=ALPHA(.05)
/DESIGN=ESPECIE

TRITURACION

ESPECIE*TRITURACION.
00:00:00.13
00:00:00.13
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[ConjuntoDatos0] F:\TESIS\ESTADISTICA 2\DENSIDAD.sav

Factores inter-sujetos
N

ESPECIE Spl
Sp2
Sp3

TRITURACION T1
T2
T3

© © © © O ©

Prueba de igualdad de Levene de
varianzas de error®
Variable dependiente: IR
F df1 df2 Sig.

10,235 8 18 ,000

Prueba la hipétesis nula que la varianza de error de
la variable dependiente es igual entre grupos.?

a. Diseflo : Interseccion + ESPECIE +
TRITURACION + ESPECIE * TRITURACION

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: IR

Tipo Il de suma

Origen de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido ,009% 8 ,001 1021,354 ,000
Interseccion 61,446 1 61,446  53409568,660 ,000
ESPECIE ,009 2 ,005 4079,736 ,000
TRITURACION 2,644E-6 2 1,322E-6 1,149 ,339
ESPECIE * TRITURACION 1,043E-5 4 2,606E-6 2,266 ,102
Error 2,071E-5 18 1,150E-6

Total 61,455 27

Total corregido ,009 26

a. R al cuadrado = .998 (R al cuadrado ajustada = .997)

Existen diferencias significativas entre el IR del AE
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Pruebas post hoc

ESPECIE

Variable dependiente: IR
HSD Tukey

Comparaciones multiples

Diferencia de

Intervalo de
confianza al
95%

() ESPECIE (J) ESPECIE medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior
Spl Sp2 ,0404° ,00051 ,000 ,0391
Sp3 0387 ,00051 ,000 ,0374
Sp2 Sp1 -,0404° ,00051 ,000 -,0417
Sp3 -,0017" ,00051 ,011 -,0030
Sp3 Sp1 -,0387 ,00051 ,000 -,0400
Sp2 ,0017" ,00051 011 ,0004

Variable dependiente: IR
HSD Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

() ESPECIE (J) ESPECIE Limite superior

Spl Sp2 ,0417
Sp3 ,0400

Sp2 Spl -,0391
Sp3 -,0004

Sp3 Spl -,0374
Sp2 ,0030

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1.15E-006.

* La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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Subconjuntos homogéneos

IR

HSD Tukey®”

Subconjunto
ESPECIE N 1 2 3
Sp2 9 1,4946
Sp3 9 1,4962
Spl 9 1,5349
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9.000.

b. Alfa = .05.

TRITURACION

Comparaciones multiples

Variable dependiente: IR

15E-006.

HSD Tukey
Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%
() TRITURACION (J) TRITURACION medias (I-J) Error estandar Limite inferior
T1 T2 -,0007 ,00051 ,348 -,0020
T3 -,0001 ,00051 ,959 -,0014
T2 T1 ,0007 ,00051 ,348 -,0006
T3 ,0006 ,00051 ,495 -,0007
T3 T1 ,0001 ,00051 ,959 -,0012
T2 -,0006 ,00051 ,495 -,0019
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Variable dependiente: IR
HSD Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

() TRITURACION (J) TRITURACION Limite superior

T1 T2 ,0006
T3 ,0012

T2 T1 ,0020
T3 ,0019

T3 T1 ,0014
T2 ,0007

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadréatica(Error) = 1.15E-006.

Subconjuntos homogéneos

IR
HSD Tukey*”
Subconjunto

TRITURACION N 1

T1 9 1,5083
T3 9 1,5084
T2 9 1,5090
Sig. ,348

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error)

= 1.15E-006.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media

arménica = 9.000.
b. Alfa = .05.
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Graficos de perfil

Medias marginales estimadas de IR
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ANEXO 13

CROMATOGRAFIA DE GASES

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Rocio Diaz Calderén, Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM)

Muestras: 1 aceite esencial de Matico
Andlisis: Composicion quimica de aceite esencial por
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas
Fecha: 12 Agosto 2016
RESULTADOS

En las paginas 2 a 3 del presente informe.

Atentamente,

R By

Dra. Rosario Rojas Duré«

Unidad de Investigacién en Productos Naturales
LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe

pagina web: www.uipn-upch.pe

Teléfono: 51-1-3190000 Anexo 2705

Av. Honorio Delgado 430, Urb. Ingenieria, San Martin de Porres
Telef.: 319-0000 / 482-0252 / 482-1130
http:/mwww.upch.edu.pe
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ACEITE ESENCIAL DE MATICO

Se identificaron 17 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite esencial.

tr % en la
Numero Nombre del compuesto (NIST08.L) (min) muestra
(areas relativas)

1 Safrol 12.9 0.3

2 Desconocido (C1sHa4) 13.6 0.092
3 a-Cubebeno 14.4 0.264
4 B-Cariofileno 15.3 0.513
5 a-Cariofileno 16.0 0.195
6 Pentadecano 16.2 1.359
7 Miristicina 16.6 91.631
8 Biciclogermacreno 16.8 1.168
9 6-Cadineno 17.1 0.137
10 Elemicina 17.3 0.819
11 Desconocido (C45H240) 18.6 0.966
12 Oxido de cariofileno 18.9 0.185
13 Desconocido (Cz4H3504) 32.5 0.805
14 Desconocido (Cz4H350.) 48.5 0.994
15 Desconocido (C4gH5007) 50.9 0.155
16 Desconocido (Ca4H3504) 51.1 0.214
17 Desconocido (C24H3504) 52.4 0.178

124




Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Matico
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Condiciones cromatograficas (aceite esencial de “Matico”):

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectronm
msas Agilent Technologies 5975C.

Columna: DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pm x 0.25 ym

Rampa de temperatura: Empieza en 80 °C y sube a 10 °C/min hasta 180 °C, 2.5 °C/m
200 °C por 5 min, 2.5 °C/min hasta 240 °C y finalmente 5 °C/min hasta 300 °C por 3 min

Tiempo de corrida: 54 min

Volumen de Inyeccién: 1 pL

Split: 20 : 1

Gas portador: He, 1 ml/min

Temperatura Puerto de inyeccion: 250 °C

Muestra: se diluy6é 10 ul de muestra en 1 ml de diclorometano
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UBIVU!JI;‘
E 2 UNIVERSIDAD PERUANA
% ECAYETANO HEREDIA

Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Rocio Diaz Calderdn, Universidad Nacional Agraria La

Molina (UNALM)

Muestras: 1 aceite esencial de Piper glabribaccum

Analisis:

Fecha:

1 aceite esencial de Piper reticulatum
Composicion quimica de aceites esenciales por
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas

5 octubre 2016

RESULTADOS

En las paginas 2 a 7 del presente informe.

Atentamente,

e

Dra. Rosario Rojas Duran

Unidad de Investigacion en Productos Naturales
LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe

pagina web: www.uipn-upch.pe

Teléfono: 51-1-3190000 Anexo 2705

Av. Honorio Delgado N° 430 Lima 31 - Apartado Postal 4314 Lima 100, PERU
® Central: 319-0000 /482-0252 Anexo: 2401 - 2402 Fax: 382-1762
email: fcs1@upch.edu.pe / fcs2@upch.edu.pe
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ACEITE ESENCIAL DE Piper glabribaccum

Se identificaron 37 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite esencial.

tr % en la
Numero Nombre del compuesto (NIST08.L) (min) muestra
(4reas relativas)
1 a-Pineno 15.2 3.8
2 B-Pineno 16.7 7.3
3 a-Felandreno 17.5 0.3
4 B-Cimeno 18.1 0.5
5 1-metil-5-(1-metiletenil)-Ciclohexeno 18.2 2.4
6 B-Tujeno 18.3 0.2
il Eucaliptol 18.4 0.7
8 Ocimeno 18.6 0.6
9 Desconocido (C4oH140) 20.0 0.3
10 1,5,5-trimetil-6-metilen-ciclohexeno 27.3 i
11 2-Careno 27.5 0.4
12 a-Cubebeno 28.5 g g
13 Desconocido(C1sH24) 28.6 0.3
14 B-Elemeno 28.8 7.4
15 a-Gurjuneno 29.4 i
16 Desconocido(C1sH24) 29.6 0.3
17 B-Cariofileno 29.9 7.2
18 a-Guaieno 30.1 1.4
Decahidro-1,1,7-trimetil-4-metilen-1H
19 Cicloprop[e]azuleno 30.3 0.7
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20 a-Cariofileno 30.8 1.9
21 Alloaromadendreno 31.0 0.6
22 1-Muoreleno 31.2 1.8
23 a-Muoreleno 31.3 0.4
24 Germacreno-D 31.5 8.7
25 Miristicina 31.7 2.6
26 Eremofileno 31.8 6.2
27 Germacreno-B 31.9 14.4
28 d-Cadineno 32.4 3.1
29 Calameneno 32.5 0.8
30 B-Guaieno 32.6 0.3
31 Valenceno 33.1 0.8
32 a-Calacoreno 33.2 2.2
33 Eudesma-3,7(11)-dieno 33.3 13
34 Espatunelol 34.4 2.6
35 Oxido de Cariofileno 34.6 3.1
36 Guaiol 34.8 1.2
1,5,5,8-tetrametil-,[1-(1,3E,7E,11)]-12-
37 Oxabiciclo[9.1.0]dodeca-3,7-dieno 35.4 0.3
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Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Piper glabibraccum

Abundance
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ACEITE ESENCIAL DE Piper reticulatum

Se identificaron 32 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite esencial.

tr % en la
Numero Nombre del compuesto (NIST08.L) (min) muestra
(4reas relativas)
1 Desconocido (CyoH16) 14.9 0.1
2 a-Pineno 15.2 1.8
3 B-Pineno 16.7 2.7
4 B-Felandreno 16.8 0.3
5 a-Felandreno 17.5 10.6
6 B-Cimeno 18.1 1
7 Limoneno 18.2 4.0
8 B-Tujeno 18.3 2.3
9 Ocimeno 18.6 0.2
10 Linalol 20.3 0.9
11 Desconocido (C11H1g) 20.7 0.1
12 B-cis-Ocimeno 24.6 0.8
13 o-Elemeno 213 1.3
14 a-Cubebeno 276 0.2
15 Ciclosativeno 28.4 0.2
16 Copaeno 28.5 0.6
17 Desconocido(C1sH54) 28.6 2.0
18 B-Elemeno 28.8 35.2
19 B-Gurjuneno 29.7 0.2
20 B-Cariofileno 29.8 7.5
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21 B-Cubebeno 30.1 0.9
22 a-Cariofileno 30.8 0.4
23 B-Maalieno 31.2 0.7
24 Germacreno-D 31.5 7.6
25 Miristicina 31.7 6.6
26 Eremofileno 31.8 1.4
27 a-Muoreleno 31.8 0.7
28 Germacreno-B 31.9 3.7
29 0-Cadineno 32.4 0.9
30 Nerolidol 2 33.3 4.2
31 Oxido de Cariofileno 34.6 0.3
32 Desconocido (C15H260) 36.4 0.5

Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Piper reticulatum
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Condiciones cromatograficas (aceites esenciales de Piper

reticulatum):

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectrometro de
msas Agilent Technologies 5975C.

Columna: DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 yum x 0.25 pym

Rampa de temperatura: Empieza en 80 °C y sube a 10 °C/min hasta 180 °C, 2.5 °C/min hasta
200 °C por 5 min, 2.5 °C/min hasta 240 °C y finalmente 5 °C/min hasta 300 °C por 3 minutos.

Tiempo de corrida: 54 min

Volumen de Inyeccion: 1 pL

Split: 20 : 1

Gas portador: He, 1 ml/min

Temperatura Puerto de inyeccion: 250 °C

Muestra: se diluyé 10 pl de muestra en 1 ml de diclorometano
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