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Resumen

El objetivo fue evaluar la composicién quimica, actividad antimicrobiana y actividad
fotoprotectora UVB en emulsiones dermocosméticas del aceite esencial de Peperomia
galioides Kunth. El aceite esencial se obtuvo mediante un sistema de destilacién por
arrastre de vapor con agua. El andlisis de los componentes quimicos se realizé por
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/MS). La actividad
antioxidante se realizé por los métodos DPPH y ABTS. La actividad antimicrobiana fue
evaluada por el método de microdilucién y difusion en agar. La actividad fotoprotectora
de la emulsion dermocosmética fue evaluada espectrofotométricamente en el rango UVB
entre 290 a 320 nm. Se obtuvo un rendimiento de 0,235% v/p del aceite esencial; la
muestra presenté 86 y 14 componentes quimicos mediante inyeccion liquida y headspace,
respectivamente. La capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) mediante el
ensayo del radical DPPH fue 0,04196 pg Trolox/mg de aceite esencial. E1 TEAC
mediante el ensayo de ABTS fue de 1,9213 pg Trolox/mg de aceite esencial de
Peperomia galioides Kunth “Congona”. La actividad antimicrobiana del aceite esencial
mediante microdilucién frente a bacterias Gram negativa fue baja, sin embargo, fue
efectiva frente a Gram positivos como S. aureus y B. subtilis con un CMI de 20 y 10
ul/mL respectivamente. Las emulsiones dermocosméticas al 1, 5 y 10 % presentaron
valores de Factor de Protecciéon Solar (FPS) menores a 1,3. En conclusién, el aceite
esencial de Peperomia galioides Kunth tiene moderada actividad antimicrobiana, baja
actividad antioxidante en comparacion al estdndar Trolox y un nivel bajo de Proteccién

Solar en las emulsiones dermocosméticas elaboradas.

Palabras clave: composicidén quimica; antioxidante; antimicrobiana; fotoprotector;

Peperomia galioides Kunth, emulsiones dermocosméticas.



Abstract

The objective was to evaluate the chemical composition, antimicrobial activity and UVB
photoprotective activity in dermocosmetic emulsions of the essential oil of Peperomia
galioides Kunth. The essential oil is obtained by a steam distillation system with water.
The analysis of the chemical components was performed by Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (CG / MS). The antioxidant activity is performed by the
DPPH and ABTS methods. The antimicrobial activity was controlled by the method of
microdilution and diffusion in agar. The photoprotective activity of the dermocosmetic
emulsion was spectrophotometrically affected in the UVB range between 290 to 320 nm.
A yield of 0.235% v / p of the essential oil was obtained; The sample presented 86 and
14 chemical components by liquid injection and headspace, respectively. The antioxidant
capacity equivalent to Trolox (TEAC) by the DPPH radical test was 0.04196 ug Trolox /
mg essential oil. The TEAC by the ABTS test was 1.9213 pg Trolox / mg of Peperomia
galioides Kunth essential oil “Congona”. The antimicrobial activity of the essential oil by
microdilution against Gram negative bacteria was low, however, it was effective against
Gram positives such as S. aureus and B. subtilis with an MIC of 20 and 10 uL / mL
respectively. Dermocosmetic emulsions at 1, 5 and 10% of Sun Protection Factor (SPF)
values less than 1.3. In conclusion, the essential oil of Peperomia galioides Kunth has
moderate antimicrobial activity, low antioxidant activity compared to the Trolox standard

and a low level of Sun Protection in elaborated dermocosmetic emulsions.

Keywords: chemical composition; antioxidant; antimicrobial; photoprotector;

Peperomia galioides Kunth, dermocosmetic emulsions.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Entre los doce paises de mayor diversidad bioldgica del planeta esté el Perd, a estos paises
se les conoce como megadiversos ya sea por sus recursos genéticos, como por la variedad
de sus ecosistemas. Posee unas 25 000 especies de plantas conocidas, 17144 son especies
con flores, de las cuales el 31 % se les considera especies endémicas porqué su

distribucioén se restringe a una determinada zona geografica.

Con una detallada investigacion se ha logrado conocer que unas 5000 plantas se emplean
para 49 fines distintos, 782 especies tienen usos alimenticios, 1400 especies tienen usos
medicinales, 1608 especies tienen usos ornamentales, para madera 'y construccion se usan
618 especies, para forraje se emplean 483 especies, para tintes y colorantes hay 134
especies, como toxicas y venenosas se tienen 179 especies, para lefia y carbén 132

especies, y para agroforesteria se tienen 123 especies entre otros fines.

Las poblaciones rurales dependen de las plantas para alimentarse, curarse, construir,
obtener energia y para otros fines. También las plantas usadas forman un rubro muy
importante en la economia del pais, asi tenemos que el 65% de la agricultura nacional
depende de las plantas nativas y un 95 % de la ganaderia peruana depende de forrajes

nativos.

Peperomia gallioides Kunth, es una especie perteneciente a la familia Piperaceae, la cual
estd conformada por 14 géneros y 1 950 especies, extensamente distribuidos en muchos
paises de Asia y Sudamérica. Estudios quimicos llevados a cabo en especies del género
Peperomia han revelado la presencia de una variedad de compuestos como lignoides,
polifenoles amidas insaturadas, alcaloides y aceites esenciales, y en investigaciones
fitoquimicas se ha hallado la presencia de flavonoides, fitosteroles, estirenos sustituidos,

terpenos, arylpropanoides y compuestos fendlicos.

El género Peperomia sigue siendo motivo de investigacién como una fuente de nuevos
productos naturales con potencial antibacteriano, anticancerigeno, citotéxico,

antiinflamatorio y analgésico .

Por lo expuesto, consideramos de gran importancia desarrollar estudios de investigacion
del aceite esencial obtenido del tallo y hojas de la especie Peperomia galioides Kunth,

planta nativa de la provincia de Pallasca, departamento de Ancash con el objeto de



determinar su composicion quimica, asi como su actividad antioxidante, actividad
antibacteriana y su actividad fotoprotectora como componente en una emulsion

dermocosmética.

Objetivo General

- Determinar la composicién quimica, actividad antioxidante, y antimicrobiana del
aceite esencial de Peperomia galioides Kunth y la actividad fotoprotectora de una

emulsion dermocosmética.

Objetivos Especificos
e Identificar los componentes quimicos volétiles del aceite esencial de Peperomia

galioides Kunth.

e Evaluar la actividad antioxidante del aceite esencial de Peperomia galioides

Kunth.

e Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Peperomia galioides

Kunth evidenciandose la formacion de halos claros.

e Desarrollar una emulsién dermocosmética que contenga el aceite esencial de

Peperomia galioides Kunth.

e Determinar la actividad fotoprotectora in vitro UVB de la emulsion

dermocosmeética con aceite esencial de Peperomia galioides Kunth.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Existen diversos estudios realizados en especies vegetales que pueden considerarse

antecedentes para la presente investigacion y son los siguientes:

Di Leo Lira y colaboradores en el afio 2007, analizaron la composicién quimica del aceite
esencial de las partes aéreas frescas y desecadas de dos tipos de Peperomias provenientes
del Perd, Peperomia gallioides H.B.K. y Peperomia chalhuapuquiana Trelease,
utilizando un sistema de cromatografia de gases con detector de ionizacion de
llama acoplado a un espectrometro de masas (GC-FID/MS). Fueron identificados 72
compuestos en Peperomia gallioides H.B.K., siendo el componente principal epi-alfa-
bisabolol en la fracciéon fresca y seca de la muestra. En el caso de Peperomia
chalhuapuquiana, se identificaron 42 componentes, siendo el mayoritario el sabineno en

muestra seca y fresca, respectivamente L

Asimismo, en otro estudio realizado en el aceite de hojas de la misma especie y analizadas
por GC/MS, se identificaron 84 componentes quimicos que constituian aproximadamente
mds del 99% del aceite, siendo los componentes mayoritarios el safrole (42,3%) y epi-

alfa-bisabolol (29,2%) .

Neto C. y colaboradores en el afio 2002, investigaron extractos de ocho plantas
medicinales del Callejéon de Huaylas, entre ellas Peperomia galioides evaluando su
actividad antibacteriana en extracto etandlico y la inhibicién del crecimiento de bacterias
Gram positivas y Gram negativas tales como Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
spp 'y Escherichia coli.. Ademaés, el extracto metandlico presenté inhibicion al
crecimiento de bacterias Gram positivas como, Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae 'y Streptococcus spp .

En un estudio realizado en aceite esencial obtenido de hojas y tallos de Peperomia
galioide H.B.K, por arrastre con vapor de agua y caracterizado CG/MS, se evidencié 66
componentes quimicos, presentdndose entre ellos monoterpenoides y sesquiterpenoides,
entre los que destacan los hidrocarburos monoterpénicos (20,5%), monoterpenos
oxigenados (1,7%), sesquiterpenos oxigenados (40,10%), sesquiterpenos (26,4%). La

actividad antimicrobiana del aceite esencial fue ensayado en modelos in vitro para evaluar



su actividad frente a cuatro tipos de bacterias Gram positivas y cuatro Gram negativas.

Se demostré una buena actividad antibacterial frente a las bacterias Gram positivas® .

La investigacion realizada del extracto metandlico de hojas de Peperomia pellucida por
CG/MS presenté al phytol (37,88%) como componente mayoritario, resaltando una

actividad antioxidante moderada, evaluada mediante el método DPPH °.

Daévila en el afio 2018, realizo la investigacion titulada “Actividad fotoprotectora in vitro
del aceite esencial de Citrus medica L. frente a la radiaciéon UVB y elaboracién de una
emulsién dermocosmética”, con el objetivo de determinar el Factor de Proteccién Solar
(FPS) mediante una técnica in vitro, para una emulsion dermocosmética que contenia
aceite esencial de Citrus medica L. “toronja” a diversas concentraciones. El aceite
esencial fue obtenido mediante un sistema de destilacién por arrastre a vapor de agua, y
posteriormente se formularon las emulsiones dermocosméticas. El factor de proteccion
solar fue evaluado siguiendo la metodologia propuesta por Mansur, reportando un valor

méaximo de FPS de 6,2°.

Un estudio realizado in vitro de la capacidad antioxidante en el extracto etandlico del
fruto de Vasconcellea weberbaueri (Harms) V. M. Badillo, se determiné la actividad
fotoprotectora, teniendo como objetivo desarrollar una crema dermocosmética que
contenga dicho extracto y evaluar las actividades antioxidantes y antienzimaticas del
extracto. La crema present6 un limitado efecto fotoprotector en los ensayos in vitro frente

a la radiacién UVB’.

Al realizar el efecto de la concentracion del aceite esencial de las hojas de Peperomia
congona sobre su actividad antimicrobiana, se tuvo como objetivo determinar la actividad
antibacteriana, por el método de difusion en agar Kirby Bauer. Los resultados
demostraron que el aceite esencial presenta actividad a concentraciones del 100; 50: 25 y
12,5 % contra las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 29923 evidencidndose halos de
inhibicién con un promedio de 9,4mm; 9,33mm; 9,33mm y 9.33 mm y frente a
Salmonella entérica sv enteritidis ATCC 13076 halos de 9.21mm, 9.21mm, 9.17mm y
9.15mm, respectivamente a la concentracion. Concluyéndose que el aceite esencial a
diferentes concentraciones presenta actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Salmonella entérica sv enteritidis ATCC 13076, atribuyéndole su

actividad a la presencia del safrol y bisabolol®.



Flores Zurita, realizo una investigacion en el afio 2015, titulada: Actividad antibacteriana
del extracto hidroalcohdlico del Bellaco caspi (Himathantus sucuuba) y la congona
(Peperomia galioides). El trabajo tuvo como objetivo determinar de manera in vitro la
actividad antibacteriana de los extractos de la corteza de Himatanthus sucuuba, una
especie nativa de la Amazonia peruana y hojas-tallos del Peperomia galioides
proveniente de Huaraz frente una cepa clinica de Staphylococcus aureus provenientes del
Hospital Essalud Angamos. Se prepard los extractos hidroalcohdlicos al 25, 50, 75 y 100
% p/v y para evaluar la actividad se utilizé el método por difusién en discos Kirby —
Bauer. Los resultados mostraron que los extractos hidroalcohdlicos de las muestras tienen
accion antimicrobiana frente de la cepa, se obtuvo halos de inhibicién de crecimiento
bacteriano con una mejor actividad al 100 % de concentracion del extracto. Se concluye
que la presencia de alcaloides en el extracto alcohdlico de la corteza puede determinar la

diferencia de diametros de los halos en ambos extractos °.



2.2.  Aspecto botanico

2.2.1. Clasificacion taxondomica

Figura 1. Fotografia de la planta Peperomia galioides Kunth.

Fuente El autor.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnolipsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Peperomia
Especie: Peperomia galioides Kunth

Nombre comiin: Congona, Tunacongona (Pert), Horchata (Ecuador)'.



2.2.2. Descripcion botanica

Peperomia galioides Kunth, es una planta herbdcea aromadtica, descrita
originalmente en el continente sudamericano en la zona comprendida entre
Colombia, Perd y Bolivia, aunque existen reportes de su crecimiento en regiones
mexicanas. Se encuentra entre los 2600 a 4000 metros de altitud, se desarrolla en
lugares himedos y semisombreados. Segtn el medio donde se desarrolle, puede
alcanzar una altura entre los 10 a 50 cm, tallo cilindrico, con ramificaciones en la
base y nudos inferiores, hojas verticiladas pecioladas de 8 por nudo, colgantes o
insertadas perpendicularmente; obovada-oblongas de 0,8 a 1,2cm de largo, 5 a 6
mm de ancho y entre 1,5 a 2,5 mm de espesor. Su inflorescencia es en espigas
hermafroditas sin perianto terminales en nudos de 1,3 a 3,8 cm de largo, ovario
sipero unilocular, el fruto es una drupa con una semilla!!"!2. Popularmente es
conocida por los pobladores como ‘“tunacongona”, “congona hembra” o

simplemente “congona”!?.

Figura 2. Representacion grafica de Peperomia galioides H.B.K.

“Congona”l 1



2.2.3. Descripcion geografica y habitat en el Peru

Peperomia galioides Kunth es una planta nativa del Perd ubicada en ladera de los
cerros entre los 500 a 4000 metros de altitud, en presencia de humedad, asociada a

liquenes, musgos, helechos y bromelidceas'’.

La especie se encuentra dsitribuida en los departamentos de Amazonas, Ancash,
Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Hudnuco, Huancavelica, Junin, La

Libertad, Pasco, Piura y Puno'?.
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Figura 3. Distribucidn de Peperomia galioides Kunth

Fuente: Tomada de y modificada por el autor.



2.3 Propiedades medicinales del genero Peperomia

El género Peperomia y Piper son los géneros mds grandes de angiospermas,
especificamente el género Peperomia comprende alrededor de 1500 a 1700
especies, la mayoria son pequefias epifitas perennes compactas y pesadas que
crecen en bosques podridos. Son nativos de América Central y del Sur. Aunque la
mayoria de las especies de Peperomia se usan principalmente como plantas
ornamentales, algunas de ellas se usan en la medicina popular para tratar muchas

enfermedades'*"

Peperomia galioides H.B.K o Peperomia galioides Kunth localmente llamado
"Sacha congona", "orq o congona", "congona", "congona macho o hembra", es
una hierba suculenta en peligro de extincién muy utilizada en la medicina
tradicional peruana. Crece a los lados de los drboles y entre arbustos espinosos

con raices muy superficiales!®.

En una encuesta de medicina y plantas magicas utilizadas en los Andes del norte
del Perti se mencion6é los usos populares de esta especie en diferentes
formulaciones, por ejemplo, la decoccion de las partes aéreas se usa como
cicatrizante, mientras que la decocciéon de las hojas cumple la funcién de
antiinflamatorio en dolores de oido, ademads, el jugo de hojas tiene propiedades
descongestivas para las quemaduras, contra las hemorroides, caida del cabello y
la infusion de hojas frescas es efectiva contra el escorbuto. En el cuzco, el jugo de
las hojas se usa como antiespasmdédico y analgésico en los dolores de oido con
una dosis aproximada 2-3 gotas directamente aplicada en la oreja, y la planta
molida se aplica en cortes y heridas externas mejorando la cicatrizacion. Otros
usos reportados son en el tratamiento de ulceras géstricas, afecciones hepdticas,

cardioténicas, dolor por fractura 6sea y cicatrizacién de heridas'”!8,

Posteriormente, se informé que el extracto de etanol de toda la planta tenia
actividad antibacteriana contra Staphylococus aureus 'y Staphylococcus
epidermidis y por fraccionamiento guiado por bioensayo se encontré a la grifolina

y el 4cido grifélico, como los compuestos activos'.



2.4 Aceites esenciales

2.4.1 Definicion

Los organismos circunscritos al reino Plantae, tienen la capacidad de sintetizar
aceites esenciales. Los aceites esenciales son mezclas de compuestos orgdnicos
volédtiles atribuyéndole caracteristicas como sabor y fragancia de una planta.
Muchos de los componentes individuales que se encuentran en los aceites
esenciales cumplen la funcién de mediadores en la comunicacién de insectos,

conocidos como "feromonas de insectos"?°.

Los aceites esenciales también se conocen como aceites volatiles. La palabra
" i . o .

esencial" se usa para reflejar la naturaleza intrinseca o la esencia de la planta, y
"aceite" se usa para indicar un liquido que es insoluble e inmiscible con el agua,
por lo cual los aceites esenciales son mds solubles en solventes lipofilicos (no

polares) como cloroformo, benceno, entre otros?!.

Las plantas aromdticas y las infusiones preparadas a partir de ellas se han
empleado como medicamentos y cosméticos durante miles de afios. Se tiene
informacion de las primeras destilaciones de aceites esenciales en el siglo X. Pero
se desarrolld la destilacion por Forbes en el afo 1970. Las extracciones con
disolventes, microondas, resinoides y los extractos de CO; (fluidos supercriticos),

son metodologias recientes*?!,

Las plantas productoras de aceites esenciales pertenecen a muchas especies
diferentes y se encuentran alrededor del mundo, estimandose un aproximado de
350,000 especies y que el 5% (17,500 especies) son arométicas. En la actualidad
mds de 400 se procesan comercialmente por sus materias primas y
aproximadamente el 50% se cultivan y el resto se obtiene como subproductos de

una industria primaria o se cosecha en la naturaleza 2!,
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2.4.2 Obtencion de aceites esenciales

2.4.2.1 Extraccion por solventes

La extraccion con solventes se puede usar para extraer aceites esenciales que son
térmicamente ldbiles, por ejemplo, aceites esenciales de flores. Durante este
método, el material vegetal se coloca en un bafio de disolventes que lo disuelve.
Después de la extraccion, la mezcla liquida que contiene el aceite esencial (junto
con otros compuestos) pasa por un proceso de filtracion y una destilacion
posterior. Los solventes que se utilizan cominmente para la extraccion son el
alcohol, hexano, etanol, éter de petréleo y metanol. La principal ventaja de la
extraccion por solventes es que se utiliza una temperatura mds baja durante el
proceso, lo que reduce el riesgo de cambios quimicos por las altas temperaturas,
en comparacion a los procesos de destilacion. La extraccion con solvente es
econdmica y relativamente rdpida debido a que las velocidades de difusion estan
influenciadas por la temperatura, por lo cual es posible aumentar la velocidad del
proceso utilizando disolventes calientes. El aceite esencial producido contendra
una pequefia cantidad de disolvente como residuo por lo tanto, es recomendable
que el residuo no sea toxico (cloroformo, éter, benceno, entre otros). Sin embargo,
si el solvente utilizado es alcohol, es seguro para el consumo y se considera de
"grado alimenticio". Este método es comtinmente utilizado por la industria del

perfume 2.

2.4.2.2 Destilacion

El método de extraccion mds utilizado es la destilaciéon por arrastre a vapor de
agua y la hidrodestilacion, diferenciados como destilacion indirecta y directa,
respectivamente. Los procesos de extraccion por destilacién pueden durar entre 1
a 10 horas y la cantidad de aceite esencial producido depende del tiempo de
destilacion, temperatura, presiéon y el tipo de material vegetal. Durante la
destilacion, los materiales vegetales estin expuestos a ebullicion del agua

(hidrodestilacion — destilacion directa) o vapor (destilacién por arrastre a vapor —
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destilacion indirecta) para liberar el aceite esencial dentro de ellos a través de la
evaporacion. El agua y el aceite esencial se evaporan, se condensan y luego se
separan en un recipiente que generalmente es un embudo de decantacién. Aunque
la extraccion de un aceite esencial por destilacion parece ser un proceso sencillo,
tiene muchos inconvenientes. Debido a que los aceites esenciales estdn expuestos
al agua hirviendo durante largos periodos de tiempo, la degradaciéon de los
componentes es un posible problema debido a la elevada temperatura o la acidez
del agua, pudiendo conducir diferencias en la composicién de los aceites volatiles
extraidos. Durante la destilacién, la hidrdlisis de ésteres a alcoholes y dcidos
cominmente cuando los aceites esenciales presentan elevadas cantidades de
ésteres. Por otra parte, algunos aceites esenciales requieren rectificacion, este
proceso consiste en la redestilacion del aceite para eliminar impurezas indeseables

asi como componentes que pueden impartir un olor inaceptable 2324,

Steam and vapourizad il
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Figura 4. Flujograma de destilacién por vapor de agua.

Fuente: Masango 2005
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Figura 5. Flujograma de destilacién por vapor de agua.

Fuente: Masango 2005

2.4.2.3 Extraccion por fluidos supercriticos

Los métodos de extraccion convencionales como la destilacion al vapor y la
extraccion con solventes se han utilizado tradicionalmente; sin embargo, estos
métodos tienen desventajas tales como bajo rendimiento, pérdida de compuestos
voldtiles, largos tiempos de extraccién y residuos de solventes téxicos *°. Una
alternativa para estos métodos convencionales es la extraccion mediante el uso de
fluidos supercritico (EFS). En general, el material s6lido se coloca en un recipiente
en el que se agrega el fluido supercritico bajo un caudal especifico hasta que se

alcanzan las condiciones de extraccién apropiadas®®.

Generalmente se realiza a bajas temperaturas, por lo que es un método muy
adecuado para compuestos térmicamente sensibles. El poder de solvatacién
(interaccion de un soluto con el solvente del fluido) se puede controlar cambiando
presion y/o temperatura, lo que conduce a una selectividad muy alta. Sin embargo,

se debe evitar las altas presiones porque pueden conducir a la extraccidon de
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compuestos no deseados de elevado peso molecular (extraccion simultdnea de
ceras durante el aislamiento de aceites esenciales). Los fluidos supercriticos,
debido a su menor viscosidad y mayor difusién pueden ingresar materiales s6lidos
porosos de manera mas efectiva en comparacion con solventes liquidos, lo que
resulta en una transferencia de masa y una extraccion mas rapida en comparacion
con los métodos de extraccion con solventes. Es un método considerado amigable
con el medio ambiente ya que usa fluidos no téxicos como el CO., en algunos

casos, usa cantidades significativamente menores de solvente orgdnico 2> 2°.

Leyenda:

1. Cilindro de CO2

2. Tanque de compensacion
3. Extractor

4. Separadores

5. Separadores

6. Colector y dispositivo
medicion de presion

7. Bafio termostatico

8. Bomba isocratica

Figura 6. Esquema de una Unidad de Fluidos Supercriticos

Fuente: Tomado de Sarmento y Col.

2.4.2.4 Extraccion asistida por microondas

La extracciéon asistida por microondas (EAM) debido a su mecanismo de
calentamiento unico, basado en la friccién, presenta un buen desempefio en
condiciones atmosféricas. En comparaciéon con los métodos de extraccion
convencionales, la EAM conduce a mayores rendimientos de extraccion, tiempos
de extraccién mas cortos y una mayor selectividad. Por otra parte, también se
puede considerar superior a la extraccion por fluidos supercriticos en términos de
simplicidad y costo de operacion. Sin embargo, generalmente requiere una mayor

cantidad de solvente orgdnico haciéndolo menos ecolégico. En un intento de
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tomar ventaja del calentamiento por microondas, la extraccién asistida por
microondas se ha combinado con métodos convencionales desarrollando métodos
como, la extraccién por solvente asistida por microondas, hidrodestilacion de
microondas al vacio, destilacién de aire comprimido por microondas y destilacién

de vapor acelerado por microondas 2%,

Uno de los métodos mds prometedores y mds utilizado para la extraccion de
aceites esenciales es la EAM asistida sin solvente (EAMS). Dicha extraccion
reduce significativamente los tiempos de extraccién en comparacién con los
métodos convencionales, el tiempo de extraccién para aceites esenciales puede
comprender desde unas pocas horas hasta 20 minutos. Ademads, se caracteriza por
presentar un bajo costo operativo. Entre los aceites esenciales extraidos por
EAMS, podemos mencionar al aceite esencial de ‘“cardamomo” Eletaria
cardamomum L. debido a la mayor cantidad de compuestos oxigenados presentes
en sus aceite, caracteristicas altamente aromaticas siendo preferible su extraccion

asistida que por hidrodestilacién (HD)?.

Condenser

Microwave oven ==

Sample flask

Sarldalwood and l: *fa’(‘..“?f‘-';*’ 0 F Y
water % A rWaste-water

Figura 7. Esquema de una Extraccién asistida por microondas.

Fuente. Tomada de Journal of Food Science and Technology.
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2.4.3 Principales componentes de los aceites esenciales

Los aceites esenciales presentan metabolitos secundarios y se clasifican como
terpenoides, derivados del dcido shikimico, policétidos y alcaloides. Los
constituyentes de los aceites esenciales vegetales se dividen principalmente en dos
clases quimicas distintas: terpenos y fenilpropanoides. Aunque los terpenos y sus
derivados oxigenados (terpenoides) son mds frecuentes y abundantes en los
aceites esenciales, ciertas especies contienen altas cantidades de derivados del
acido shikimico (fenilpropanoides), y cuando estos compuestos estdn presentes,
proporcionan un olor y sabor especificos a la planta. La composicion de los aceites
esenciales es compleja y una de las formas para clasificarlos es considerando a los
componentes mayoritarios. Los hidrocarburos conocidos como terpenos y los
compuestos que contienen oxigeno llamados terpenoides son los componentes
mds importantes de los aceites esenciales. Los terpenos estdn constituidos de
acuerdo al quimico alemédn Otto Wallach (1887), por dos o mds unidades Cs

conocidas como unidades isopreno, 2-metil-1,3-butadieno 30,

1,3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)
-~ HH’H .--*D*-w,_
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Safrole
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Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-methylethylidene)-

Eucalyptol

o0
O

Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester

1,3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)-

Figura 8. Principales componentes de los aceites esenciales.

Fuente: Hand Book of Essential oils
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Figura 9. Unidad estructural isopreno

Fuente: Pubchem- National libray of Medicine

2.4.4 Identificacion y cuantificaciones de los compuestos quimicos de los
aceites esenciales

2.4.4.1 Cromatografia de gases FID

La cromatografia de gases es una técnica muy utilizada para separar los diferentes
compuestos volatiles de una muestra. La fase movil es un gas inerte, (nitrégeno o
helio) que transporta la muestra volatilizada en el inyector a través de la columna
cromatografica. La fase estacionaria generalmente estd constituida por una
columna de metil polisiloxano, o derivados de éste. Los diferentes compuestos se
separan en funcién de su grado de volatilidad (punto de ebullicion, peso
molecular) y su afinidad por la fase estacionaria. Entre los detectores mads
utilizados caben mencionar el detector FID (ionizacién de llama) que, por su alta
versatilidad, hace posible la deteccién de un elevado tipo de compuestos. La
velocidad de migracién de cada componente y su tiempo de retenciéon en la

columna serd funcién de su distribucion entre la fase movil y la fase estacionaria
31

Los diversos componentes de la muestra se separan en bandas que pueden
analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los
detectores seleccionados. Cuando se desea analizar los componentes voldtiles
contenidos en una muestra, es necesario efectuar la extraccion de espacio en
cabeza (HS: "head-space”), es una alternativa que evita la pérdida de los
componentes mds voldtiles. En este método, la muestra se coloca en un vial
sellado con un septum y se calienta durante un tiempo determinado a la

temperatura fijada 3!.
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La mayor parte de los compuestos voldtiles son transferidos a la cdmara de aire
del vial. Se somete a calentamiento hasta alcanzar el equilibrio y se extrae una

alicuota y se inyecta en el cromatégrafo’!.

[E===rmms)
Collector electrode

Flame ignition
coil % +300V

Paolarising voltage

: —— <+—Hydrogen

.2

Column

Figura 10. Detector de ionizacién a la llama
Fuente: Tomado de Peak scientific
2.4.4.2 Cromatografia de gases MS

En el espectrometro de masas se utiliza un sistema de ionizacién, el mds frecuente
es el de impacto electrénico *!. El uso de este equipo requiere sistemas especiales
de conexion. Aplica dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitando

pequefia cantidad de muestra®?.,

El espectrometro de masas proporciona espectros y a la vez funciona como
detector cromatografico. En efecto, la corriente i6nica generada por todos los
iones da lugar a un pico gaussiano de drea proporcional a la concentracién del

compuesto detectado 3!,
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Figura 11. Representacion de un detector de espectrometria de masas.
Fuente: Tomado de Socratic Q&A

2.5 Antioxidantes y Oxidantes

El oxigeno es esencial para la vida tal como la conocemos en nuestro planeta, pero
también es inherentemente peligroso para todos los organismos aerdbicos esto se
. . 1 . , .
conoce como la paradoja del oxigeno'. Los efectos nocivos del oxigeno provienen
del hecho de que cada d&tomo de oxigeno tiene un electrén no apareado en su capa
externa de valencia, y el oxigeno molecular (O2) tiene dos electrones no

apareados, lo que hace incluso al O> un potencial radical libre 3.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son un grupo de moléculas responsables
del dafio causado por estrés oxidativo, todos provienen de la naturaleza radical

inherente de O, 4.

El O sufre una reduccién enzimdtica en la cadena de transporte de electrones
relativamente eficiente dentro de las mitocondrias. Algunos dtomos de oxigeno
escapan a este proceso y pueden participar en una reaccion quimica oxidativa-
reductora a través de la reduccion por vias no enzimatica: la adicién de un electrén
al oxigeno da como resultado la creacién del radical anién superéxido (O%), un
ROS. La adicién de dos electrones (y dos protones) al oxigeno crea peroxido de
hidrégeno (H202), otros ROS a pesar de que todos sus electrones de valencia estén

emparejados. Una tercera adiciéon de electrones creard el radical hidroxilo
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altamente reactivo (OH) y un ion hidréxido (OH). Finalmente, la adicién del

cuarto electrén crea una molécula de agua >+,

Las células fagociticas (neutréfilos y macréfagos) también producen ROS
intencionalmente como parte de sus mecanismos de defensa. Para mantener una
homeostasis oxidativa adecuada, las células han desarrollado una variedad de
moléculas antioxidantes que se pueden producir u obtener de la dieta, asi como
mecanismos antioxidantes enzimdticos para contrarrestar las ROS. Si bien los
mecanismos de defensa antioxidante son relativamente efectivos, son multiples

factores que pueden desencadenar en un desequilibrio REDOX 3.

2.5.1 Enfermedades y lesiones asociadas con radicales libres

La lista de enfermedades, lesiones y toxicidades que se han asociado con los
radicales libres es demasiado extensa para discutir o incluso enumerar en detalle.
Se proporciona una vision abreviada de la gama de trastornos para los que se han
propuesto procesos mediados por radicales. Es interesante notar que cada sistema
de 6rganos esta incluido y que los quimicos de una amplia gama de clasificaciones

son implicados.
Enfermedades y lesiones tisulares producidas por radicales libres °:

e Lesidn hiper6xica normobadrica

e Displasia broncopulmonar

e  Asbestosis

e Sindrome de dificultad respiratoria del adulto

e Enfisema

e  Fibrosis pulmonar idiopética

e Reperfusion: después de infarto o trasplante

e Aterosclerosis

e Deficiencia de selenio (enfermedad de Keshan)
e Hemocromatosis

e Nefrosis autoinmune: inflamacién

e Productos quimicos: aminoglucdsidos, metales pesados

e Higado
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Reperfusion

Productos quimicos: hidrocarburos halogenados, quinonas, hierro,
acetaminofeno, etanol.

Endotoxina

Tracto gastrointestinal

Productos quimicos: agentes antiinflamatorios no esteroideos
Sangre

Productos quimicos: fenilhidrazina, primaquina y medicamentos
relacionados, sulfonamidas, plomo

Fotooxidacion de protoporfirina

Malaria

Diversas anemias: células falciformes, favismo

Ojo

Retinopatia del prematuro (oxigeno)

Retinopatia fotica

Cataratas

Piel

Radiacion: solar o ionizante.

Lesion térmica

Productos quimicos: fotosensibilizadores (es decir, tetraciclinas)
Dermatitis de contacto

Porfiria

Distrofia muscular

Esclerosis multiple

Envejecimiento

Lesion por radiacion

Diabetes

Artritis reumatoide y otras enfermedades autoinmunes como el lupus
Inflamacion

Trauma

Isquemia / reperfusion

Neuropatia inducida por aluminio

22



e Enfermedad de Alzheimer

e La esclerosis lateral amiotréfica

e Sindrome de Down

e Dafio hiperbérico

e Distrofias musculares

e Miastenia gravis

e Lipofuscinosis ceroidea neuronal (enfermedad de Batten)
e Enfermedad de Parkinson

e LesiOn traumadtica

e Enfermedad de Werdnig-Hoffman

2.5.2 Radicales libres

Un radical es un dtomo o molécula que contiene uno o mds electrones no
apareados. Los radicales pueden ser cargados o no cargados. Los sistemas de
atomos y las moléculas generalmente progresan hacia estados de energias mas
bajas, y generalmente se puede lograr una estabilizacion considerable a través del
acoplamiento de dos radicales y la formacion de un enlace covalente. Por
supuesto, algunos enlaces covalentes pueden romperse, y en ese caso cada uno de
los dos fragmentos de una molécula no radicalaria se empareja por giro y retiene
uno de los electrones que previamente formaron el enlace roto, por lo tanto, se
forman dos radicales. Se pueden definir tres tipos generales de reacciones
radicalarias, y las distinciones proporcionan una importante base para discutir los
detalles de los radicales y sus reacciones mediadas. Las primeras reacciones de
iniciacion son aquellas en las que aumenta el nimero de especies radicalarias, las
reacciones siguientes son de propagacion, en las que el nimero de radicales no
cambia, y luego las reacciones de terminacion (3), son aquellas en las que los

productos no contienen especies radicales’’.
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A-B—A+B 1

A—-B+A —A-A+B 2
A+A —A-A 3

IS

R + 0, Q=0 )=R0O0

El oxigeno molecular existe predominantemente como un diradical y es ubicuo en
los sistemas bioldgicos aerdbicos. Por lo tanto, los radicales de oxigeno son
fundamentales para muchos procesos biologicos, particularmente aquellas
reacciones que involucran radicales libres (ver la seccién Reactividad), lo que
resulta en el uso frecuente de los radicales y oxidantes de manera intercambiable,
a pesar de que los términos no son equivalentes. Segin la definicion formal
ofrecida, la ecuacién final (4) seria una reaccién de propagacion, aunque el
nimero de moléculas radicales y el nimero de electrones no apareados son

menores en los productos que en los reactivos .

Entonces un radical libre es aquel que se ha difundido desde el sitio activo de la
enzima o en el medio en la que se genero el radical y ya no estd "controlado" por
ese entorno. Los radicales que se retienen dentro de sus sitios de generacion se

denominan radicales "enjaulados".

La reactividad de una sustancia es una medida de la velocidad a la que esa
sustancia se altera quimicamente. Por lo tanto, las reactividades dependen de las
propiedades intrinsecas de la sustancia y, en la mayoria de los casos, de la
naturaleza y las concentraciones de los reactivos correctores. La disponibilidad de
correactantes en sistemas bioldgicos es muy heterogénea debido a la amplia
compartimentacion. Por lo tanto, el microambiente especifico en el que se genera
un reactivo potencial puede ser un determinante critico de las moléculas con las
que reacciona la especie y, por lo tanto, la velocidad a la que reacciona el
intermedio, por lo tanto, la reactividad de la molécula. Ademas de las influencias
en la disponibilidad de reactivos potenciales, las distribuciones compartimentales
de los sitios de generacion de radicales, oxidantes y otras especies quimicamente

reactivas también ayudan a determinar las consecuencias perjudiciales y
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bioldgicas de las funciones celulares impartidas por las alteraciones moleculares.
La distincién entre radicales libres y enjaulados es importante, porque los
radicales producidos por algunas reacciones catalizadas por enzimas estdn
controlados y la pérdida de este control tiene implicaciones toxicoldgicas

significativas®.

2.6 Radiacion Ultravioleta y fotoproteccion
2.6.1 Definicion

La radiacién ultravioleta (UV) es una amenaza ambiental para el cuerpo humano,
y casi toda la exposicion a los rayos UV es a la piel. No es sorprendente que la
exposicion continua a esta radiaciéon bioquimicamente activa tenga profundos
efectos en la piel, con un gran impacto en la salud. La piel posee diversas
respuestas especificas para minimizar el dafio de esta toxina ambiental. A pesar
de esto, la exposicién a los rayos UV es una causa importante no solo de cidncer

de piel sino también de una serie de otras enfermedades de la piel *°.

Dado que la luz solar que alcanza la superficie de la Tierra solo contiene
longitudes de onda de UV superiores a 290 nm, esta cuenta se centrard en los
efectos de estas longitudes de onda mas largas. La division clasica de UV son de
tipo A, B y C, se basa en las caracteristicas de transmision de los filtros fisicos.
Sin embargo, a menudo se usa una division basada en los efectos biologicos en
las discusiones sobre los rayos UV y la piel, con limites a 290 y 320 nm que
dividen la radiacién de longitud de onda corta que no llega a la superficie de la

tierra (UVC) .

Los rayos UV de longitud de onda corta biol6gicamente activos (UVB 290- 320
nm), y UVA de longitud de onda més larga biol6gicamente menos activa (320—
400 nm). En los ultimos afios, ha quedado claro que UVA tiene efectos biologicos
mads importantes de lo que se pensaba anteriormente, aunque son menos obvios
que los causados por UVB. Cuando los rayos UV entran en la piel, entran en un
6rgano vivo alterando una serie de funciones relacionadas con su funcién de

interfaz del cuerpo con el medio ambiente. Estas funciones incluyen:
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* proteccién (infeccién, pérdida de liquidos, trauma mecédnico, productos
quimicos toxicos)

* homeostdtico (regulacion de la temperatura)

* psicosocial (debido a su visibilidad para otros humanos)

* funcidén sensorial

Los fotones que ingresan a la piel son dispersados o absorbidos por moléculas en
la piel. Dado que la dispersion es mayor en longitudes de onda més cortas, la UVB
tiende a causar efectos en la epidermis y solo en la parte superior de la dermis,
mientras que los rayos UVA penetran mds profundamente para causar efectos en

toda la epidermis y la dermis**4!,

Se ha acumulado evidencia epidemioldgica y de laboratorio sobre el papel de los
rayos UV en la induccioén del cancer de piel y el fotoenvejecimiento de la piel.
Esto ha llevado a una creciente conciencia de la importancia de la proteccion de
la piel contra los rayos UV. Las campaiias de educacion para la salud puablica han
enfatizado la necesidad de conductas para evitar el sol y el uso de sombreros, ropa
y protectores solares para protegerse contra los rayos UV. Durante el mismo
periodo, los protectores solares se han vuelto cada vez mds efectivos y
cosméticamente aceptables. Durante muchos afos, los principales protectores
solares consistieron en moléculas orgdnicas absorbentes de UV. En los ultimos
afios, los absorbentes orgdnicos se han hecho maés fotoestables, siendo mds
protectores en formulaciones mds cosméticamente aceptables y se han reducido
los problemas de alergia de la piel a los productos quimicos tradicionales de

proteccion solar 44,

La protecciéon UVB es evaluada por el FPS, una medida de la proteccién contra
las quemaduras solares, definido como el factor por el cual la dosis minima de
eritema se incrementa. En la préctica, los humanos tienden a aplicar filtros solares
de manera desigual y en una fraccion de este grosor, por lo que los SPF en la
practica generalmente se reducen. Dado que muchos investigadores consideran
que la inmunosupresion inducida por UV es més patoldgicamente significativa
que el eritema inducido por UV, el factor de proteccion inmune (IPF) se ha

propuesto como una medida de proteccidon contra la supresion inmune. Sin
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embargo, es laborioso medirlo y no se ha adoptado en gran medida. En los dltimos
afios, la realizacion del papel clave de los rayos UVA en el fotoenvejecimiento, y
su posible papel en la induccién del melanoma, ha resultado en el desarrollo de
protectores solares que protegen contra los rayos UVA. Contienen productos
quimicos orgdnicos que absorben los rayos UVA o filtros solares en particulas
reflectantes micronizados, es decir, de tamafio de particula ultra pequefio, por

ejemplo nanoparticulas de TiO2 0 ZnO !4,

El comportamiento de la exposicion al sol es dificil de alterar, incluso en pacientes
en quienes esto es clinicamente importante. Un estudio de pacientes después de
un diagnostico de melanoma maligno ha demostrado que su mejora en la
fotoproteccion como resultado del diagndstico persiste durante un promedio de
alrededor de 18 meses antes de que el comportamiento de exposicion al sol vuelva
al nivel de pre-diagnéstico y las quemaduras solares son una experiencia

desagradable**.

2.7. Bacterias

2.7.1 Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus comprende mdas de 50 especies. Estas bacterias
pequeiias y resistentes son habitantes normales de la piel y las membranas
mucosas en muchas especies animales, incluidos los humanos; También son
ubicuos en el medio ambiente. Sin embargo, Staphylococcus aureus también es
un importante patégeno de humanos y animales. Es una causa comun de
infecciones de la piel y enfermedades transmitidas por alimentos. También es una
causa importante de mastitis en animales lecheros y de lesiones dseas y articulares
en aves de corral asi como una causa ocasional de infecciones de la piel en el
ganado. Los animales de compaiia, como perros, gatos y caballos, pueden
desempefiar un papel en la transmision de S. aureus; También son vulnerables a

las infecciones por S. aureus +.
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El mayor reservorio ecoldgico de cepas humanas de S. aureus es la nariz humana;
sin embargo, la piel, el cabello y las membranas mucosas también pueden estar
colonizadas. Estas bacterias residentes normalmente no causan enfermedades,
pero el transporte nasal estd fuertemente asociado con la infeccién; aunque solo
una pequefia minoria de portadores enfermara por la infeccién por S. aureus . La
salud de los humanos y los animales es estrechamente interdependiente y muchas
enfermedades humanas se comparten con los animales y viceversa. La
epidemiologia molecular sugiere que S. aureus ha saltado de humanos a ganado
varias veces en el pasado y rara vez ha cambiado especies de ganado a personas.
Actualmente se cree que hubo al menos 13 saltos de humanos y animales y dos
saltos de poblaciones de animales a humanos *’. Como en muchas enfermedades,
las infecciones por S. aureus tienden a aparecer en brotes ciclicos cuando aparecen
nuevas cepas epidémicas, se propagan ampliamente y luego se desvanecen
nuevamente. En humanos, S. aureus puede infectar la piel dafiada, lo que resulta
en infecciones superficiales o profundas de la piel y los tejidos blandos. Con
menos frecuencia, pero con consecuencias mas graves el S. aureus puede causar
bacteriemias. Esto suele estar relacionado con el hospital, después de la ruptura
de la barrera cutdnea con dispositivos quirdrgicos o implantes. La bacteriemia
puede ser una septicemia complicada y localizacién en érganos, articulaciones,
huesos y otros lugares. La neumonia estafilococica puede ser una infeccion
primaria o el resultado de la diseminacién hematdgena: no es comun en
infecciones adquiridas en la comunidad, pero si en infecciones adquiridas en el
hospital. Los recién nacidos, especialmente los que nacen prematuramente,
también son susceptibles a la enfermedad estafilocdcica, lo que resulta en el

sindrome de piel escaldada y otras manifestaciones 3.
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2.7.2 Bacillis subtilis

Bacillus subtilis es un organismo ubicuo. A escala de laboratorio, B. subtilis es
facil de cultivar y manipular. Habita en el suelo, las raices de las plantas y los
ambientes acudticos. Aunque B. subtilis puede crecer en el tracto gastrointestinal
de los animales, no se considera un patégeno humano. De hecho, B. subtilis junto
con otras especies de Bacillus es considerado un organismo generalmente
considerado como seguro por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA).
Ademds, B. subtilis ha sido ampliamente utilizado en biotecnologia.
Recientemente, la mejor expresion y secrecion de proteinas por B. subtilis se ha
convertido en una herramienta eficiente para la produccion de enzimas. Se estima
que las especies de Bacillus, incluida B. subtilis, producen el 60% de las enzimas
disponibles en el mercado. Ademas, B. subtilis desempefia un papel importante en
la producciéon de alimentos (productos fermentados, potenciadores del sabor,
edulcorantes y aditivos para piensos), detergentes domésticos, antibidticos y
vitaminas y en el desarrollo de vacunas. La industria de la biotecnologia ha
ayudado a impulsar la investigacion de la genética molecular y la biologia celular,

utilizando B. subtilis como uno de sus mejores herramientas 54,

Los bacilos grampositivos se pueden dividir en los que forman esporas. Al igual
que otros bacilos grampositivos formadores de esporas, B. subtilis produce
esporas, conocidas como endosporas. Las esporas son extremadamente resistentes
al calor y otras tensiones ambientales. Durante condiciones desfavorables los
bacilos Gram-positivos que forman esporas, inician la formacién de esporas, este
proceso se llama esporulaciéon. La esporulacion es un ciclo de desarrollo que
involucra una red compleja y altamente regulada de expresion génica que resulta
en la formacion de dos tipos de células, la célula vegetativa y la espora. Las
esporas bacterianas pueden soportar ambientes hostiles durante largos periodos de
tiempo, permitiendo asi la dispersion del organismo. Cuando la espora se expone
a condiciones mds favorables, germinard y continuard su ciclo de vida. A
diferencia de su miembro de la familia Bacillus anthracis, el agente causante del
antrax, B. subtilis no causa enfermedad. Siendo un organismo modelo para el

estudio de la esporulacion. Ademds, los mecanismos implicados en la

29



esporulacidn se conservan en otros organismos patégenos esporulantes, como B.
anthracis y clostridios por ejemplo; el Clostridium difficile causante nimero uno
de diarrea asociada a la atencién médica, Clostridium tetani, el agente causante
del tétanos, Clostridium botulinum, agente productor del botulismo y Clostridium
perfringens, desarrollador de gangrena, son ejemplos de bacilos patégenos Gram-

positivos que producen esporas en condiciones anaerobias *°-°,

Dado que B. subtilis es un organismo altamente mévil, la quimiotaxis desempeiia
un papel importante en la capacidad de B. subtilis para sobrevivir en el medio
ambiente. La genética, la bioquimica y los mecanismos moleculares de la
motilidad y la quimiotaxis se han estudiado ampliamente en Escherichia coli y
Salmonella, que son organismos gramnegativos. A medida que los genomas
bacterianos completos estuvieron disponibles, los estudios en los que se
compararon los genomas de E. coli y B. subtilis identificaron varias diferencias
entre los dos organismos. Con ese fin, la utilidad de B. subtilis como organismo
modelo para el estudio de la motilidad y la quimiotaxis se hizo evidente y ha
proporcionado nuevos conocimientos sobre dos funciones celulares complicadas,

pero esenciales '

2.7.3 Escherichia coli

Descrita por primera vez por Theodor Escherich a partir de muestras de heces de
bebés sanos en 1885, anteriormente denominada Bacterium coli o Bacillus coli es
anaerobia facultativa gramnegativa no formadora de esporas y ha experimentado
cambios considerables en sus perfiles durante las décadas posteriores. Desde un
inocuo comensal intestinal hasta un importante patdgeno de humanos y animales,
ahora se sabe que la E. coli patégena causa un espectro de enfermedades clinicas
en humanos y animales, incluida la infeccién del tracto urinario, infecciones de la
sangre y del sistema nervioso central produciendo sepsis 0 meningitis e infeccion

gastroentérica. La bacteria E. coli, se puede clasificar en 2.

e Enterotoxigénico

e Enteropatogeno
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e Enteroagregativo

e Enteroagregativo productor de toxina Shiga
e Enteroinvasivo

e Difusamente adherente

e Adherente invasivo

e Uropatégenico

e Meningitis asociada

E. coli esta bien adaptada para colonizar el intestino de los mamiferos y rara vez
causa enfermedades, no solo coloniza el intestino grueso de los vertebrados sino
también el ileon, el segmento distal del intestino delgado. En el ileon, E. coli puede
ser seleccionada para un crecimiento rapido en condiciones oxigenadas y en el
colon, en competencia por nutrientes limitados y en presencia de productos
quimicos nocivos en condiciones andxicas. Cuando las cepas humanas se cultivan
en el laboratorio, tienden a perder la capacidad de colonizar. Entre estos se incluye
la cepa tipo a K12, la més utilizada en microbiologia molecular. Periédicamente
depositada desde su residencia intestinal en suelos y aguas, la bacteria E. coli no
sobrevive por periodos prolongados en tales ambientes y puede ser cultivada solo
por unos pocos dias (pocas semanas) después de su introduccion. Por esta razon,
su presencia se ha tomado como una medida de la contaminacion fecal reciente, y
el conteo de coliformes del suministro de agua potable o de las instalaciones de

natacion sigue siendo una medida comiin de la pureza microbiolégica del agua 3.

Todos los mamiferos se colonizan con E. coli a los pocos dias de nacer,
posiblemente durante el paso a través del canal de parto o, poco después del parto,
a través de la ruta fecal-oral de la madre u otros asistentes. Dos vias importantes
por las cuales las bacterias pueden invadir y diseminarse dentro del tracto urinario
son las vias ascendentes y hematdgenas. La ruta ascendente es un paradigma de
infecciéon ampliamente aceptado, que implica la ascensién de bacterias desde el
microbiota intestinal hasta la vagina y luego la vejiga, es decir, la via fecal-
perineal-uretral y la flora rectal que sirve como reservorio de las cepas que
infectan el tracto urinario. Una vez que las bacterias ascienden a la vejiga, pueden
multiplicarse y pasar al uréter. El desarrollo de la infeccién depende del organismo

particular, el tamafio del inéculo y la adecuacion de las defensas del huésped. La
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ruta hematogena facilita la infeccion del parénquima renal por organismos

transmitidos por la sangre 3.

2.7.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista distribuido en el suelo y el
agua, asi como en ambientes asociados a animales, humanos y plantas. Se puede
encontrar en grandes cantidades, en alimentos comunes, especialmente vegetales.
Ademéds, se puede recuperar en pequeias cantidades en el agua potable. Esta
distribucion se atribuiria a su versatil metabolismo energético. Al igual que otras
especies bacterianas que se encuentran en el medio ambiente, P. aeruginosa
coloniza una amplia variedad de superficies (es decir, envases de alimentos, grifos
de agua, dispositivos médicos) en forma de biopelicula, lo que hace que las células
sean impermeables a los agentes antibacterianos, incluidos los compuestos de
limpieza antisépticos, desinfectantes y antibidticos clinicamente relevantes y para

las defensas del huésped mediadas por macréfagos y neutréfilos .

Las biopeliculas en los sistemas de agua potable pueden servir como reservorio
ambiental para P. aeruginosa, representando una posible fuente de contaminacion
del agua, siendo un riesgo potencial para la salud humana (Mena y Gerba, 2009)..
La comunicacién célula-célula por sefiales quimicas es frecuente en la matriz de
biopelicula. Pseudomonas aeruginosa utiliza esta forma de sefializacion,
denominada deteccién de quérum (QS), para coordinar otros comportamientos
que generalmente implican beneficios para las bacterias, como la formacién de
biopeliculas o la secrecion de factores extracelulares. El QS utiliza sefiales de N-
acil-homoserina-lactona para sincronizar la expresion génica durante la
produccién de polisacdridos, ramnolipidos (RL) y otros factores de virulencia.
Cabe resaltar la fabricaciéon de productos biotecnolégicos prometedores, los RL
producidos por P. aeruginosa han sido los biosurfactantes mas investigados
debido a sus posibles aplicaciones en una amplia variedad de industrias y para la

biorremediacién de aguas residuales *°.

P. aeruginosa puede adquirir pldsmidos que contienen genes de resistencia, y

puede transferir estos genes mediante transduccion y conjugacion. Entonces, P.
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aeruginosa es intrinsecamente resistente a muchos de los antibiéticos utilizados
en la préctica clinica. En los dltimos afios, la aparicion de P. aeruginosa resistente
a multiples farmacos (MDR) ha sido un importante problema de salud publica en
todo el mundo. Por otro lado, se han identificado aislamientos de P. aeruginosa
que producen metalo-beta-lactamasa (MBL) en muestras de agua ambiental, un

hecho que enfatiza la importancia de cepas ambientales®.

Ademas, Pseudomonas aeruginosa es un importante patégeno humano
oportunista que afecta principalmente a pacientes inmunocomprometidos, como
aquellos con fibrosis quistica o neoplasias hematoldgicas. Las infecciones
resultantes de P. aeruginosa a menudo son iatrogénicas y estan asociadas con la
administracion de soluciones contaminadas, medicamentos, nutricion parenteral y
productos sanguineos. Las defensas del paciente generalmente pueden estar
debilitadas por enfermedad o cancer, o puede haber defectos humorales o celulares
especificos. Los pacientes neutropénicos son especialmente susceptibles a la
infeccion por P. aeruginosa y a la septicemia posterior. Las infecciones clinicas
mds comunes causadas por P. aeruginosa son infecciones oculares, infecciones
del oido (oido de nadador), infecciones respiratorias crénicas, infecciones de la
piel y tejidos blandos (foliculitis en el jacuzzi) e infecciones hospitalarias
(neumonia, quemaduras, orina, tracto respiratorio, y sangre). Con respecto a las
infecciones, el uso de antibiéticos de amplio espectro puede matar la microbiota
comensal o mds especies patdgenas sensibles a los antibidticos que causan
infeccion, promoviendo la colonizacion por cepas de P. aeruginosa resistentes a
multiples farmacos (Livermore, 2002), que estan particularmente asociadas con
infeccién respiratoria crénica progresiva y finalmente mortal en pacientes con

fibrosis quistica®’8,

El tratamiento efectivo de las infecciones causadas por P. aeruginosa incluye la
prevencion cuando sea posible, medidas de control de la fuente segiin sea

necesario y la pronta administracién de agentes antibacterianos apropiados. %.
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1. Materiales de laboratorio

- Espatula de acero inoxidable

- Cucharilla de acero inoxidable

- Cubetas de plastico VIS

- Cubetas de cuarzo UV-VIS

- Caja de puntas eppendorf, capacidad maxima de 1000 pL
- Caja de puntas eppendorf, capacidad maxima de 200 uLL
- Micropipeta eppendorf, capacidad de 100 - 1000 uL.
- Micropipeta eppendorf, capacidad de 20 - 200 uL

- Tubos de ensayo Pirex® 16x100 mm, 100 unidades
- Tubos de ensayo Pirex® 12x75 mm, 100 unidades

- Matraces Pirex® de 250 mL, 10 unidades

- Vaso Beaker® de 250mL, 10 unidades

- Probetas de 100 mL, 5 unidades

- Fiolas de 100 mL, 5 unidades

- Fiolas de 50 mL, 5 unidades

- Fiolas de 25 mL, 5 unidades

- Fiolas de 10 mL, 5 unidades

- Baguetas 6mm x 40cm, 10 unidades

- Embudo Buchner 24/40, 2 unidades

- Mortero y pilon

- Papel Whatman N°42

- Papel tissue

3.2. Equipos

- Balanza analitica digital AND HR-250AZ sensibilidad 252¢gr/0,1 mg.
- Centrifuga SMART R17.
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- Evaporador rotatorio DLAB RE 100-Pro.

- Bomba de vacio VAS ES FEMIPARI KTSZ SZEGED.

- Destilador por arrastre a vapor de agua

- Espectrofotémetro GENESYSTM 10S UV-VIS.

- Estufa Muszeripari Muvek (Esztergom).

- Bafio maria Memmert.

- pHmetro Hanna- HI-151

- Cromatografia de Gases, Marca SHIMADZU, acoplado de
Espectrometro de Masas, CG/MS-QP120 Ultra.

- Refractometro Marca ATAGO Japan Modelo Johering

3.3. Reactivos

Reactivos quimicos:
- DPPH’

- ABTS~+

- etanol absoluto

- metanol

- n-butanol

- Persulfato de potasio

- Dimetilsulfoxido (DMSO)
- Trolox®

- Cloroformo

- Propilenglicol

- Eter etilico

Los reactivos son de grado analitico (ACS) y se adquirieron de las casas

comerciales MERCK y SIGMA.
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3.4. Procedimientos para la obtencion del aceite esencial

3.4.1 Colecta e identificacion del material biolégico

Las hojas y tallos de Peperomia galioides Kunth, se colectaron en la
provincia de Pallasca, departamento de Ancash a 3100 metros de altitud,
en el periodo comprendido entre Abril-Mayo del 2018. Constancia de

certificacion taxonémica Anexo 1.

3.4.2. Tratamiento de la muestra y rendimiento del aceite esencial

El material vegetal fue lavado con abundante agua destilada para retirar
rastros de tierra y suciedad, luego se trataron en un equipo de destilacion
por arrastre a vapor de agua, la separacion se realizé por diferencias de
densidades; entre el agua y el aceite esencial utilizando un embudo de
decantacion de vidrio, el resto de agua se eliminé con Na;SO4 anhidro. La
fraccion hidréfoba se pasé por un filtro de 0,25 um y finalmente se

conservo en un frasco de vidrio de color d&mbar a una temperatura de 4°C
59

3.4.3. Prueba de miscibilidad del aceite esencial

Una alicuota del aceite esencial se sometié a un ensayo de solubilidad con
los siguientes solventes: cloroformo, dimetilsulfoxido, propilenglicol, éter
etilico, n-butanol, etanol, metanol, agua destilada. Los resultados seran
interpretados siguiendo la escala: soluble (+++), ligeramente soluble (++)

e insoluble (-).
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3.4.4. Ensayos fisicoquimicos
Ensayo de densidad relativa
Se evalud pesando cuidadosamente el picndmetro, picnémetro con agua

destilada y con la muestra. Donde:

D= (P.MP — P) = (P.agua — P)

Donde:

D: Densidad relativa.

P. MP : Peso del picnémetro con muestra (g).

P. agua: Peso del picnémetro con agua destilada (g).

P : Peso del picnémetro vacio (g).

3.5. Procedimientos analiticos-experimentales

3.5.1. Composicion quimica del aceite esencial por Cromatografia de Gases
3.5.1.1. Condiciones del equipo

Analisis de Componentes No Voldtiles - Inyeccion Liquida (LS-Liquid

syringe) .

Se identificaron los componentes no volatiles, por CG/MS SHIMADZU,
modelo: SHIMADZU, GC-2010 Plus; bajo las siguientes caracteristicas:
Columna RESTEK, RTX-5MS 30m x; 0,25 mm de didmetro interno (DI);

tamafio de poro 0,25 um.

Condiciones de operaciones: Jeringa LS1-10uL, volumen de inyeccién de 1
uL, flujo de columna 0,80 mL/min, flujo de purga 3 mL/min. Temperatura
de inicio de 50°C manteniéndose por 30 min y se aumenta a 150°C de
3°C/min, manteniéndose por 10 min. Se registra un aumento adicional de

250°C de 3°C/min, manteniéndose por 20 min.
Andlisis de Componentes Volitiles - Inyeccién por Headspace (HS) *°.

Para la separacion e identificacion de los componentes volatiles, se utilizé

un Cromatdgrafo de Gases acoplado a un detector Espectrometria de Masas
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(CG/MS) SHIMADZU, modelo: SHIMADZU, GC-2010 Plus; bajo las
siguientes caracteristicas: Columna RESTEK, RTX-5MS 30m x; 0,25 mm

de didmetro interno (DI); tamafo de poro 0,25 um.

Condiciones de operaciones: Jeringa 2,5mL-HS1, temeperatura de
incubacion de 60°C, Tiempo de incubaciéon de 20min, velocidad de
agitacion de 250 rpm, flujo de inyeccién de 10mL/min, flujo de columna
0,80 mL/min, flujo de purga 3 mL/min. Temperatura de inicio de 50°C
manteniéndose por 30 min y se aumenta a 150°C de 3°C/min,
manteniéndose por 30 segundos. Se registra un aumento adicional de 250°C

de 6°C/min, manteniéndose por 30 segundos.

3.5.1.2. Preparacion de la muestra

Se recibié la muestra de aceite esencial de Peperomia gallioides Kunth
“congona”. La muestra se secO con sulfato de sodio anhidro y se filtré
usando filtro de jeringa de nylon 0.45um a las condiciones ambientales de

Temperatura: 22°C; Humedad relativa: 58% 60,
3.5.1.3. Procedimiento e interpretacion

Analisis de Componentes No Voldtiles - Inyeccion Liquida (LS-Liquid
syringe)

Se diluyeron las muestras filtradas en la proporcién de 1:100 V/V en acetona
filtrada y se colocaron en viales. Los viales se colocaron inmediatamente en

el automuestreador del GC/MS para su lectura.
Analisis de Componentes Volitiles - Inyeccion por Headspace (HS)

Se tom6 200uL de la muestra filtrada y se coloc6 en el vial de Headspace
(HS) de 10mL. El vial de HS se colocé inmediatamente en el

automuestreador del GC/MS para su lectura.
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3.5.2. Capacidad antioxidante por el método DPPH ¢'.

3.5.2.1.

3.5.2.2.

3.5.2.3.

Preparacion de la muestra

Se realizaron diluciones del aceite esencial a las concentraciones

de 0; 2,5; 5; 10; 12,5 y 20 % v/v con el solvente dimetilsulfoxido.

El estandar Trolox se preparé a las concentraciones de 0; 3; 6; 9

y 12 ug/mL.

Preparacion de la solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH)

Se pes6 20mg de DPPH vy se disolvié en S0mL de metanol para
obtener una solucion stock. Se preparé la solucion de trabajo de
DPPH, midiéndose 1,7 mL de la solucién stock de DPPH para
llevarlo a un volumen final de 20 ml con metanol, se midio la
absorbancia final a una longitud de 517 nm para obtener

absorbancia entre 0,600 — 0,700 nm * 0.02.
Procedimiento e interpretacion

Luego de la obtencién de la solucidn de trabajo DPPH. Se calibra
con un blanco de muestra problema y metanol en relacién 1 a 2.
La misma relacion se utilizé para preparar la muestra problema y
de la solucion de trabajo de DPPH, dejdndose en reposo por 30
minutos alejado de la luz. Se ley6 las absorbancias a 517nm. Se
calcul6 el porcentaje de inhibicién de acuerdo a la siguiente

férmula:

% Inhibicion = (Abs.DPPH-Abs.muestra) / (Abs.DPPH) x100

Se determind el valor TEAC segun la siguiente férmula:

TEAC = CI 50 Trolox pg/mL / CI 50 DPPH muestra mg/mL
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3.5.3. Capacidad antioxidante por el método ABTS** 2,

3.5.3.1. Preparacion de la muestra

Se realizaron diluciones del aceite esencial a concentraciones de
0; 2,0656; 4,5312; 9,0625 y 18,125 % V/V, con el solvente

dimetilsulfoxido.

El estdndar Trolox se prepar6 a las concentraciones de 0; 50; 100;

150; 200 y 300 ug/mL.

3.5.3.2. Preparacion de la solucion stock de B, p’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS*")
Se realizé la activacion del radical ABTS*, preparando una
solucién acuosa stock de ABTS 7mM vy afiadiéndoles persulfato
de potasio para una concentracion final de 2.45 mM. Se dej6
reaccionar durante 16 h a temperatura ambiente y en oscuridad.
Luego de la activacion, se prepar6 una dilucién para obtener una
absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734nm.

3.5.3.3. Procedimiento

Luego de obtener la solucion de trabajo ABTS**, se calibr6 con
un blanco de 20uL de solvente de muestra y 980uL de agua
bidestilada. Se repite el ensayo con la muestra problema y la
soluciéon ABTS®", se agita y se deja en reposo por 7 minutos
alejado de la luz. Se lee a 734 nm, calculdndose el porcentaje de

inhibicion de acuerdo a la siguiente férmula:

% Inhibicion = (Abs.ABTS-Abs.muestra) / (Abs.ABTS) x100
Se determino el valor TEAC segtn la siguiente formula:

TEAC = CI 50 Trolox pg/mL / CI 50 ABTS muestra mg/mL
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3.5.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana %3 %4,

3.5.4.1. Fundamento del método de microdilucion

El método de microdilucién estd actualmente estandarizado y presenta las
caracteristicas de ser preciso, sencillo y de bajo costo por lo que se
consider6 el més adecuado para la presente investigacion. El fundamento
es que al hacer uso de resazurina, el cual es un colorante redox de las
células bacterianas activas causan la reduccién de la resazurina (purpura-
azul) a resorufina (rosado-incoloro) pudiendo reducirse ain mds a
hidrorresorufina de esta manera se cuantifica indirectamente el
metabolismo bacteriano.

Se utilizaron microdiluciones cuantitativas de un grupo de muestras para
determinar la concentraciéon minima que inhibe el desarrollo bacteriano
(CMI) siguiendo los protocolos del Instituto de Estdndares Clinicos y de

Laboratorio CLSI M07-A10.

Lectura e interpretacion de los resultados.

Los resultados se reportaron por cambio de color, siendo el valor de la CMI
la menor concentracion del aceite esencial en la cual no hay bacterias
presentes en los pocillos de la microplaca detectandose asi el pocillo donde
no existid6 cambio de color rosado-incoloro, los resultados fueron

realizados por duplicado.
3.5.4.2. Método por difusion en agar
Reactivacion de cepas:

Se sembraron las cepas de Escherichia coli ATCC25922 y Staphylocccus
aureus ATCC25923 a partir de los ceparios, en 5 mL de caldo TSB,
incubandolas a 37°C por 12 horas (overnight). Procedimiento similar se
siguié con las cepas de Staphylococcus epidermidis ATCC 12229 y
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027.
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Preparacion de inéculos:

Se sembraron las cepas en placas con Agar TSA por estriado, incubdndolas

a 37°C por 24 horas. Después se verificé su pureza por tinciéon Gram.

Se inoculo 200uLL en un matraz con 50mL de caldo TSB para cada una de
las cepas, incubando a 37°C. A partir de las 5 horas, se extrajo SmL de
cada uno de los matraces y se midi6 en el espectrofotémetro a 625nm. Se
realizé el mismo procedimiento hasta que el indculo lleg6 a 0.25 de
absorbancia (Equivale a 108 UFC/mL), valor que fue usado en la

inoculacion al ensayo de actividad antimicrobiana.
Preparacion de las soluciones:

= Aceite de congona diluido en DMSO
Concentraciones (50 - 100 - 200 ul./mL)

= Antibiético Gentamicina
Ensayo de difusion en agar:

Se verti6 100ulL de cada uno de los in6culos preparados en 2 placas Petri
con TSA y se diseminé con la espatula de Digralsky. Se dejo reposar por
5 minutos, se cortd discos de 6mm de didmetro y se colocé 15ul. de las
soluciones segiin se menciona en el siguiente cuadro. Se incubaron las

placas a 37°C por 24 horas y transcurrido el tiempo, se realizo la lectura.

Ensayos de inhibicion

Aceite de
Agua Antibiético
congona diluido
destilada | Gentamicina
Cepa en DMSO
(Control (Control
(uL/mL)
negativo) positivo)
50 | 100 | 200
E.coli
X | X X X X
ATCC25922
S.aureus
X | X X X X
ATCC25923
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Interpretacion de resultados

El valor de inhibicién se calcul6 segun la siguiente formula:

Valor de inhibicion:

Diametro de inhibicion (mm) — Diametro del disco (6mm)
2

3.5.5.Formulacion de emulsiones

3.5.6

Se elaboraron tres emulsiones dermocosmeticas con el aceite esencial de
Peperomia gallioides Kunth “congona” a concentraciones de 1, 3 'y 10%
respectivamente.

Se elaboré la emulsién con un pH 6. Se constituyé de una emulsién O/W
(aceite en agua), para la elaboracion de las cremas .El vehiculo de la
emulsién estuvo constituido por:

Agua desionizada, Lanette SX, Vaselina liquida, Palmitato de isopropilo,
Carbopol 934, Phenonip, trietanolamida, Tinogard ttt y EDTA.

Luego de su homogenizacion se realizo la incorporacion del aceite esencial

en frio.
Evaluacion de la actividad fotoprotectora

El FPS se evalu6 en el rango de 290 a 320 nm (rango UVB), mas no en el
rango UVA ni UVC. Para obtener las muestras diluidas de las
formulaciones (0,2 mg/mL), se pesé 1,0 g de las formulaciones y se
transfirié a un matraz aforado de 100 ml con 50 mL de etanol, se agit6 por
5 minutos, y luego se diluy6 a volumen con etanol; se homogenizé y filtré
descartando los primeros 10 mL. Una alicuota de 5,0 mL del filtrado se
transfirié a un matraz aforado de 50 mL y se diluy6 a volumen con etanol.
Luego una alicuota de 5,0 mL de la ultima dilucion se transfirié a un
matraz aforado de 25 mL y se llev6 a volumen con etanol.

FPS=FCxZ° xEE (A) x| (A) x Abs (A)

290
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Donde:

FPS = Factor de Proteccion solar

FC = 10 (factor de correccién)

EE (= Efecto eritemogénico de la radiacién de longitud de onda A
I (1) = Intensidad del sol en la longitud de onda A

Abs (L) = Absorbancia de la solucién en la longitud de onda A

Las absorbancias de las soluciones fueron determinadas en el rango de 290
a 320 nm, con intervalos de cada 5 nm, utilizando cubetas de cuarzo de
Icm. Los andlisis son realizados por triplicado y el FPS es calculado de

acuerdo con la ecuacién desarrollada por Mansur y col®.

Longitud de
onda (\)

290 295 300 305 310 315 320 Total

EEM *I() | 0,015 | 0,0817 | 0,2874 | 0,3278 | 0,1864 | 0,0839 | 0,0180 | 1,00

3.6. Analisis estadistico

Los valores numéricos (absorbancias) de la actividad antioxidante fueron analizados
por andlisis de varianza de un factor (ANOVA) usando el programa SPSS 23.0 .La
medicion de las medias diferenciales se determin6 de acuerdo con la prueba de rango
multiple Tuckey. Los valores p<0.05, se consideran significativos, ademas la
concentracion media inhibitoria Clso. Para la determinacién del Factor de Proteccion

Solar se realizaron por triplicado calculando las Desviaciones Estandar.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Ensayos preliminares y fisicoquimicos

4.1.1. Rendimiento de la extraccion del aceite esencial

Tabla 1 . Rendimiento del aceite esencial de Peperomia galioides Kunth.
Muestra Cantidad de = Cantidad de = Rendimiento
muestra aceite (%) vip
fresca (Kg) esencial(mL)
Partes aéreas de
Peperomia 1,7 4 0,235
galioides Kunth

4.1.2. Miscibilidad del aceite

Tabla 2. Prueba de miscibilidad del aceite esencial de Peperomia

galioides Kunth.

Solvente Miscibilidad
Agua -
Metanol ++
Etanol 4+
n-butanol ++
Propilenglicol -
Dimetilsulféxido (DMSO) +++
Eter etilico T+
Cloroformo 4+

Leyenda: (+++) miscible; (++) parcialmente miscible; (-) inmiscible.
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4.1.3 Indice de refraccién

Tabla 3. Analisis refractrométrico

Indice de Promedio y DS
refraccion
1.535
1,537 1,536 + 0,001
1,537

4.1.4. Densidad relativa

Tabla 4. Densidad relativa del aceite esencial Peperomia galioides Kunth a

15°C

Densidad Promedio y DS
relativa
1,0906
1,0944 1,0914 + 0,027
1,0891

4.2. Procedimientos analiticos-experimentales

4.2.1. Composicion quimica del aceite esencial de Peperomia galioides Kunt

por Cromatografia de Gases
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Tabla 5. Anélisis por Cromatografia de Gases acoplado

a Espectrémetro de Masas CG-MS, mediante inyeccion liquida

Pico Componente

O 0 N O N kA WD =

N N NN NN NN = e e e e e e e e e
N N D B WND = O 00NN N R WD = O

Propanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester
3-Penten-2-one, 4-methyl-
4-Methyl-2-pentyl acetate
Cyclooctene

2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl-
Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester
.alpha.-Pinene

Ethyl tiglate

.beta.-Phellandrene

.beta.-Pinene

1-Octen-3-ol

3-Octanone

.beta.-Myrcene

3-Octanol

D-Limonene

Eucalyptol

1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (Z)-
Benzoic acid, methyl ester
2-Nonanone

Linalool

Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (2R-cis)-
Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (2R-cis)-

Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-
.alpha.-Terpineol

Benzoic acid, ethyl ester

Terpinen-4-ol

.alpha.-Terpineol

Area

%

0.01
0.01
0.01
0.05
0.54
0.13
0.06
0.03
0.02
0.07
0.15
0.16
0.30
0.03
0.12
2.54
0.07
0.11
0.23
0.02
0.03
0.07
0.03
0.05
0.37
0.02
0.79

Altura

%

0.03
0.04
0.03
0.17
1.78
0.43
0.11
0.05
0.03
0.11
0.20
0.20
0.37
0.05
0.12
2.25
0.06
0.14
0.30
0.03
0.05
0.12
0.06
0.10
0.69
0.04
1.50
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43

44

45

46

47

48
49

50
51

52

53

Estragole

Octanoic acid, ethyl ester

Benzoic acid, 1-methylethyl ester

Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethylidene)-
2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-, (Z)-

Citral

Acetic acid, 3-methyl-6-oxo-hex-2-enyl ester

Safrole

2-Dodecanone

Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-

4-Decenoic acid, methyl ester

cis-4-Decenal

4-Decenoic acid, methyl ester, Z-

Cyclohexene, 4-ethenyl-4-methyl-3-(1-methylethenyl)-1-
(1-methylethyl

4-Decenoic acid, ethyl ester, (Z)-

2-Propenoic acid, 3-phenyl-, methyl ester
9,12-Octadecadienoic acid (Z,7)-

Decanoic acid, ethyl ester

1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro-
1,1,4,7-tetrame

1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro-
1,1,4,7-tetrame

Caryophyllene

1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-
methylethylidene)-, (E.E)-

Aromandendrene

1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-
methylethylidene)-, (E,E)-

Humulene

Cyclohexene, 3-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-6-methylene-,

0.05
0.05
0.02
0.41
0.06
0.10
0.03
10.34
0.05
0.03
0.04
0.00
0.02
0.04

0.04

0.29

0.12

0.06

0.06

0.02

0.93
0.03

0.03
0.02

0.10

0.04

0.11
0.12
0.04
0.87
0.14
0.20
0.07
13.51
0.13
0.08
0.10
0.01
0.06
0.07

0.06

0.52

0.27

0.14

0.12

0.04

2.16
0.06

0.07
0.04

0.25

0.08
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54
55
56
57

58
59

60
61

62
63

64
65
66
67

68
69
70
71

72

73
74

75
76

[S-(R*,S*)]-

.alpha.-Guaiene

2-Propenoic acid, 3-phenyl-, ethyl ester, (E)-
2,4-Decadienoic acid, ethyl ester, (E,Z)-

1,3a-Ethano(1H)inden-4-ol, octahydro-2,2,4,7a-

tetramethyl-

Germacrene D

Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-

(1-methylethy

.alpha.-Muurolene

Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis(1-
methylethenyl)-, [1S-(1.alp

.beta.-Bisabolene
(3S,3aR,3bR,4S,7R,7aR)-4-Isopropyl-3,7-
dimethyloctahydro-1H-cyclo
1,3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)-
1,3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)-
Citronellyl isobutyrate

1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-
methylethylidene)-, (E,E)-
1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl-
Ethyl 9-hexadecenoate
9,19-Cyclolanostan-3-ol, acetate, (3.beta.)-

(2E,4S,7E)-4-Isopropyl-1,7-dimethylcyclodeca-2,7-

dienol

1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-

4-methylene-,
(-)-Globulol

(1S,2R,5R)-2-Methyl-5-((R)-6-methylhept-5-en-2-

yDbicyclo[3.1.0]hexa
Ledol

Stanolone

0.33
0.54
0.02
0.06

0.50
4.06

0.01
0.04

0.03
0.01

44.89
26.31
0.01
0.43

0.18
0.01
0.05
0.07

0.24

0.13
0.00

0.02
0.02

0.75
1.12
0.06
0.13

1.18
7.95

0.03
0.10

0.04
0.04

24.98
28.21
0.04
1.01

0.45
0.02
0.08
0.10

0.53

0.21
0.01

0.05
0.04
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77
78
79

80

81
82
83
84
85
86

Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-propenyl)-
1,5-Heptadien-4-ol, 3,3,6-trimethyl-
1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-
4-methylene-,

2-Naphthalenemethanol, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-
.alpha.,.alpha.,4

Ledol

1,5-Heptadien-4-ol, 3,3,6-trimethyl-

.alpha.-Bisabolol

Ethanone, 1-(4-cyclohexylphenyl)-

Heneicosane

Heneicosane

Tabla 6. Andlisis por Cromatografia de Gases acoplado

0.03
0.12
0.03

0.01

0.04
0.03
2.67
0.10
0.02
0.01

a Espectrometro de Masas CG-MS, mediante inyeccion por Headspace.

Pico Componente

O o0 N N N B WD =

O S S S ——y
A WD~ O

Cyclooctene

Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester
Alpha-pinene

Beta-pinene

Beta-Myrcene

D-Limonene

Eucalyptol

Benzoic acid, ethyl ester

Alpha-terpineol

Pulegone

Safrole

Caryophyllene

1,5-cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-methylethy)
1,3-benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)-

Area
%
4.41
9.16
4.39
2.66
9.04
1.72
46.47
0.49
1.34
0.68
8.35
0.96
1.98
8.34

0.06
0.23
0.05

0.03

0.06
0.05
3.75
0.15
0.06
0.02

Altura

%

3.83
7.69
3.67
2.23
6.77
1.68
28.1
1.0
2.36
1.47
16.83
2.09
4.24
18.02
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Tabla 7. Componentes mayoritarios del aceite esencial de Peperomia galioides

Kunth “Congona”

Aceite esencial de
Peperomia
galioides Kunth

“Congona”

Componente principal
Andlisis de componentes
volatiles (HS)
Eucalyptol

Anilisis de componentes
no volatiles (LS)
1,3-benzodioxole,4-

methoxy-6-(2-propenyl)
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3.5.4. Capacidad antioxidante total empleando el radical DPPH

Tabla 8. Capacidad antioxidante del aceite esencial de Peperomia galioides Kunth

por el método de DPPH
Concentracion Concentracion Inhibicion CI50
del aceite (% del aceite Absorbancia (%)

(mg/mL)

V/V) (mg/mL) DPPH

0 0 0,453 + 0,0079 0

0,8333 9,095 0,4225 +0,0048  6,7403

1.6667 18,19 03823 +0,0074 15,6144
66,4887

3,3333 36,38 0,3276 +0,0067 27,6821

4,1667 45,475 0,2978 +0,0028 34,2531

6.6667 72,776 0,2065 +0,0104 54,4077

Tabla 9. Capacidad antioxidante del estandar Trolox® por el método de DPPH

Concentracion del ~ Absorbancia Inhibiciéon CI 50 (ug/mL)
Trolox (ug/mL) (%) DPPH
0 0,4884 +0,0042 0
1 0,3887+ 0,007 20,415
2 0,3095 + 0,007 36,6187 2,7901
3 0,2286 + 0,0091 53,1977
4 0,1426 £ 0,0042 70,7938

La Clso para el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth “Congona” fue de
66,4887 mg/mL y para el estandar 2,7901 ug/mL. El valor TEAC fue 0,04196 ng
Trolox/mg muestra para el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth

“Congona”
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Figura 12. Gréafica de dispersion del % inhibicién del radical DPPH vs
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Figura 13. Griéfica de dispersion del % inhibicién del radical DPPH vs las

concentraciones del estandar Trolox®.
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4.2.3. Capacidad antioxidante empleando el radical ABTS.+

Tabla 10. Capacidad antioxidante del aceite esencial de Peperomia galioides

Kunth por el método de ABTS.

Concentracion
del aceite
esencial (%
V/IV)

0

0,0453
0,0906
0,1813
0,3625

Concentracion
del aceite
(mg/mL)

0
0,4945
0,9891
1,9782
3,9563

Absorbancia

0,6944 + 0.0063
0,6143 + 0.0082
0,5418 £ 0.0085

0,4208 £ 0.0042
0,2176 £ 0.0104

ABTS’

Inhibicion

(%)
+

0
11,5351
21,9710
39,4057
68,6588

CI 50
(mg/mL)

2,7541

Tabla 11. Capacidad antioxidante del estdndar Trolox® por método de ABTS.

Concentracion del

Trolox (ug/mL)

AN R WP

Absorbancia a 734 nm = Inhibicion (%) CI 50 (ug/mL)
ABTS™"
0,6736 +0,0020
0,6228 +0,0021 7,5416
0,539 £ 0,0046 19,9822
5,2914
0,4872 +0,0157 27,6722
0,4071 £ 0,0082 39,0538
0.2967 = 0,0069 55,9580

La Clso para el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth “Congona” fue de

2,7541 mg/mL y para el estandar 5,2914 ng/mL. El valor TEAC fue 1,9213 pg

Trolox/mg muestra para el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth

“Congona”
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del radical ABTS ™.
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4.2.4. Actividad antibacteriana

a) Método de microdilucion

CE 40 20 10 5 2.5

1.25 0.63 0.31 0.16

008 CC C

Figura 16. CMI del aceite esencial de Peperomia galioides Kunth frente a cuatro

microorganismos

Leyenda: S.a (Staphylococcus aureus ATCC25923), B.s (Bacillus subtilis ATCC6633),
E.c (Escherichia coli ATCC 25922), P.a (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), C.E

(Control de esterilidad), C.C (Control de crecimiento).

Tabla 12. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

Peperomia galioides Kunth frente a cuatro microorganismos.

Microorganismos

Staphylococcus aureus

. ATCC 25923
Gram positivas

Bacillus subtilis
ATCC 6633
Escherichia coli
ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027

Gram negativas

cmi
(uL/mL)

20

10
>40

>40
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b) Método por difusion en Agar

Tabla 13. Valores de inhibicion de las diluciones del aceite de congona frente a las
cepas S.aureus ATCC25923 y E.coli ATCC25922.

Ensayo Aceite de congona
diluido en DMSO
S.aureus Gentamicina 17
ATCC25923 50 uL/mL 0
100 uL/mL 2
200 uL/mL 3
Agua destilada 0
E.coli Gentamicina 14
ATCC25922 50 uL/mL 1.5
100 uL/mL 2.5
200 uL/mL 3

Agua destilada 0

Figura 17. Resultados de ensayos de inhibicién con soluciones a
diferentes concentraciones (50-100-200 uLL/mL) A) E.coli con aceite de
congona diluido en DMSO B) S.aureus con aceite de congona diluido en

DMSO
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Tabla 14. Valores de inhibicion de las soluciones de las diluciones del aceite de
congona frente a las a las cepas de P.aeruginosa y S.epidermidis

Ensayo Aceite de congona
diluido en DMSO
Pseudomonas Gentamicina 12.5
aeruginosa 50 uL/mL 0
100 uL/mL 0

200 uL/mL 0.5
Agua destilada 0

Staphylococcus Gentamicina 12.5
epidermidis 50 uL/mL 1
100 uLL/mL 1

200 uL/mL 1.5
Agua destilada 0

Figura 18. Resultados de ensayos de inhibicion con soluciones a diferentes

concentraciones (50-100-200 uLL/mL). A) S. epidermidis con aceite de

congona diluido en DMSO. B) P. aureginosa con aceite de congona diluido

en DMSO.
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4.2.5. Caracteristicas de la formulacion

Tabla 15. Caracteristicas organolépticas de las formulaciones elaboradas

con el aceite esencial de Pepermia galioides

Base Formulaciéon Formulacién Formulacion
al 1% al 5% al 10%
Aspecto Uniforme Uniforme Uniforme Uniforme
Color Blanco Blanco Blanco Blanco
Olor Ceras Caracteristico = Caracteristico Caracteristico
al aceite al aceite al aceite

Tabla 16. Determinacién del pH de la base y formulaciones con el aceite

esencial de Pepermia galioides

Base 1% 5% 10%
pH 5,98 6,2 6,4 6,65
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4.2.6. Evaluacion de la actividad fotoprotectora

Tabla 17. Evaluacién de la actividad fotoprotectora de la base emulsiva.

Longitud
de Onda
(nm)

290
295
300
305
310
315

320

EE x1

0.015
0.0817
0.2847
0.3278
0.1864
0.0839

0.018

FPS

PROMEDIO

C1
0.0017
0.0096
0.0325
0.0361
0.0199
0.0088
0.0019
0.1104

0.1356

Base emulsiva

C2
0.0024
0.0132
0.0450
0.0495

0.027
0.0119
0.0025
0.1515

D.S

C3
0.0022
0.0123
0.0421
0.0472
0.0267
0.0117
0.0025
0.1448

0.022
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Tabla 18. Capacidad fotoprotectora de la emulsion dermocosmética de aceite de

Peperomia galioides Kunth al 1%

Longitud EEx1 Formulaciones (absorbancia) 1%
de Onda
(nm) C1 C2 3
290 0.015 0.188 0.1881 0.1892
295 0.0817 0.1526 0.1536 0.1608
300 0.2847 0.1202 0.1195 0.1133
305 0.3278 0.096 0.0956 0.095
310 0.1864 0.081 0.0802 0.0842
315 0.0839 0.0723 0.0731 0.0831
320 0.018 0.0688 0.0677 0.0819
FPS 1.037 1.0335 1.0382
PROMEDIO 1.0363 D. S 0.0024
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Tabla 19. Capacidad fotoprotectora de la emulsion dermocosmética de aceite de
Peperomia galioides Kunth al 3%.

Longitud de EE x 1 Formulaciones (absorbancia) 3%
Onda (nm)
C1 C2 C3
290 0.015 0.2046 0.2054 0.2052
295 0.0817 0.1585 0.1593 0.1581
300 0.2847 0.1201 0.1215 0.1234
305 0.3278 0.1028 0.1033 0.1011
310 0.1864 0.087 0.084 0.0821
315 0.0839 0.0784 0.0782 0.0783
320 0.018 0.075 0.071 0.0783
FPS 1.0838 1.0837 1.0788

PROMEDIO 1.0821 D.S 0.0028



Tabla 20. Capacidad fotoprotectora de la emulsion dermocosmética de aceite de

Peperomia galioides Kunth al 10%.

Longitud EExI Formulaciones (absorbancia)
de Onda 10%
(nm)
C1 C2 C3
290 0.015 0.2879 0.2781 0.2876
295 0.0817 0.2092 0.12198 0.2279
300 0.2847 0.1524 0.1436 0.1501
305 0.3278 0.1152 0.1201 0.116
310 0.1864 0.0962 0.0978 0.0998
315 0.0839 0.0867 0.0854 0.0869
320 0.018 0.0812 0.0826 0.0942
FPS 1.2964 1.2926 1.2958

Promedio 1.2958 D.S 0.0029



CAPITULO V. DISCUSION

Peperomia galioides kunth. es una especie nativa del Pert, pero puede encontrarse a lo
largo de la region tropical mexicana, en paises de América Central y distribuida en las
regiones calidas del Brasil. Actualmente cuenta con 8 variantes infraespecificas
identificadas desde el afio 1816, las variedades son: aromatica C.DC, crassispica C.DC,
glauca Pino, longifolia C.DC, menkeana (Miq.) C.DC, minutifolia C.DC, nigro-
punctulata C.DC, saxicola C.DC y una variante infragenérica, Peperomia inaequalifolia
var. galiolides (Kunt) Pino, es importante resaltar que segun “The International Plant
Names Index” (IPNI) y “World Checklist of Selected Plant Families” reportan 36

sinénimos para especie botdnica la cual es materia de investigacién 7.

La muestra problema se obtuvo mediante destilacion por arrastre a vapor de agua, a partir
de las partes aéreas frescas de Peperomia galioides kunth, procedente de la provincia de
Payasca, distrito Huacaschuque del departamento de Ancash. El método ejecutado en
nuestra investigacion es el mds utilizado para la obtencidn de aceites esenciales debido a
su bajo costo de implementacion, aunque existe la pérdida de componentes de naturaleza

polar y semipolar en la fraccién acuosa .

La destilacion presenté un rendimiento de
0,235% p/v a partir de 1 700 gramos del material vegetal. Saez® en el afio 2018 reportd
una rendimiento de 0,29% p/v para Peperomia congona Sodiro, el cual es muy similar al
valor de la presente investigacion, sin embargo Guerrreo * report6 un rendimiento inferior
para Peperomia galioides HBK equivalente a 0,08 % p/v; esta disminucion podria deberse
a la diferencias respecto a la ubicacién del material vegetal, la cual se realiz6 en el
departamento de Apurimac presentando condiciones climdticas diferentes a las del

departamento de Ancash, ademds es importante establecer los diferentes estadios de

recoleccion de la planta (hojas jovenes o adultas y época de floracion).

La densidad relativa del aceite esencial de Peperomia galiodes Kunth. fue de 1,0914 g/mL
+ 0,027 siendo mayor a la especie de Peperomia inaequalifolia evaluada por Coronel y

Piedra’®, quienes reportaron una densidad especifica de 1,0308 g/mL + 0.0012, esta

64



diferencia radicaria en la presencia de componentes de mayor peso molecular en la

especie galioides.

La elucidacion estructural del aceite esencial de Peperomia galiodes Kunth. fue realizada
mediante la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG/MS), utilizdndose dos sistemas de inyeccion, la inyeccion liquida y Headspace, con

la finalidad de reconocer componentes no voldtiles y volatiles, respectivamente.

Mediante la inyeccién de tipo liquida se identificaron 86 componentes quimicos, los
cuales se muestran en la tabla 5. Los principales metabolitos fueron 1,3-Benzodioxole,
4-methoxy-6-(2-propenyl)- (71,2%), safrole (10,34%) y Cyclohexane, 1-ethenyl-1-
methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-methylethylidene)- (4,06%), los cuales representan el
85,6% del contenido total, en comparacién a un estudio realizado por Guerrero en aceite
esencial de la misma especie, reportdé 66 componentes quimicos destacando a los
siguientes metabolitos mayoritarios globulol (23,1%), oxido de cariofileno (8,6%) ,

limoneno (8,5%), alpha-bisabolol (2,67%) y eucalyptol (2,54%)*.

Di Leo Lira, evalu6 los componentes quimicos del aceite esencial de las partes aéreas de
dos especies de Peperomia; Peperomia galioides H.B.K. y Peperomia chalhuapuquiana
en muestra fresca (MF) y desecada (MD). Fueron identificados 72 compuestos en
Peperomia galioides H.B.K., siendo los componentes principales el beta-cariofileno al
13,1% en MF y 16,0% en MS, alfa-humuleno al 13,2% en MF y 17,3% MS vy epi-alfa-
bisabolol al 15,1% en MF y 21,3% en MS. En el caso de Peperomia chalhuapuquiana,
se encontraron 42 compuestos quimicos, presentando como componentes mayoritarios al
sabineno al 31% en MS y 20.5% en MF, criptona al 8,7% en MS Y 8,5% en MF y oxido
de cariofileno al 10,2% en MS y 8,8 en MF I

Se realiz6 un estudio de las propiedades fisicas y composicion quimica del aceite esencial
de las hojas de Peperomia inaequalifolia Ruiz & Pav, mediante CG/MS, identificando al
safrol y palmitato de isopropilo y miristicina como componentes mayoritarios al 27,632;

20,936; 14,956%, respectivamente®’.
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En la inyeccion de tipo Headspace se identificaron 14 componentes volatiles, indicados
en la tabla 6. Los componentes mayoritarios fueron el eucalyptol (46,47%); butanoic
acid, 2-methyl-,ethyl-ester (9,16%) ; safrole (8,35%) y 1-3 benzodioxole,4-methoxy-6-
(2-propenyl) al 8,34%.

Se evaluo la capacidad antioxidante del aceite esencial de las partes aéreas de Peperomia
galiodes Kunth, mediante el método de DPPH, presentando un Clso de 66,4887 mg/mL y

el estandar Trolox presente un Clso de 2,701 ug/mL.

Okoh y col. evaluaron la actividad antioxidante mediante el uso del radical DPPH del
aceite esencial de la especie Peperomia pellucida (L.) Kunth, a partir de las hojas y tallos,
con valores de Clsp de 1,67 £ 0,01 y 2,82 £ 0.11 mg/mL, respectivamente. Paralelamente,
Mohamad y col. evaluaron la misma actividad con el extracto metanolico de Peperomia

pellucida (L.) Hbk., con un valor de Clsp equivalente a 2,45 + 0,20 mg/mL"%7"!,

Ademas, una investigacion desarrollada por Salinas y Lezama report6é un Clso de 20,36
mg/mL a partir de la concentraciones de 5,29 ; 10,58 y 26,45 mg/mL, del aceite esencial
de hojas de Peperomia dalobriformis Kunth. provenientes del departamento de La

Libertad 2.

El ensayo de eliminacion del radical DPPH se basa en la premisa de que una sustancia
antioxidante dona un 4dtomo de hidrégeno o un electrén y su propiedad se demuestra
contra el radical DPPH, evidencidandose cambios de color pirpura a amarillo con la
formacion de DPPH-H. Sin embargo, el modelo DPPH no es una prueba especifica de

especies radicales sino de radicales generales, evaluando su potencia como antioxidante
73-74

El segundo ensayo para determinar la capacidad antioxidante fue del radical catiénico
ABTS, el aceite esencial de las partes aéreas Peperomia galiodes Kunth presento un Clso

de 2,7541 mg/mL y para el estdndar Trolox un Clso de 5,2914 ug/mL.
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Okhol y col, evaluaron la actividad antioxidante mediante el ensayo del radical catiénico
ABTS del aceite esencial de la especie vegetal de Peperomia pellucida (L.) Kunth con

valores de Clso de 1,94 y 2,34 mg/mL para hojas y tallos respectivamente 7°.

El ensayo del radical cationico ABTS se decolora completamente del color azul,
caracteristica de una solucién oxidante a una solucién incolora, convirtiéndose en
moléculas neutras de ABTS. La importancia de los mencionados ensayos radica que el
radical DPPH se usa en condiciones alcohdlicas, facilitando la solubilidad de
componentes apolares y de mediana polaridad, el ABTS se prepara en condiciones
acuosas favoreciendo la solubilidad de componentes de elevada polaridad y moderada
polaridad. Ademads se debe tener en cuenta que los compuestos bioactivos no pueden ser
solubles en los medios de reaccion impidiendo la expresion de actividades de eliminacion
de radicales. Las potencias antioxidantes de los ensayos son diferentes debido al tiempo
de reaccion, el ensayo del radical catiénico es de ABTS es de 7 minutos y el del radical
DPPH de 30 min, ademds la cinética de reaccion dependera del tipo, cantidad e

interaccién (antagonismo o sinergismo) de los metabolitos evaluados 7.

En nuestra investigacién, mediante el método de microdilucion, se observé una baja
actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas, con concentraciones minimas
inhibitorias ( CMI ) de 20 uL/mL y 10 uL/mL para Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Bacillus subtilis ATCC 6633, respectivamente. La actividad antibacteriana en bacterias
Gram negativas no presentd actividad significativa, evidencidndose concentraciones
minimas inhibitorias mayores a 40 ul/mL para Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Una observacion similar se noté en una investigacion del aceite esencial de Peperomia
galioides H.B.K con CMI de 25 y 50 pug/mL para Bacillus subtilis ATCC 6633 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, respectivamente *. En Esccherichia coli ATTC
25922 mostrd mayor resistencia a la inhibicién del aceite esencial con CMI 100 ug/mL y
para el caso de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 no se observé actividad alguna

sobre ellas con CMI mayor a 100 ug/mL *.
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Okoh y col, reporté concentracién minimas inhibitoria (CMI) para Staphylococcus
aureus NCINB 50080 de 0,2 mg/mL para el aceite esencial de hojas y aceite esencial de

tallos de Peperomia pellucida (L.) Kunth °.

En otra investigacion se reporté que la actividad antibacteriana del extracto metandlico
de Peperomia galioides inhibié el crecimiento de S. aureus y S. epidermidis a

concentraciones menores de 1 mg/mL 76,

Mediante el método que hemos aplicado de difusion en agar, el aceite de congona presenta
cierta actividad antimicrobiana contra Escherichia coli ATCC 25922, ademas, presenta
actividad nula frente a Pseudomona aeruginosa, en cambio contra Staphylococcus aureus
ATCC25923 presenta una ligera actividad, notdndose al contrastar los valores de

inhibicion del control positivo.

Por su parte Rossi también encuentra actividad antimicrobiana de la congona para S.
aureus ATCC 6538 en extracto metandlico (9-13 mm). y en extracto acuoso (7-8 mm),
para S. epidermidis ATCC 12229 en extracto metandlico (9-13 mm) y en extracto acuoso
(6 mm,) en tanto que para E. coli ATCC 8739 y P. aeruginosa en extracto metanolico y

en extracto acuoso no presenta halos de inhibicién 7.

Los componentes bioactivos Limoneno, « — pineno, Linalol, B-caryophilleno, , a-
humuleno, encontrados en el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth que hemos
investigado, serian los responsables de las actividades antioxidante y antibacteriana,
porque actuarian en sinergismo, potenciando su actividad antirradicalaria y su capacidad
de inhibicién del crecimiento bacteriano, como se sustenta en los trabajos de otros

investigadores en diferentes especies’s8!

Se evalué la actividad fotoprotectora in vitro UVB de una forma dermocosmetica con el
aceite esencial de Peperomia galioides Kunth. a concentraciones de 1, 5 y 10%, con
valores de Factor de Proteccion Solar (FPS) de 1,037; 1,094; 1,296 respectivamente a las
concentraciones anteriormente mencionadas. Davila obtuvo valores de FPS mayores a los
de nuestra investigacion en las emulsiones dermocosméticas con el aceite esencial de
Citrus medica L a concentraciones de 1, 3, 5 y 10% con valores de 5,6; 6,1; 6,1 y 6,2

respectivamente 6 .
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Valores inferiores fueron reportados por Escudero y Culquimboz al evaluaron el Factor
de Proteccion Solar de una crema a partir del extracto de Vasconcellea weberbaueri
(Harms) V.M. Badillo a concentraciones de 1, 3 y 5% con valores de FPS de 0,4428% +
0,0003; 0,5565% + 0,0008 y 0,5892% =+ 0,0002 respectivamente. Estos valores de FPS
son similares a los obtenidos por Medina y Echaiz en las cremas a partir de extracto del
tubérculo Dioscorea trifida L.f. a concentraciones de 1, 3 y 5% con FPS de 0,4421;
0,4458 y 0,4568 782 .

Segtn la clasificacion realizada por COLIPA, se considera a los fotoprotectores con FPS
entre 2a6;8al2;15a25,30a50y <50 como bajo, medio, alto, muy alto y ultra,

respectivamente 3 .
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

. En el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth. se identificaron 86
componentes mediante el andlisis de componentes no volatiles (Inyeccién
liquida), de los cuales 5 fueron los componentes mayoritarios: 1,3-
Benzodioxole, 4-methoxy6-(2-propenyl)- al 71,2%; safrole al 10,34%;
cyclohexane,1-ethenyl-1-methyl-2-1(1-methylethenyl)-4-(1-methylethylidene)
al 4,06%; eucalyptol al 2,54% y alpha-bisabolol al 2,67%.

. En el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth. se identificaron 14
componentes mediante el andlisis de componentes volétiles (Headspace), de los
cuales 3 fueron componentes mayoritarios: eucalyptol al 46,47%; butanoic acid,

2-methyl-,ethyl-ester al 9,16% y safrole al 8,35%.

. El aceite esencial de Peperomia galioides Kunth mostré baja actividad
antioxidante en relacion al estindar Trolox, con valores de capacidad
antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) de 1,9213 y 0,04196 pg Trolox/mg

de aceite mediante los métodos de ABTS y DPPH, respectivamente.
. El aceite esencial de Peperomia galioides Kunth mostré una moderada actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y baja actividad antibacteriana

frente a bacterias Gram negativas.

) Las formulaciones dermocosméticas elaboradas con el aceite esencial de

Peperomia galioides Kunth. presentan un bajo Factor de Proteccion Solar.
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CAPITULO VIL. RECOMENDACIONES

e Desarrollar el fraccionamiento y aislamiento de los componentes del aceite
esencial de Peperomia galioides Kunth, y evaluar las actividades antioxidantes y
antibacterianas a fin de determinar si existe un efecto sinérgico o inhibitorio entre

sus componentes mayoritarios y minoritarios.

e Evaluar la estabilidad de las formulaciones dermocosméticas elaboradas, a fin de
buscar un medio ideal para la incorporacién de los componentes naturales del

aceite esencial de Peperomia galioides Kunth con posibles efectos terapéuticos.

e Realizar estudios in vivo para corroborar las propiedades evaluadas en modelos

experimentales con el aceite esencial de Peperomia galioides Kunth

e Investigar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Peperomia galioides
Kunth frente a otras bacterias evaluando sus concentraciones minimas

bactericidas y concentraciones minimas inhibitorias.
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CAPITULO VIII. ANEXOS

ANEXO 1. Constancia de clasificacion taxonémica

José Ricardo Campos de fa Cruz
CONSULTOR BOTANICO
C. B. P. N2 3796
Tel: 017512863 - RPM 963689079
e-mall: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

mmmuumwweomummm-msw'rooonnn'asmn REGISTRO
DE PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y
PRODUCTOS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N® 0311-2013- MINAGRI-DGFF5-DGEFFS.

Certifica:
Que, JUAN JOSE PONCE COBOS, miembro del Instituto de Investigacion en Ciencias

Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara”, de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, con fines de investigacion cientifica ha solicitado
la certificacion de identificacion botdnica de la planta conocida con el nombre comun de
“congona”, la muestra ha sido identifica como Peperomia galioides Kunth. En base al Sistema
Integrado de Clasificacion de las Angiospermas de Arthur Cronquist. (1981), ocupa las

siguientes categorias taxonomicas.

REINO : Plantae

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Magnoliidae

ORDEN . Piperales

FAMILIA . Piperaceae

GENERO : Peperomia

ESPECIE : Peperomia galioides Kunth

Nombre comin: “congona”
Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.
Lima, 02 de junio del 2018

CBP.
Jr. Sdnchez Silva # 156 - Urb. Santa Luzmila - Lima 07 / e-mail: joricampos@yahoo.es
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ANEXO 2. Peperomia galioides Kunth “Congona”




ANEXO 3. Obtencion del aceite esencial de Peperomia galioides Kunth “Congona”

por destilacion por arrastre a vapor de agua.
13 £ 3

84



ANEXO 4. Fotografia del equipo cromatografo de gases acoplado al espectrémetro de
masas.
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ANEXO 5. Cromatograma de los componentes quimicos del aceite esencial de
Peperomia galioides Kunth mediante Inyeccién Liquida.
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ANEXO 6. Componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial de Peperomia
galioides Kunth mediante Inyeccidn Liquida contrastados con la biblioteca virtual.

<< Target ==

Line#:7 B.Time: 10.970(Scan#:1595) MassPeaks:240
RawMode:Averaged 10.965-10.975(1594-1596) BasePeak:93.05(35715)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

10 ;

M4 260 283204 311 323 347 371383 400 418 446 438 471

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:6850 Library:NIST14slhb
SI:95 Formmula:C10H16 CAS:80-56-8 MolWeight:136 RetIndex:948

CompName: alpha.-Piene $$ Bicyclo[3.1.1]Thept-2-ene, 2.6.6-trimethyl- $$ 2-Pmene $3$ 2,6,5-|Trjn

I
'.5]]P ]'ie .-jr"‘

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

452

ﬁl I I%I I Ig

Figura. Espectro de la estructura del alfa-pinene

<< Target =>

Lme# 15 R.Time:22 555(Scan#:3912) MassPeaks:242

RawMode: Averaged 22.550-22.560(3911-3913) BasePeak:68.05(13341)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

10 ;

200 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
Hit#:1 Entry:6793 Library:NIST14s lib
SI:92 Formula:C10H16 CAS:5989-27-5 MolWeight:136 RetIndex:1018
CompName:D-Limonene $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (R)- $$ p—Menﬂla—L%d

100 T

83
6 bl .
- 5 107 111 .

200 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470

Figura. Espectro de la estructura del D-limonene
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<< Target ==

Lme#:16 R.Time:22 835(Scan#:3968) MassPeaks:289

RawMode: Averaged 22 830-22.840(3967-3969) BasePeak:43.00(376794)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

10

27 343 338368 IET 401 416 430 243

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490
Hit#:1 Entry:10306 Library:NIST14s lib
SI:94 Formula:C10H180 CAS:470-82-6 MolWeight:154 RetIndex:1059
CompName:Eucalyptol $$ Cineole $$ 2-Oxabicyclo[2.2.2]octane, 1.3,3-trimethyl- $$ p—Menl_h.?ne__
100:

474484 485

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490

Figura. Espectro de la estructura del Eucalyptol

<< Target >>

Lme#20 R Time:36.705(Scan#:6742) MassPeaks:251
RawMode:Averaged 36.700-36.710(6741-6743) BasePeak:71.05(5585)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1-Event1 Scan

10 -

173 190 206 221 236 4% 243 257 304313 344 336367 3E9 401 416 434 450 465476 497

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490
Hit#:1 Entry:10353 Library:NIST14s.lib
SI:95 Formula:C10H180 CAS:78-70-6 MolWeight:154 RetIndex:1082
CompName:Linalool $$ 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- $$ beta -Linalool $3$ Linalol $$ L”FFI}‘"'I a
100:

7 ghﬂ'ﬁ

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490

Figura. Espectro de la estructura del Linalool

88



<< Target >>

Lme#:35 R.Time:50.800(Scan#:9561) MassPeaks:300
RawMode:Averaged 50.795-50.805(9560-9562) BasePeak:162.10(2847526)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

10 Ty

168 153 19% 211 224 240 363 Bl 293 313 36 343 339 371 3IBT 397 413424 443 4358 472 490

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490
Hit#:1 Entry:11680 Library:NIST14s.lib
SI:97 Formula:C10H1002 CAS:94-59-7 MolWeight:162 RetIndex:1327

CompName:Safrole $$ 1,3-Benzodioxole, 5-(2-propenyl)- $$ Benzene, 4-allyl-1 2-(methylenedioxy
100

] 3]

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490

Figura. Espectro de la estructura del Safrole

<< Target >>
Line#48 R Time:57.095(Scan#:10820) MassPeaks:307
RawMode: Averaged 57.090-57.100(10819-10821) BasePeak:93.05(198597)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
10

4 XE) 243 133 177 M7 314 317 341 333 34 I7E 404 417427 442 458 453
20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460

Hit#:1 Entry:19087 Library:NIST14s lib

SI:95 Formula:C15H24 CAS:87-44-5 MolWeight:204 RetIndex:1494

CompName:Caryophyllene $$ Bicyclo[7.2.0]undec-4-ene, 4__11,11—tl'imethyl-8-1neth}=leue7%}=f§{;_ﬂl£
100: - !

Figura. Espectro de la estructura del Caryophyllene
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<= Target >>

Lmne#:52 R Time:58 625(Scan#:11126) MassPeaks:313
RawMode:Averaged 58.620-58.630(11125-11127) BasePeak:93.05(69271)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

10

27337 355 3M 385 308 470 451 266 481 497

20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460
Hit#:1 Entry:19088 Library:NIST14s lib
SI:96 Formula:C15H24 CAS:6753-98-6 MolWeight:204 RetIndex:1579

CompName-Humulene $$ alpha -Caryophyllene $$ 1 4 8-Cycloundecatriene, 2. 6.6 9- tetr'mleth}fl-
100

Figura. Espectro de la estructura del Humulene

<< Target >>
Line#59 R Time:60 580(Scan#:11517) MassPeaks:314
RawMode:Averaged 60.575-60.585(11516-11518) BasePeak:121.10(1176145)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event1 Scan
100=

50:_

147 lllf.' 75 189 204 331 278 301 331 338 354366 3B 405 20 447 250 483
I'IIIII'IIIT.I.'.T.'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'II

20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460
Hit#:1 Entry:19161 Library:NIST14s b

SI:92 Formula:C15H24 CAS:3242-08-8 MolWeight:204 RetIndex:1431

CompName:Cyclohexane, 1-etllen}-'l—1—meﬂlyl-ﬁ-(1—rllethyletllen}-'l)—’t-(1—n1eﬂ1}fleﬂ1}']iden13}— §$,J;\EN
100 :

: PN
6 | 107 ]xj
5 67 1 _q 5 . ]]'\

[

20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460

Figura. Espectro de la estructura del Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-
methylethenyl)-4-(1-methylethylidene)-
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<< Target >>

Line#:64 R.Time:62.100(Scan#:11821) MassPeaks:264

RawMode: Averaged 62.095-62.105(11820-11822) BasePeak:192.05(426743)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

100= 15
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e : 165
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:16951 Library:NIST14s lib
SI:85 Formula:C11H1203 CAS:607-91-0 MolWeight:192 RetIndex:1516
CompName:1 3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)- $3 Benzene, 5—3]1}?1—l-methoggﬁ{'-z_j—(me-'
0

100
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
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Figura. Espectro de la estructura del 1,3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)

<< Target >>

Line#83 R Time:69 460(Scan#:13293) MassPeaks:320
RawMode:Averaged 69.455-69.465(13292-13294) BasePeak:43.00(514712)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

10
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:21670 Library:NIST14s hib
SI:94 Formmula:C15H260 CAS:515-69-5 MolWeight:222 RetIndex:1625

CompName: alpha -Bisabolol $3$ Bisabolol $$ 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha. 4-dimethyl- alph
100

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura. Espectro de la estructura del alpha.-Bisabolol
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<< Target >>

Lme#:55 R.Time:59 275(Scan#:11256) MassPeaks:274
RawMode:Averaged 59.270-59.280(11255-11257) BasePeak:131.10(391807)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

10

275 190 316 332 M3 337 383 401 415 439 456 4E1

200 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
Hit#:1 Entry:14310 Library:NIST14s lib
SI:98 Formula:C11H1202 CAS:4192-77-2 MolWeight:176 RetIndex:1367
CompName:2-Propenoic acid, 3-phenyl-, ethyl ester, (E)- $3$ Ethyl (2E)-3-phenyl-2-propenoate # $:
176

100 r J\/
P, ':'\___--‘
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143 138

200 50 B0 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
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Figura. Espectro de la estructura del 2-Propenoic acid

<< Tarpet =>

Lme#58 R .Time:59 860(Scan#:11373) MassPeaks:275

RawMode: Averaged 59.855-59 865(11372-11374) BasePeak:161.15(160873)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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]l' | 175 188 ) X33 Ml 334 276 303316 333 346 375385 403 432 443455 477 491
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20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
Hit#:1 Entry:19185 Library:NIST14s lib
SI:93 Formula:C15H24 CAS:23986-74-5 MolWeight:204 RetIndex:1515
CompName:Germacrene D $$ (SJZ,tSZ}—E-Isopropyl-l-methyl—5-metll}-'lenecyclode?a-1,ﬁ-diEITe $3
100

P P -
G 4 118 ﬁ
2 7 g ! 147 :

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470

Figura. Espectro de la estructura del Germacrene
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<< Target ==

Lime#:5 R.Time:5.850(Scan#:571) MassPeaks:282
RawMode:Averaged 5 845-5.855(570-572) BasePeak 43 00(896597)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1-Event 1 Scan

10

121 137 167 178 208 233 130 361 184293 3135 339 35 373 386 399 431 442 456 450
| PR P . P ) et PR b7 T P R L IPLIE) i) R L R (Y F i FO ) R O P |

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:3661 Library:NIST14s lib
SI:95 Formula:CeéH1202 CAS:123-42-2 MolWeight:116 Reflndex:845
CompName:2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- $$ Acetonyldimethylcarbinol $$ Diacetone alcohol

100 9] OH
)k/fa

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura. Espectro de la estructura del 2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl

=< Target >
Lme#:13 R.Time:17.340(Scan#:2869) MassPeaks:309

RawMode: Averaged 17.335-17.345(2868-2870) BasePeak:41.05(103199)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan
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l , 107 121 136 152 167 179190 207 332 134 182 276 302312 333 356 373 386 44 416427 442 455 4T04BD 495
LR BE 0 LN R At I [ KRR e IE | | R R S R R ) IR [ |

50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490
Hit#:1 Entry:6778 Library:NIST14s lib

SI:95 Formula:C10H16 CAS:123-35-3 MolWeight:136 RetIndex:958

CompName: beta.-Myrcene $$ 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- $$ Myrcene $3$ 7-Methyl-3-r
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130 170 210 250 290 330 370 410 450 490
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Figura. Espectro de la estructura del beta-myrcene
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ANEXO 7. Cromatograma de los componentes quimicos volatiles del aceite esencial de

Peperomia galioides Kunth mediante Headspace
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ANEXO 8. Componentes quimicos del aceite esencial de Peperomia galioides Kunth
mediante Inyeccién Headspace contrastados con la biblioteca virtual.

Library
<< Target >>
Lme# 1 R.Time:5.900(Scan#:581) MassPeaks: 221
RawMode:Averaged 5.895-5.905(580-582) BasePeak:54.00(32542)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan
1005 G
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:2807 Library:NIST14s lib
SI:92 Formula:C8H14 CAS:931-88-4 MolWeight:110 RetIndex:941
CompName: E*u, clooctene $$ (Z)-Cyclooctene $$ 1-Cyclooctene # $$

1005 7 AN
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= 118 \.\ r;

2 0: 7 +5 [102 e g X,
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Figura. Espectro de la estructura del Cyclooctene

<< Target >>

Line#:2 R.Time:6.940(Scan#:789) MassPeaks:272
RawMode:Averaged 6.935-6.945(788-790) BasePeak:57 05(69950)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

100 :
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.|_4 I 185 130 147 186 195205 ¥21131 259268 B2 289 320330 343 357368378 306 419 444 474
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:5686 Library:NIST14s.lib
SI:97 Formula:C7H1402 CAS:7452-79-1 MolWeight:130 RetIndex:820
CompName:Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester $$ Butyric acid, 2-methyl-, ethyl ester $$ Eth},l a

100
10z “‘v"’s\ﬁ\x/’
. c-
417 13

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura. Espectro de la estructura del Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester
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<< Target ==
Line#:3 R Time:12.100(Scan#:1821) MassPeaks:321
RawMode:Averaged 12.095-12.105(1820-1822) BasePeak:93.05(37445)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

100 T
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:6850 Library:NIST14s.lib
SI:96 Formula:C10H16 CAS:80-56-8 MolWeight:136 RetIndex:948
CompName: alpha -Pinene $$ Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2.6.6-trimethyl- $$ 2-Pmene $$ 2,6;6-|Tm1'

100
f/L\'\‘
85 p 136 ﬁj

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

T |$| 1
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Figura. Espectro de la estructura del alpha-Pinene

<< Target >>

Line#:4 R.Time:16.445(Scan#:2690) MassPeaks:320
RawMode:Averaged 16.440-16.450(2689-2691) BasePeak:93.05(21178)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:6809 Library:NIST14slib
SI:96 Formula:C10H16 CAS:127-91-3 MolWeight:136 RetIndex:943
CompName: beta -Pinene $$ Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene- $$ E(IG}EE’inene $3

1007
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0 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura. Espectro de la estructura del beta-Pinene
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<< Target >>

Line#5 R.Time:19.010(Scan#:3203) MassPeaks: 253
RawMode:Averaged 19.005-19.015(3202-3204) BasePeak:41.00(65980)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

100

363 378 395 483

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450
Hit#:1 Entry:6778 Library:NIST14slib
SI:94 Formula:C10H16 CAS:123-35-3 MolWeight:136 RetIndex:958
CompName: beta.-Myrcene $$ 1,6-Octadiene, 7-methyl-3-methylene- $3 Myrcene $$ 7-Methyl-3-r
/

100
~\_\ i,f

415 420 444 461

10 50 S0 130 170 210 250 290 330 370 410 450

Figura. Espectro de la estructura del beta-myrcene

<< Target ==

Line#:6 R .Time:24 625(Scan#:4326) MassPeaks:292
RawMode:Averaged 24 620-24.630(4325-4327) BasePeak:93.10(3187)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

100
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168 189 X7217 181 9B 311 328 344 360

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
Hit#:1 Entry:6792 Library:NIST14s lib
SI:86 Formula:C10H16 CAS:5989-27-5 MolWeight:136 RetIndex:1018
CompName:D-Limonene $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-, (R)- $$ p-Mentha-] 8-d:
100

247 160

20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470

Figura. Espectro de la estructura D-Limonene
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<< Target >>

Line#:7 R .Time:24 985(Scan#:4398) MassPeaks:309

RawMode: Averaged 24 980-24 990(4397-4399) BasePeak:43 00(167879)

BG Mode:Cale. from Peak Group 1 -Event 1 Scan
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Entry:10306 Library:NIST14s lib
SI:92 Formula:C10H180 CAS:470-82-6 MolWeight:154 RetIndex:1059
CompName:Eucalyptol $$ Cineole $$ 2-Oxabicyclo[2.2.2]octane, 1,3, 3-trimethyl- $$ p—l‘v[enthqne__
100 B
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Figura. Espectro de la estructura del Eucalyptol

<< Target >>
Line#:8 R.Time:44 040(Scan#:8209) MassPeaks:301

RawMode: Averaged 44.035-44.045(8208-8210) BasePeak:105.05(14374)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 -Event 1 Scan
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0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480
Hit#:1 Entry:9176 Library'NIST14s 1lib
SI:96 Formmla:C9H1002 CAS:93-89-0 MolWeight:150 RetIndex:1160
CompName:Benzoic acid, ethyl ester $$ Ethyl benzenecarboxylate $$ Ethyl benzoate $$ Benzoi, e

i \_/ﬂ
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Figura. Espectro de la estructura del Benzoic acid, ethyl ester
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<< Target >>

Line#:9 R . Time:45390(Scan#:8479) MassPeaks:303
RawMode:Averaged 45.385-45.395(8478-8480) BasePeak:59.05(16387)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 -Event 1 Scan
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10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450

Hit#:1 Entry:10327 Library:NIST14s.lib

SI:97 Formula:C10H180 CAS:98-55-5 MolWeight:154 RetIndex:1143

CompName: alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha., alpha 4-trimethyl- $$ p-Meant]
100 |

L

0 153
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Figura. Espectro de la estructura del Alpha-Terpineol

<< Target ==
Line#:10 R_Time:48.520(Scan#:9105) MassPeaks:231
RawMode:Averaged 48.515-48.525(9104-9106) BasePeak:81.05(9378)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

100:
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10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Hit#:1 Entry:9863 Library:NIST14s lib
SI:95 Formula:C10H160 CAS:89-82-7 MolWeight:152 Retlndex:1212
CompName:Pulegone $$ Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethylidene)-, (R)- $$ p—Menll’{}fﬁ)-

100 5

16

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura. Espectro de la estructura del Pulegone

99



<< Target >>

Line#:11 R Time:51 415(Scan#:9684) MassPeaks:274
RawMode:Averaged 51 410-51.420(9683-9685) BasePeak:162.10(100906)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

100

366 3B4 418 430420473 466 478 496

140

10 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490
Hit#:1 Entry:11680 Library:NIST14s lib
SI:97 Formula:C10H1002 CAS:94-59-7 MolWeight:162 RetIndex:1327
CompName:Safrole $$ 1 3-Benzodioxole, 5-(2-propenyl)- $3$ Benzene, 4-allyl-1 2-(methylenedioxy
100 133 0
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Figura. Espectro de la estructura del Safrole

<< Target >>

Line#:12 R.Time:57.820(Scan#:10965) MassPeaks:276

RawMode: Averaged 57 815-57 825(10964-10966) BasePeak: 41 00(6799)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan
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20 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
Hit#:1 Entry:19033 Library:NIST14s.lib
SI:95 Formula:C15H24 CAS:87-44-5 MolWeight:204 RetIndex:1494

CompName:Caryophyllene $3 Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11.11-trimethyl-8-methylene- -(1F
1005 : T
- 7 133 = /
604 | G \."\r-"’j
EDE 27 i 147 ]i:ll L?l: '-IEP 1-{; L"lr'.'!-»._h

0 50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470
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Figura. Espectro de la estructura del Caryophyllene
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<< Target >>

Lme# 13 R.Time:61.255(Scan#:11652) MassPeaks:325
RawMode:Averaged 61.250-61.260(11651-11653) BasePeak:121.15(20501)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

100

304 323
20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460

Hit#:1 Entry:19159 Library:NIST14s.lib

SI:92 Formula:C15H24 CAS:15423-57-1 MolWeight:204 RetIndex:1603

CompName:1 5-Cyclodecadiene, 1 5-dimethyl-8-(1-methylethylidene)-, (E E)- $$ (]“:emlacrenelB $

100 -
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Figura. Espectro de la estructura del 1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-
methylethylidene)

<< Target >>

Line#:14 R.Time:62.375(Scan#:11876) MassPeaks:303
RawMode:Averaged 62 370-62.380(11875-11877) BasePeak 192 05(113914)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Event 1 Scan

100 -

X7 17 251 270 2B434 33 336 332 366 34 407 423 4 443 488

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
Hit#:1 Enftry:16946 Library:NIST14s lib
SI:96 Formula:C11H1203 CAS:607-91-0 MolWeight:192 RefIndex:1516
CompName:1 3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)- $$ Benzene, 5-;111}*1—l-methoﬁr—l,B-(1n9'
. 0
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Figura. Espectro de la estructura del 1,3-Benzodioxole, 4-methoxy-6-(2-propenyl)-

101



