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RESUMEN

El aceite esencial de Piper ecuadorense se obtuvo mediante hidrodestilacion. La composicién
quimica del aceite esencial se determind mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y al detector de ionizacién de llama. La actividad biol6gica fue
evaluada por el método de microdilucion en caldo y la actividad antioxidante mediante dos
métodos espectrofotométricos: ABTS* y DPPH. También se determind las propiedades fisicas
del aceite. Se identificaron 56 compuestos que representan el 98,98% del aceite esencial, los
componentes mas representativos fueron: a-Phellanderene (6,89%), 6-Elemene (6,83%), B
Elemene (3,55%), a-Humulene (3,20%), Bicyclogermacrene (12,98%), d-Cadinene (3,85%),
(E)-Nerolidol (6,88%), Germacrene D-4-ol (5,04%), 3-Thujopsanone (11,59%) y Shyobunol
(5,79%). La densidad fue de 0,9269 g/cm?® y el indice de refraccion de 1,5043. El aceite
esencial present6 una actividad microbiana moderada frente a Staphylococcus aureus (CMI
125 pg/mL) mientras que las demas cepas bacterianas no fueron inhibidas a las dosis
probadas; en lo que respecta a hongos mostré buena actividad frente a T. mentagrophytes
(CMI 62,5ug/mL) y T. rubrum (CMI 31,5 pg/mL). El aceite esencial de esta especie no reveld

actividad antioxidante a las concentraciones evaluadas.

PALABRAS CLAVES: Piper ecuadorense, aceite esencial, Bicyclogermacrene, CMI, DPPH,
ABTS".



ABSTRACT

The essential oil of Piper ecuadorense was obtained by hydrodistillation. The chemical
composition of the essential oil was determined by gas chromatography coupled with mass
spectrometry and the flame ionization detector The biological activity was evaluated by broth
microdilution method and the antioxidant activity by two spectrophotometric methods: ABTS
assay, and the DPPH method. Oil physical properties were also determined. Fifty-six
compounds were identified representing 98.98 % of the essential oil. The most representative
components were: a-Phellanderene (6,89%), 6-Elemene (6,83%), B Elemene (3,55%), a-
Humulene (3,20%), Bicyclogermacrene (12,98%), 6-Cadinene (3,85%), (E)-Nerolidol (6,88%),
Germacrene D-4-ol (5,04%), 3-Thujopsanone (11,59%), y Shyobunol (5,79%). The density
was 0,9269 g/cm?® and the refractive index 1,5043. The essential oil presented a moderate
microbial activity against Staphylococcus aureus (MIC 125 pug/mL), while other bacterial strains
were not inhibited at the doses tested, with respect to fungi showed good activity against T.
mentagrophytes (CMI 62,5ug / mL), and T. rubrum (CMI 31,5 ug/mL). The essential oil of this

species do not showed antioxidant activity at various concentrations evaluated.

Key words: Piper ecuadorense, essential oil, Bicyclogermacrene, CMI, DPPH, ABTS*



INTRODUCCION

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en
desarrollo. De acuerdo a la OMS (1979) una planta medicinal es definida como cualquier
especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propdésitos
terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de

nuevos farmacos (Bermudez et al., 2005).

En los ultimos afios se ha evidenciado un extraordinario auge de la quimica de los productos
naturales en el &mbito mundial. Entre los tres grupos de productos de origen botanico que
mayor probabilidad tendran en la proxima década se encuentran los aceites esenciales y sus

constituyentes, provenientes de diferentes especies vegetales (Acevedo et al., 2013).

Como respuesta a esta tendencia, los aceites esenciales son uno de los principales productos
naturales usados en un amplio rango de materiales comerciales y de consumo masivo; los
cuales se definen como mezclas complejas de sustancias organicas volatiles, provenientes

en su mayoria del metabolismo de organismos vegetales (Pino, N. et al., 2009).

Estudios realizados en especies de la familia Piperaceae han revelado una gran variedad de
efectos biolégicos, lo que la convierte en una de las mas promisorias para la busqueda de
compuestos bioactivos. El género mas representativo es el género Piper es uno de los mas
diversos géneros entre el linaje de las angiospermas, del cual se puede obtener aceites
esenciales que presentan gran diversidad de compuestos, dada su riqueza quimica y

aplicaciones en la medicina tradicional (Celis et al., 2008).

Piper ecuadorense arbusto nativo de Ecuador y Colombia, la planta es conocida popularmente
como "matico de monte ", se utiliza como un remedio tradicional por diferentes comunidades
indigenas de las provincias de Lojay Zamora en Ecuador; como por ejemplo en el tratamiento

de la resaca, como desinfectante o cicatrizante de heridas (Ramirez, J. et al., 2013).

Piper ecuadorense plata nativa del sur del Ecuador, aliin no reporta estudios fitoquimicos, ni
biol6gicos en lo que respecta a aceite esencial, razén por la cual es importante el estudio de
nuevos de compuestos Utiles con propiedades, antifingicas y bactericidas que inhiban el
crecimiento de un amplio grupo de microorganismos patdgenos, brindando informacion para
futuros estudios y aplicaciones de la mencionada especie con el fin de aprovechar nuestros

recursos naturales como alternativa de salud.

El presente estudio consiste en la determinacion de la composicion quimica, propiedades

fisicas y evaluacion de la actividad biolégica del aceite esencial de P. ecuadorense del cantén

3



Saraguro. Esta investigacion contribuye al estudio de la flora aromatica del canton Saraguro
(Regiodn Sur del Ecuador) que se esta llevando a cabo en la Seccién de Ingenieria de Procesos
del Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja.

Se pretende determinar los compuestos quimicos presentes en el aceite esencial de Piper
Ecuadorense mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
EM) y al detector de ionizacion de llama (GC-FID), empleando dos tipos diferentes de
columnas, DB-5MS y HP-INNOWAX. Las propiedades fisicas (densidad e indice de
refraccion) del aceite esencial que nos sirven como indicadores de calidad, también es
necesario documentar estas caracteristicas para estudios mas avanzados del aceite dentro

de la industria farmacoldgica.

Ademas determinar si esta especie tiene potencial antifingico y/o actividad antibacteriana
mediante el método de microdilucién en caldo que evalla la concentracion minima inhibitoria
(CMI) usando una concentracion de 5x10° ufc/mL para bacterias Gram-negativas
[Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC9997), Proteus
vulgaris (ATCC 8427), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (LT2)] vy
bacterias Gram-positivas [Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)], y una concentracion de 5x10* esporas/mL para hongos dermatofitos
[Trichophyton rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185)]

Recientemente, se ha incrementado la busqueda de antioxidantes de origen natural para ser
usados en alimentos y como base de nuevos farmacos y asi reemplazar los antioxidantes
sintéticos debido a las restricciones de carcinogenicidad que éstos presentan (Mufioz et al.,
2007). Lo cual lo hace un tema importante para el estudio de diversas especies, por lo que se
consider6 importante evaluar la actividad antioxidante de dicha especie mediante dos
métodos espectrofotométricos: capacidad de atrapamiento del cation-radical ABTS* y del
radical DPPH.
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1.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios, producidos al momento de activarse
mecanismos de defensa como respuesta a factores ambientales y ecoldgicos (Rodriguez et
al., 2012). Son biosintetizados por plantas arométicas y pueden obtenerse de cualquier 6rgano
de la misma (hojas, raices, tallo, flores, capullos, etc.). Estan constituidos por una variedad de
constituyentes quimicos volatiles, principalmente terpenoides, asi como compuestos
aromaticos y alifaticos que le proporcionan caracteristicas como olor, sabor y actividad
bioldgica, ademas tienen gran aplicacion en la industria farmacéutica, sanitaria, cosmética,

agricola y de alimentos (Bakkali et al., 2008 ).

Son productos apreciados ya desde la antigledad por sus propiedades medicinales. No
obstante, el interés por sus diversas aplicaciones ha experimentado un notable incremento en
las dltimas décadas (Cafigueral & Vila, 2007). Como respuesta a esta tendencia, los aceites
esenciales son uno de los principales productos naturales usados en un amplio rango de

materiales comerciales y de consumo masivo (Pino, N. et al., 2009).
1.1.1. Extraccion.

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante varios métodos
como son: expresion, destilacion con vapor de agua, extraccién con solventes volatiles,
enfleurage y con fluidos supercriticos. Una de las técnicas mas utilizadas para la extraccion
de aceites esenciales es la destilacion por arrastre con vapor, en la que factores como el
tamafio de particula del material vegetal, el factor de empaquetamiento o densidad del lecho
y el tiempo de extraccion, influyen en la composicién y rendimiento de los aceites obtenidos
(Martinez, 2001).

En la destilacion por arrastre con vapor de agua, la materia prima vegetal generalmente fresca
es cargada en un hidrodestilador, de manera que forme un lecho fijo compactado, es sometido
a una corriente de vapor de agua sobrecalentada. Conforme el vapor entra en contacto con el
lecho, la materia prima se calienta y va liberando el aceite esencial contenido, siendo es

arrastrado y posteriormente condensado (Martinez, 2001; Rodriguez et al., 2012).

A la salida del condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable, que es separada en
un decantador dinamico o florentino. El proceso termina cuando el volumen del aceite esencial
acumulado en el florentino no varie con el tiempo de extraccion (Rodriguez et al., 2012). Esta
técnica es muy utilizada especialmente a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la

pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Martinez, 2001).



1.1.2. Clasificacion.

Segun Martinez (2001) los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios:

consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.
De acuerdo con su consistencia se clasifican en:

e Las Esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente.

e Los Béalsamos son de consistencia mas espesa, poco volatiles y propensos a sufrir
reacciones de polimerizacion.

e Las Oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son

tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisoélidas.
Teniendo en cuenta su origen se clasifican como: naturales, artificiales y sintéticos.

e Los naturales, son los que se obtienen directamente de la planta, sin ningun tipo de
modificacion, con rendimientos tan bajos que resultan muy costosos.

¢ Los artificiales se producen por medio de mezclas o enriqueciendo la esencia con uno
0 varios de sus componentes.

e Los aceites esenciales sintéticos son los producidos por la combinacion de sus
componentes los cuales la mayoria de las veces son producidos por procesos de
sintesis quimica. Estos son mas econémicos y por lo tanto son mucho mas utilizados

como aromatizantes y saborizantes.
De acuerdo con el tipo de sustancias que son los componentes mayoritarios.

e Segln esto los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites
esenciales monoterpenoides (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.).

e Los ricos en sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej.
copaiba, pino, junipero, etc.).

e Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (p.ej. clavo,

canela, anis, etc.

1.1.3. Caracterizacion.

Segun Stashenko (2009) el proceso de caracterizacion de un aceite se divide en varios pasos,
cada uno de los cuales puede ser de menor a mayor relevancia para la toma de decision sobre
la aplicacion del aceite dado en una de las ramas de la industria (alimentos, bebidas,

cosméticos, etc.) o en medicina (aromaterapia, homeopatia, fitofarmacos). De esta manera



se somete a una caracterizacion completa llevando a cabo los siguientes pasos:

1. Evaluacién organoléptica (sensorial): se lo realiza a través de expertos
denominados catadores.

2. Determinacién de propiedades fisico quimicas: como densidad, indice de
refraccién, etc. Estos andlisis son principalmente usados como pruebas de pureza y
control de calidad basica de los aceites

3. Determinacion de propiedades biologicas: por ejemplo las propiedades
antimicrobianas y antioxidantes son importantes para que el aceite sea un excelente
candidato como ingrediente natural en productos cosméticos o de higiene personal.
Siempre y cuando no posea propiedades alergénicas o toxicas.

4. Determinacion de la composicidon quimica: corresponde a uno de los analisis mas
importantes empleando técnicas de cromatografia de gas. La cual es una técnica
separativa que tiene la cualidad de conseguir la separacion de mezclas muy
complejas. Ademas tiene la ventaja de disponer de detectores mucho mas universales
(por ejemplo, el de ionizacién de llama). Asimismo, para nhumerosas aplicaciones, los

métodos son mas simples, mas rapidos y mas sensibles.
1.1.3.1. Cromatografia de gases.

La cromatografia gases es una técnica que separa mezclas en componentes individuales, en
la cual una fase se mantiene fija y la otra se mueve a través de ella. La fase movil (el disolvente
gue desciende a través de la columna) es un gas (generalmente Helio (He), u otros como:
Nitrégeno (N2) o hidrogeno (H)). La fase estacionaria (la que se encuentra fija en el interior)
es normalmente un liquido no volatil viscoso enlazado quimicamente a las paredes interiores
de un tubo capilar o a la superficie de las particulas sélidas empaquetadas dentro de la
columna. El reparto de solutos entre la fase mévil y estacionaria da lugar a la separacién
(Harris, 2007).
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Figura 1. Diagrama esquematico de un cromatografo de gases
Fuente: Harris (2007).



Enlafigura 1, se muestra un diagrama esquematico de un cromatégrafo de gases. La muestra
de un liquido volatil o de un gas se inyecta a través de un septo (diafragma de silicona), en un
inyector caliente, en cuyo interior se evapora rapidamente. El vapor es arrastrado a través de
la columna por el gas portador (He, N> O H>), y los analitos después de separados llegan al
detector, cuya respuesta aparece en la pantalla de un ordenador o en un registrador. La
columna debe estar lo suficientemente caliente para que los analitos alcancen una presion de
vapor adecuada y eluyan en un tiempo razonable. El detector se mantiene a una temperatura
mas elevada que la columna, de forma que los analitos se encuentren en forma gaseosa
(Harris, 2007).

En la actualidad, la separacién de los componentes volatiles y semivolatiles de una muestra
se realiza por cromatografia de gases; la combinacion de altas resoluciones, la sensibilidad y
los tiempos cortos de andlisis la han convertido en una técnica de rutina usada en la mayoria
de los laboratorios quimicos, por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de
manera casi inequivoca cualquier sustancia pura, pero hormalmente no es capaz de identificar
los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes,
debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros de
cada componente. Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, CG y EM da lugar a una
técnica combinada CG-EM que permite la separacién e identificacién de mezclas complejas
(Gutiérrez & Droguet, 2002).

El detector de ionizacion de llama, es talvez el mas ampliamente utilizado en cromatografia
de gases, debido a su gran sensibilidad, amplio intervalo de respuesta lineal, poco ruido,
robustez y sencillez. Es el detector que normalmente se usa con columnas capilares (Skoog
et al., 1997). Este tipo de detector es de respuesta universal, ya que es selectivo hacia los
compuestos que presentan enlaces C-H, por lo que son muy pocos los compuestos que no

dan sefial en él. (Arderiu et al., 1997).

Un detector de ionizacién de llama, como el que se muestra en la figura 2, se basa en que el
eluato se quema en una mezcla de H: y aire. Los &tomos de carbono producen radicales CH,
que producen iones CHO". La produccion de iones es estrictamente proporcional al nimero
de &tomos de carbono susceptibles de ionizarse, que penetran en la llama. Los cationes que
se producen en la llama conducen la corriente eléctrica desde la punta del quemador que
actla de anodo a un colector catddico. Esta corriente es la sefial que da el detector (Harris,
2007).
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El grado de ionizacion térmica es directamente proporcional a la cantidad de muestra
gquemada en la llama. La corriente producida es amplificada y trasmitida a un registrador
(Arderiu et al., 1997).

1.1.4. Propiedades.

Los aceites esenciales generalmente son fluidos, mas livianos que el agua, de olor fuerte y
penetrante que recuerdan a la planta de origen, incoloros o amarillentos, translicidos,
miscibles en solventes organicos e inmiscibles en agua. Son inflamables, no son toxicos,
aungue pueden provocar alergias en personas sensibles a determinados terpenoides (Castro,
2008).

Segun la Agencia de Drogas y Alimentos de E.E.U.U. (FDA) (Code of Federal Regulations,
2003) citada por Rodriguez et al. (2012) los aceites esenciales son aceptadas como
sustancias seguras, son inocuos, mientras la dosis suministrada no supere los limites de
toxicidad. Sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de
acidos y alcalis fuertes, generando oligdmeros de naturaleza indeterminada. Son solubles en
los disolventes organicos comunes. Casi inmiscibles en disolventes polares asociados (agua,
amoniaco). Tienen propiedades de solvencia para los polimeros con anillos arométicos

presentes en su cadena.
1.1.5. Usosy aplicaciones.

Todos los aceites esenciales pueden presentar diversos tipos de funcionalizacion, aunque

bésicamente estan orientados a la perfumeria; la cosmética; la industria farmacéutica, como

aditivo e insumo para sintetizar compuestos, como agentes carminativos, estimulantes,
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diuréticos y antirreumdticos, algunos poseen propiedades insecticidas, antifingicas y
antibacterianas frente a microorganismos patégenos; en la industria alimentaria, como aditivo
e insumo para la fabricacion de productos de higiene personal y de limpieza doméstica
(Rodriguez et al., 2012; Sanchez et al., 2009).

En los dltimos afios, la aromaterapia ha tenido un gran crecimiento y aceptacion en el mercado
mundial. La comercializacién de los aceites esenciales puros, como ingredientes de los
productos aromaterapicos, ha creado una mayor demanda y ha motivado la bisqueda de
nuevos aromas, mas exoticos y con propiedades seudofarmacoldgicas. Otras aplicaciones
nuevas surgidas Ultimamente y con un gran potencial futuro son de ingredientes para la

formulacién de biocidas para uso veterinario o agricola (Rodriguez et al., 2012).
1.2. Actividad Biolégica

En los Ultimos afios, un gran nimero de aceites esenciales y sus constituyentes han sido
investigados por sus propiedades antimicrobianas frente algunas bacterias y hongos.
Actualmente especies de plantas promisorias de uso etnofarmacolégico son fuentes de
informacién para el descubrimiento de posibles sustancias con importante actividad bioldgica;
la investigacién en plantas, se realiza en muchas latitudes con resultados muy promisorios
(Ramirez, L. & Marin, 2009).

Al ser utilizados antibacterianos sintéticos y la tendencia actual por parte de los consumidores
de no adquirir productos con este tipo de compuestos, se ha generado un interés considerable
en la investigacion de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos. Teniendo en
cuenta que estos estan conformados por un nimero amplio de compuestos quimicos, lo mas
probable es que su accion antibacteriana no sea atribuible a un mecanismo especifico, sino a

una sinergia entre todos los componentes (Yafiez & Cuadro, 2012).

Una caracteristica importante que presentan los aceites esenciales es su hidrofobicidad, lo
gue les permite adherirse a la membrana de la célula bacteriana, afectando su presion y por
consiguiente la hace més permeable ocasionando la fuga de iones presentes al interior de la
célula. Basicamente el efecto antimicrobiano que ejerce un aceite esencial se debe a su efecto
a nivel de la perturbacion de la membrana citoplasmética, la alteracion de la fuerza motriz de
protones y el flujo de electrones. Los dafios a la pared y membrana de la célula ocasionan la

fuga de macromoléculas y por consiguiente la lisis (Yafiez & Cuadro, 2012).
1.2.1. Bacterias.

Las bacterias poseen un tamafio medio que oscila entre 2 y 10 um, su citoplasma esta repleto
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de ribosomas, el material genético esta constituido por acido desoxirribonucleico (DNA), y
forman un conglomerado compacto carente de membrana nuclear y una membrana
citoplasmética que confiere la forma a la célula. Se clasifican en dos grupos diferentes en
funcion de la estructura de su pared, un grupo las denominadas Gram-positivas, que solo
poseen peptidoglicanos; el otro, las denominadas Gram-negativas, tienen adosada por fuera
del peptidoglicano una membrana rica en polisacéridos (Prats, 2006)

1.2.1.1. Bacterias Gram-positivas.
e Staphylococcus aureus

Microorganismo de gran importancia médica, reconocido como uno de los principales agentes
patdgenos para el humano, contiene mas de 30 especies y muchas son habitantes naturales
de la piel y las membranas mucosas. No forma esporas, puede encontrarse solo, en pares,
en cadenas cortas o0 en racimos, anaerobio facultativo (Bustos et al., 2006). Coloniza e infecta
a pacientes hospitalizados con defensas disminuidas y a personas inmunocompetentes en la
comunidad. Produce diversas patologias, desde un absceso de piel hasta septicemias

mortales y choque toxico estafilocécico (SSTS) (Hurtado et al., 2002).
e Enterococcus faecalis

Habitante normal del tracto gastrointestinal humano, anaerobio facultativo, inmovil, no
esporulado. Han sido identificados como patégenos oportunistas para los humanos, pudiendo
causar diferentes enfermedades como la endocarditis, bacteriemias enterocéccicas e
infecciones. Numerosos estudios han mostrado que estos microorganismos pueden
transmitirse de una persona a otra en el hospital por instrumentos clinicos o a través de las

manos de los trabajadores de la salud (Diaz et al., 2010).
1.2.1.2. Bacterias Gram-negativas.
e Pseudomona aeuriginosa

Bacilos moviles, tiene forma de baston, aerobio obligado, forma colonias redondas y lisas de
un color verdoso fluorescente. Tiene una amplia distribucion en la naturaleza y suele estar
presente en medios humedos de los hospitales. Causa enfermedades en personas con

defensas anormales (Brooks et al., 2011).
e Klebsiella Neumoniae

Bacilos gramnegativos que muestran multiplicacion mucoide, capsulas de polisacarido de
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gran tamafio y falta de motilidad. Produce una pequefia porcion de las neumonias bacterianas,
consolidacion pulmonar necrosante por hemorragia extensa, infecciones urinarias y

bacteriemia en pacientes débiles (Brooks et al., 2011).
e Proteus vulgaris

Las bacterias del genero Proteus producen infecciones en el ser humano solo cuando las
bacterias salen del tubo digestivo. Se encuentran en las infecciones urinarias y producen
bacteriemia, neumonia y lesiones focales en pacientes débiles o en los que reciben infusiones
intravenosas. Proteus vulgaris y Morganella morganii son microorganismos patégenos de
infecciones hospitalarias (Brooks et al., 2011).

e Escherichia coli

Bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento, se considera un microorganismo de flora normal pero hay cepas que
pueden ser patégenas y causar dafio. Cuando se presentan infecciones de importancia clinica
suele deberse a E. coli, es la causa més frecuente de infeccion de vias urinarias, diarrea,

septicemia y meningitis (Brooks et al., 2011).
* Salmonella typhimurium

Bacilos moviles, pueden ser patdgenas para el ser humano o en los animales cuando se
adquieren por la via oral. Es causa frecuente de gastroenteritis, ademas de producir otras
infecciones, como por ejemplo bacteriemias en pacientes inmunodeprimidos por el VIH
(Brooks et al., 2011; Gallardo et al., 2003).

1.2.2. Hongos.

Son organismos eucariotas, cada uno tiene al menos un nucleo, una membrana nuclear, un
reticulo endoplasmatico, mitocondrias y un aparato secretor. Crecen en forma de
aglomeracion de filamentos ramificados y entrelazados (“hifas”) y pueden reproducirse por
medio de procesos asexuales 0 a través de esporas sexuales, aunque la mayoria se
encuentra como saprofitos, algunos pueden causar patologias al hombre. Las micosis
cutaneas son causadas por hongos que infectan los tejidos queratinizados superficiales, los
hongos mas importantes son los dermatofitos que pertencen a 3 géneros: Microsporum,

Trichophyton y Epidermophyton (Brooks et al., 2011; Prats, 2006).
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e Trichophytum rubrum

Es el agente causal mas frecuente en tifias del cuerpo, de la ingle, de los pies, asi como de
onicomicosis. T. rubrum parasita con frecuencia los pies y las ufias causando en estas Ultimas
la destruccion de la lamina ungueal. Es un hongo frecuentemente aislado en lesiones
clinicamente sospechosas de tifia de la ufias y de la piel lampifia, sobre todo en pies e ingle.
En las ufias llega a provocar la distrofia total de la lamina ungueal (Hernandez et al., 2007).

e Trichiphytum mentagrophytes

Es uno de los que con mas frecuencia infecta humanos y animales y solo es superado en la
literatura por T. rubrum. Puede producir tinea capitis, tinea pedis, tinea corporis, tinea barbae

y tinea unguium (Rueda, 2002).
1.3. Actividad Antioxidante

Los antioxidantes son nutrientes capaces de neutralizar la accion oxidante de los radicales
libres, sin perder su estabilidad electroquimica. Actian donando electrones y evitando que
capten los radicales libres de las células. Los antioxidantes utilizados en alimentos, previenen
o inhiben el desarrollo de la rancidez o la aparicion de otros compuestos de deterioro debido
a la oxidacién, ademéas son ampliamente utilizados para prevenir enfermedades
cardiovasculares, arterosclerosis, enfermedades degenerativas, envejecimiento prematuro,

entre otras (Mesa et al., 2011).

Se ha demostrado que los aceites esenciales presentan propiedades antibacterianas,
antifingicas y antioxidantes (Frassinetti et al., 2011). Los antioxidantes de origen natural se
usan cada vez con mayor frecuencia no solamente en los alimentos, sino también en

diferentes preparados farmacéuticos y cosméticos (Arango & Vasquez, 2008).

El uso de antioxidantes naturales son de gran interés en la industria alimentaria, ya que su
posible uso como aditivos naturales surgido de una creciente tendencia a reemplazar los
antioxidantes sintéticos con los naturales, porque la mayoria actualmente empleados, tales
como BHA (butil hidroxianisol) y BHT (butil hidroxitolueno) puede ser citotoxicos y aumentar
el desarrollo de células cancerosas. De ahi que también se ensayaron las propiedades

antioxidantes de los aceites (Frassinetti et al., 2011).
1.4. Plantas medicinales

Es indudable la importancia de las plantas y los &rboles para la medicina moderna. Entre otras,

son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para la
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fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus
principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de drogas sintéticas y tales
principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos en la busqueda de nuevos

medicamentos (Quesada, 2008).

El tema de las plantas medicinales ha cobrado increible auge en los ultimos afios y cada vez
son mas las disciplinas cientificas que se han dado a la tarea de investigarlas y aplicarlas para
el mundo moderno. La industria farmacéutica ha obtenido del reino vegetal la materia prima
necesaria para la elaboracién de casi el 30% de los productos farmacéuticos. Esta tendencia
va en aumento con la blisqueda de nuevas plantas Utiles en las selvas tropicales, ya que la
industria farmacéutica empieza a agotar las posibilidades de nuevos compuestos a partir de
la ingenieria quimica y genética o de la sintesis de sustancias quimicas a partir del petréleo
(Heras, 2012).

La diversidad de plantas medicinales disponible varia segln las regiones y los ecosistemas
de cada zona donde habitan, debido a ello se debe conservar el ambiente que las sustenta,
por lo tanto dichas plantas medicinales son un recurso que debe conocerse, usarse y cuidarse

como parte del patrimonio natural del pais (Quesada, 2008).
1.5. Flora Ecuatoriana

Ecuador, con un area de 283 791 km?, se encuentra en plena zona tropical. El pais entero
esta atravesado longitudinalmente por la Cordillera de los Andes, la cual define a lo largo de
todo el pais una orografia y topografia muy marcada y diferente. Ademas, sus costas estan
influenciadas por el paso de la corriente fria y seca de Humboldt. La combinacion de todos
estos factores hace posible que en Ecuador existan una gran variedad de climas y tipos de
vegetacion, que albergan 17 058 especies botanicas 16 000 excluyendo a las Pteridofitas
(Muriel, 2008).

Ecuador es un pais con riqueza incalculable en cuanto a biodiversidad y habitats se refiere,
sin embargo la mayoria de esta riqueza no es conocida y la perdida de habitats y ecosistemas
pone en peligro el conocer y valorar sus potencialidades, esto sumado a la riqueza cultural y
la aplicacion de dicha biodiversidad, se concretan en una fuente potencial para la investigacion
(Andrade et al., 2009).

La gran diversidad de la flora ecuatoriana ha sido reconocida y estudiada desde hace mucho
tiempo, pero no fue sino hace ocho afos que, con la publicacion del Catédlogo de las Plantas
Vasculares del Ecuador se documenté la presencia de més de 16 000 especies de plantas.

Este nimero en los ultimos afios se ha incrementado en un 6%, por lo que en la actualidad el
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numero de especies vasculares sobrepasa las 17 000 (Balslev et al., 2008).
1.5.1. Flora aromatica del Ecuador.

En Ecuador el uso de plantas medicinales esta inmerso en la cotidianidad de sus habitantes.
La medicina popular se practica principalmente por habitantes de zonas rurales, pero también
por citadinos de toda clase social. Se pueden encontrar gran variedad de plantas con usos
medicinales que se expenden en mercados de la Sierra, Costa y Amazonia (De la Torre et al.,
2008).

El rango de registros de usos por familias varia entre 1 y 393. Las familias con mas registros
de uso son Solanaceae (393), Malpighiaceae (151), Piperaceae (135), Rubiaceae (130),
Lamiaceae (89) y Monimiaceae (59). Sin embargo, muchas familias estan representadas por
una Unica especie. Mas del 80% de los taxones son nativos del Ecuador. Entre las plantas
introducidas se destacan las especies de la familia Rutaceae, que al igual que las especies
de las familias Piperaceae y Lamiaceae, se caracterizan por tener olores muy atractivos
(Yépez, 2008).

1.6. Familia Piperaceae

La familia Piperaceae comprende un niamero extenso de arbustos, hierbas y lianas que se
encuentran en lugares sombrios y himedos de todo el mundo. Desde la antigiiedad la Familia
Piperaceae, se conoce como una de las familias mas grandes e importantes (Parra, 2011),
comprende unos catorce géneros y 1 950 especies de todo el mundo, siendo Piper y
Peperomia los géneros mas abundantes. Una revision de la flora ecuatoriana reporta cuatro
géneros de la familia Piperaceae, incluyendo 215 especies de Piper, 75 de ellas endémicas
(Ramirez, J. et al., 2013).

Estudios realizados en especies de la familia Piperaceae han revelado una gran variedad de
efectos biolégicos, lo que la convierte en una de las mas promisorias para la basqueda de
compuestos bioactivos. El género mas representativo es el género Piper, del cual se puede
obtener aceites esenciales que presentan gran diversidad de compuestos (Celis et al. 2008),
ademas de su gran importancia econdémica debido a sus aplicaciones a nivel alimenticio,

industrial y medicinal (Parra, 2011).
1.6.1. Género Piper.

Especies del género Piper son ampliamente utilizados en varias formas en medicina

tradicional por sus efectos antibacterianos, antifingicos, y desinfectante, para prevenir
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dolores, como remedios contra los parasitos, fiebre, gastritis, reumatismo, gripe, tos, dolor de
cabeza, piel, etc., y otras se han empleado por lo general como fuente de insecticidas y en la
medicina natural (Ramirez, J. et al., 2013).

Debido a sus diversos usos, se considera que esta familia es bien tolerada por el hombre
(Arnason et al., 2005). Se han efectuado estudios acerca de la composicion de varios aceites
esenciales de este género, encontrandose como constituyentes principales fenilpropanoides,
monoterpenoides y sesquiterpenoides (Celis et al., 2008).

Muchos de los extractos y compuestos aislados en esta familia se les han realizado diversos
ensayos de actividad bioldgica, obteniéndose resultados promisorios y que han permitido

incluso confirmar sus usos etnobotanicos (Parra, 2011).
1.6.1.1. Piper ecuadorense Sodiro.

Piper Ecuadorense Sodiro es un arbusto originario de Ecuador y Colombia, ampliamente
distribuido en Ecuador entre 0-2500 m snm. La planta es conocida popularmente como
"matico de monte " y se utiliza como un remedio tradicional por diferentes comunidades
indigenas de las provincias de Loja y Zamora en Ecuador, donde la infusién acuosa de las
hojas tiene aplicaciones para el tratamiento de la resaca, como desinfectante o cicatrizante
de heridas (Ramirez, J. et al., 2013).

Taxonomia de Piper ecuadorense

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceace
Género: Piper

Especie: ecuadorense

Figura 3. Muestra botanica de Piper
ecuadorense
Fuente: Herbario de la UTPL
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
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2.1. Disefio experimental

La presente Investigacion se llevd a cabo en el Departamento de Quimica, Seccion de
Ingenieria de Procesos de la Universidad Técnica Particular de Loja, para lo cual se utilizé la
siguiente metodologia.

« Especie: Piper
ecuadorense

1. RECOLECCION

2 EXTRACCION e Método: Destilacion por

arraste de vapor

¢ Densidad relativa : Norma
AFNOR NF T 75-111

¢ indice de refraccion: Norma
- AFNOR NF T 75-112

3. P. FISICAS

* Técnica analitica: CG-EM y
CG-FID

¢ Columnas: DB-5MS y HP-
INNOWAX.

4. P. QUIMICAS

.« Método de microdilucion
en caldo (CMI)

5. ACT. BIOLOG.

* Mediante dos métodos
espectofotométricos:
ABTS*Y DPPH

6. ACT. ANTIOX.

Figura 4. Esquema de los analisis realizados
Fuente: La autora
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2.1.1. Recoleccién de la materia vegetal.

La especie Piper ecuadorense fue recolectada en el bosque de Washapamba, ubicado a diez
minutos del cantdén Saraguro, a una altura de 2190 m s.n.m., con las siguientes coordenadas
692104(E), 9593236(N). En la figura 5 se observa la ubicacién geogréfica de dicha especie,
el mapa fue elaborado utilizando el programa ArcGis v3.21 en las instalaciones de la UTPL.

Saraguro

560000 580000 600000 620000 640000 660000 680000 700000 720000 740000

N2
9620000 =4 9620000 e
\%4

9600000 >
Riper ecuadorense

9600000

9580000 9580000

9560000 9560000

[ ] Saraguro
= | LOJa

N

9520000 9520000

W E

9500000 9500000

9430000 9480000

560000 530000 600000 620000 640000 660000 620000 700000 720000 740000

40000 0 40000 80000 Kilometers

Figura 5. Area de recoleccion de la especie Piper ecuadorense
Fuente: Morocho (2015)

El Bosque Nativo de Washapamba, se ubica al sur del Ecuador en la zona alta del Canton
Saraguro, el mismo que se encuentra atravesado por la via panamericana que conduce a
Loja. Posee una diversidad de flora y fauna con diversas especies endémicas (ViajandoX,
2014).

La identificacion botanica de la planta fue realizada por el Ing. Bolivar Merino, curador del
Herbario de la Universidad Nacional de Loja. Una muestra botanica fue depositada en el
Herbario de la UTPL bajo el cédigo PPN-pi-007. En las siguientes fotografias se muestra a la

especie P. ecuadorense en su habitat natural (Figura 6)
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Figr uestra de . cuoreen su habitat natural
Fuente: La autora

La especie fue recolectada en estado de foliacion dentro de su habitad natural; las
recolecciones se realizaron en tres salidas de campo, desde noviembre hasta diciembre del
2013, en cada recoleccion se dividié la materia vegetal en tres partes con pesos iguales,
obteniéndose asi un total de 9 muestras. La materia vegetal fue transportada al laboratorio de
Ingenieria de Procesos de la UTPL para su tratamiento pos-cosecha, el cual consistié en
seleccionar la materia vegetal que estaba en buenas condiciones, y eliminar la materia

deteriorada e impurezas extrafias que podria interferir en posteriores resultados.
2.1.2. Determinacion de la Humedad de la planta.

Se emplearon las hojas de P. ecuadorense en estado freso aproximadamente 1-2 gramos.
Dicho método se realiz6 por triplicado con la finalidad de obtener resultados mas confiables.
Una vez finalizado todo el procedimiento se realizaron los calculos respectivos para

determinar la Humedad, por el método gravimétrico (Anexo ).
2.1.3. Extraccion del aceite esencial.

Una vez realizado el tratamiento post-cosecha se procede a la obtencion del aceite esencial
por el método de destilacion por arrastre de vapor. La extraccion se llevo a cabo empleando
un equipo de destilacion (figura 7); que consta de un tanque de acero inoxidable, de una tapa
del mismo material la cual se adapta al tanque obteniendo asi un cierre hermético. Dentro del
equipo se coloco el agua hasta topar el limite donde se ubica la placa perforada sobre la cual
va la materia vegetal bien esparcida. Al tapar el tanque se colocaron las mangueras de entrada
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y salida de agua del refrigerante asi como el sello de agua en los bordes del destilador;

continuamente el recipiente se expuso a una fuente de calor ubicada en la parte inferior.

salida de agua
fria

/ Condensador

Ingreso de agua
fria

DESTILADOR

. o Salida de ¢« —— Florentino

o ® agua

caliente d
° ° . q

El vapor pasa 'f_
através del
material y
arrastra el AE
>

—— Aceite esencial

- L)
——» Agua | :.—b Agua floral

RINCSN &)

Figura 7. Proceso de destilacion
Fuente: La autora

Conforme el vapor entra en contacto con la materia prima esta se calienta y va liberando el
aceite esencial contenido, éste a su vez, al ser soluble en el vapor circundante, es “arrastrado”
corriente arriba, fluye hacia el “cuello de cisne”, en el condensador, la mezcla es enfriada y
condensada, y finalmente se obtiene una emulsién liquida inestable, la cual es recibida en un
florentino en el que se produce la separacion de agua y aceite por diferencia de densidades.
El vapor condensado acompafiante del aceite esencial y que también se obtiene en el
florentino, es llamado “agua floral”, posee una pequefia concentracion de los compuestos
guimicos solubles del aceite esencial, lo cual le otorga un ligero aroma, semejante al aceite
obtenido (Rodriguez et al., 2012).

El proceso termina cuando el volumen del aceite esencial acumulado en el florentino no varie
con el tiempo de extraccidn. A continuacion, el aceite fue recogido en una probeta para medir
el volumen exacto, luego fue envasado en frascos ambar con su respectivo codigo asignado,
para evitar la degradacion del aceite por la luz, y finalmente las muestras son almacenadas

en refrigeracion a -4°C.

Este proceso se realiz6 por triplicado, es decir se efectuaron tres destilaciones por cada

recoleccion obteniéndose finalmente nueve muestras de aceite esencial.
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2.1.3.1. Determinacién del rendimiento.

El rendimiento del aceite esencial (%R) se determiné relacionando el volumen de aceite

obtenido con la cantidad de materia vegetal utilizada como se muestra en la ecuacion (1):

%R = Volumen (ml) + 100 1)
Peso (gr.)

2.1.4. Determinacion de las propiedades fisicas.
2.1.4.1. Densidad relativa.

La densidad relativa se determiné segun la norma ANFOR NFT75-111 (Anexo lll), para ello
se empled materiales como: un picnémetro de vidrio de 2 mL, una balanza y un bafio

termostatico

Se trabajo con las muestras obtenidas de la mezcla de las tres destilaciones realizadas por
cada recoleccion, el primer paso a seguir es obtener el peso inicial del picnémetro vacio,
seguido se registra el peso del picnémetro con agua y finalmente con el aceite esencial (figura
8: a, b y c). Para los valores obtenidos se calcul6 la media, desviacion estandar y coeficiente

de variacion.

Rk e
Figura 8. a) Picnédmetro con agua b y ¢) Picndmetro con aceite
Fuente: La Autora

2.1.4.2. indice de Refraccion.

La determinacion del indice de refraccién se lo realizo en base a la norma ANFOR NF 75-112
25 (Anexo V), empleando un refractdmetro ABBE, marca BOECO GERMANY (Figura 9). Se
obtuvo un valor promedio a partir de las muestras obtenidas de la mezcla de los tres aceites

por cada recoleccion.
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Figura 9. Refractometro ABBE
Fuente: La Autora

2.1.5. Determinacion de la composicién quimica del aceite esencial.

La identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de Piper ecuadorense se
analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas CG-EM y
a un detector de ionizacion de llama CG-FID, con la finalidad de llevar a cabo el andalisis

cualitativo y cuantitativo respectivamente.

2.1.5.1. Analisis del aceite esencial por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas y al detector de ionizacién en llama.

El analisis quimico del aceite esencial se realizd en el cromatografo de gases de la serie
Agilent 6890N acoplado a un espectrometro de masas Agilent serie 5973 inert; dotado de un
sistema de datos “software MSD-Chemstation D.01.00 SP1”, que cuenta con un inyector
automatico split/splitless serie 7683, y un detector de ionizacién de llama (FID) provisto de un
generador de hidrogeno “Gas Generator 9150 Packard” (Figura 10).

o

.

I
|
1

|

(.

Figura 10. Cromatografo de gases
Fuente: La Autora
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Para los andlisis cromatograficos se emplearon dos tipos de columnas capilares: una no polar
DB-5MS y una polar HP-INNOWAX de 30m x 0.25mm x 0.25um, recubiertas internamente, la
columna no polar de 5% - Fenilmetilpolisiloxano y la columna polar de Polietilenglicol.

2.15.1.1. Preparacion de las muestras.

A cada muestra de aceite esencial previo a su andlisis cromatogréfico, se le realizé un
tratamiento para eliminar completamente el agua que posiblemente quedd al momento de
recolectar el aceite en los recipientes &mbar, con la finalidad de evitar problemas que puedan

afectar al sistema cromatografico.

Para ello se utilizé sulfato de sodio anhidro (Na2SO.) en cantidades suficientes hasta observar
que el aceite no contenga agua. Se dej6 reposar por 30 minutos y se trasvaso a nuevos
recipientes ambares etiquetados. La preparacion de las muestras para las corridas
cromatograficas se realiz6é en viales previamente etiquetados en donde se colocaron 990 pl
de diclorometano de grado HPLC y 10 ul de aceite esencial, obteniéndose una concentracion
al 1% (v/v) (Figura 11).

Figura 11. a) Preparacion de las muestras para las corridas. b) Viales listo para la inyeccion.
Fuente: La Autora

Se realiz6 la inyeccion de hidrocarburos (C1Odecano a C25-pentacosano) conocidos
comercialmente como TPH-6RPM de CHEM SERVICE, que fueron inyectados tanto en la
columna DB-5MS como en HP-INOWAX, ya que el tiempo de retencion de los hidrocarburos,
nos sirve de base para la determinacién de los indices de Kovats e identificacién de cada uno
de los compuestos, los Hidrocarburos se inyectaron bajo los mismos parametros que los
aceites.
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2.1.5.1.2. Corrida cromatografica en la columna DB-5MS acoplada a

espectrometria de masas.

Las muestras tanto del aceite esencial de P. ecuadorense como de los hidrocarburos fueron

trabajadas bajo las condiciones operacionales expuestas en la figura 12.

HORNO: Programacion de temperatura

eTemperatura inicial: 50°C

eTiempo inicial: 3 minutos

eRampa: 3°C/min

eTemperatura final: 230°C. 7

INYECTOR

*Modo: Split

eRadio de Particidn: 50:1
eTemperatura inicial: 250°C
*Tipo de gas: Helio
*\/olumen de inyeccién: 1 pL

COLUMNA

*DB-5MS

eTemperatura mdéxima: 350 °C.
*Modo: Flujo constante

*Flujo inicial: 0.9 mL/min.
ePresion inicial nominal: 6.49 psi
sVelocidad promedio: 35 cm/seg.
ePresién de salida: vacio

DETECTOR

eTemperatura: 250 °C.
eGas: Nitrogeno

Figura 12. Condiciones operacionales para CG-EM en la columna DB-5MS.
Fuente: La autora.

2.15.13. Corrida cromatografica en la columna HP-INNOWAX acoplado a
espectrometria de masas.

En la figura 13, se muestran las condiciones operacionales bajo los cuales se inyectaron los
hidrocarburos y las muestras en la columna polar HP-INNOWAX.
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HORNO: Programacion de la temperatura

eTemperatura inicial: 50°C
eTiempo inicial: 3 minutos
eRampa: 3°C/min

eTemperatura final: 230°C.

INYECTOR

*Modo: Split

eRadio de Particion: 50:1
eTemperatura inicial: 250°C
*Tipo de gas: Helio
*Volumen de inyeccidén: 1 pL

COLUMNA

*HP-INNOWAX

eTemperatura maxima: 270 °C.
eModo: Flujo constante

*Flujo inicial: 0.9 mL/min.
*Presion inicial nominal: 6.49 psi
*Velocidad promedio: 35 cm/seg.
ePresién de salida: vacio

eTemperatura: 250 °C.
*Gas: Nitrégeno

Figura 13. Condiciones operacionales para CG-EM en la columna HP-INNOWAX
Fuente: La autora.

2.1.5.1.4. Identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos
guimicos del aceite esencial.

Para la obtencion de los cromatogramas se procedio a integrar los compuestos a través de
un sistema computarizado, sofisticado y completo (Chemstation Integrator-autointl.e) propio
del software del equipo para luego trabajar con los picos integrados, obteniendo un conjunto
de compuestos a identificar.
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Posteriormente se determinaron los indices de kovats de los picos detectados, los cuales se
calcularon por comparacion de los tiempos de retencion de los hidrocarburos (C10-Czs) con
relacion al tiempo de retencion de los compuestos aplicando la ecuacion (2).

tpy — t 2
IK = 100n + 100 + XX___Rn 2)

trN — trn

Dénde:

IK: Indice de retencion de Kovats;

n: Numero de a&tomos de carbono en el n-alcano;

trx: Tiempo de retencién del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos;

tra: Tiempo de retencién n-alcano que eluye antes del compuesto analizado;

tgn: Tiempo de retencion del n-alcano que eluye después del compuesto analizado.

La identificacion de los compuestos se realiz6 a partir de los indices de Kovats (IK)
determinados experimentalmente en las corridas cromatogréaficas tanto en la columna polar
como en la apolar, dichos valores se compararon con los reportados por Adams (2009), bases
de datos electrénicas como Nist (National Institute of Standards and Technology), Taylor and
Francis (revistas en linea de tres de las principales editoriales del mundo: Taylor & Francis,

Prensa Routledge y Psicologia), ademas de otros articulos de alta relevancia; de modo que

la diferencia entre el IK calculado y el leido debe ser menor a 30 unidades.

Ademas se tomo en cuenta el nUmero CAS que presenta cada componente, facilitando asi la

busqueda e identificacion de los IK de los constituyentes quimicos del aceite esencial.

2.1.5.1.5. Corrida cromatografica en la columna DB-5MS, acoplada al

detector de ionizacion de llama (FID).

Para las corridas cromatogréafica se inyectaron tanto los hidrocarburos como las muestras de
aceite esencial de P. ecuadorense. Las condiciones operacionales bajo los cuales se trabajo

se indican en la Figura 14.
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HORNO: Programacion de la temperatura

eTemperatura inicial: 50°C
eTiempo inicial: 3 minutos
sTemperatura final: 230°C.

INYECTOR

eModo: Split

eRadio de Particion: 50:1
eTemperatura inicial: 250°C
*Tipo de gas: Helio
eVolumen de inyeccién: 1 puL

COLUMNA

*DB-5MS

eTemperatura maxima: 350 °C.
*Modo: Flujo constante

*Flujo inicial: 0.9 mL/min.
*Presién inicial nominal: 10.82 psi
*Velocidad promedio: 23 cm/seg.
*Presion de salida: ambiente

e|onizacién de llama

eTemperatura: 250 °C.
eGas: Nitrégeno

Figura 14. Parametros operacionales de la corrida cromatografica en la columna DB-5MS acoplada al
detector de ionizacion de llama (FID)
Fuente: La autora.

2.1.5.1.6. Corrida cromatografica en la columna HP-INNOWAX, acoplada al
detector de ionizacion de llama (FID).

En la figura 15, se muestran las condiciones operacionales bajo los cuales se inyectaron los
hidrocarburos y las muestras en la columna polar HP-INNOWAX
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HORNO: Programacion de la temperatura

eTemperatura inicial: 50°C
eTiempo inicial: 1 minuto
eTemperatura final: 210°C.

INYECTOR

*Modo: Split

eRadio de Particion: 50:1
eTemperatura inicial: 250°C
*Tipo de gas: Helio
*Volumen de inyeccién: 1 pL

COLUMNA

*HP-INNOWAX

eTemperatura maxima: 270 °C.
eModo: Flujo constante

*Flujo inicial: 0.9 mL/min.
*Presion inicial nominal: 11.37 psi
*Velocidad promedio: 24 cm/seg.
*Presion de salida: ambiente

elonizador de llama

eTemperatura: 250 °C.
*Gas: Nitrégeno

Figura 15. Pardmetros operacionales de la corrida cromatografica en la columna HP-INNOWAX
acoplada al detector de ionizacion de llama (FID)
Fuente: La autora.

2.1.5.1.7. Identificacion de los compuestos quimicos mediante CG-FID.

Una vez obtenidos los cromatogramas se tomd en cuenta el tiempo de retencion y el area de
pico de cada uno de los compuestos quimicos detectados en FID y se ajustaron al tiempo de
retencion de los compuestos detectados en masas a través de la ecuacion que resulta de la

gréfica que relaciona los tiempos de retencion de los hidrocarburos en FID y en masas.
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2.1.6. Determinacion de la actividad biolégica del aceite esencial.

Para la determinacion de la actividad bioldgica del aceite esencial de P. ecuadorense se
empled el método de microdilucién en caldo que evalla la concentracion minima inhibitoria

(CM), frente a diferentes cepas bacterianas y fungicas (Beltran et al., 2013).
2.1.6.1. Cepas bacterianas y fungicas.

Se utilizaron 9 microorganismos patdégenos de interés clinico humano; siete cepas bacterianas
y dos cepas fungicas, los cuales se obtuvieron de American Type Culture Collection (ATCC).
En la tabla 1 se detallan los microorganismos de prueba.

Tabla 1. Microorganismos de prueba.

MICROORGANISMOS EMPLEADOS

Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram-positivas Hongos
* Pseudomona aeruginosa * Enterococcus faecalis * Trichophyton

ATCC 27853 ATCC 29212 mentagrophytes
* Klebsiella pneumoniae ATCC * Staphylococcus aureus ATCC 28185

9997 ATCC 25923 * Trichophyton rubrum
* Proteus vulgaris ATCC 8427 ATCC 28188

* Escherichia coli ATCC 25922

* Salmonella typhimurium LT2
Fuente: American Type Culture Collection
2.1.6.2. Actividad antibacteriana.

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana por el método de microdilucién en caldo
determinando la CMI, la cual se define como como la minima concentracién de antibiético que

inhibe el crecimiento posible de un inéculo bacteriano estandarizado (Herrera, 1999).
2.1.6.2.1. Método de microdilucion en caldo.

Este método se denomina microdilucion porque involucra pequefios volimenes de los
materiales empleados. La prueba se realiza en microplacas de plastico estériles de fondo

conico o redondo, de 96 pozos, en los cuales se realizan diluciones seriadas.
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2.1.6.2.2. Preparacion de la muestra.

La muestra de aceite esencial que se va a utilizé en este ensayo, fue diluida. Para ello se
colocé en un vial previamente etiquetado 20 uL del aceite esencial y se adicionaron 980 uL
de Dimetilsulfoxido (DMSQO). Cabe mencionar que esta dilucion fue utilizada tanto para
bacterias como para hongos.

2.1.6.2.3. Preparacion del cultivo bacteriano, “Cultivo Overnight”.

Para la preparacion del in6culo bacteriano, se realizé primeramente los caldos de cultivo
especificos para cada cepa bacteriana. Para la siembra en el caldo de cultivo especifico, se
utilizaron 30 pL de cada cepa bacteriana, que se encontraban almacenadas en una reserva
criogénica a -80°C. Posteriormente a realizar la siembra de cada cepa, se incuban los medios
por 14-16 horas a 37°C, por esta razén el cultivo se denomina overnight. Las condiciones
necesarias para el crecimiento de cada bacteria y los medios de cultivo necesarios se detallan

en la tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo y condiciones de incubacidn necesarias para cada bacteria.
CONDICIONES DE

BACTERIAS MEDIO DE CULTIVO INCUBACION
Pseudomonas aeruginosa Caldo Tripticasa Soya
Klebsiella pneumoniae Caldo Tripticasa Soya
Proteus vulgaris Caldo Mueller Hinton Temperatura: 37°C
Escherichia coli Caldo Tripticasa Soya Tiempo: 14-16 horas
Salmonella typhimurium Caldo Nutritivo Oxoid
Enterococcus faecalis Caldo Infusion Cerebro-Corazén
Staphylococcus aureus Caldo Tripticasa Soya

Fuente: American Type Culture Collection.
2.1.6.2.4. Preparacion de la suspension del indculo bacteriano.

Del cultivo overnight incubado durante la noche, se transfirieron 150-300 pL a un tubo que
contenia 7 mL de suero fisiolégico estéril ajustando el inéculo a una concentracion equivalente

a 0,5 en la escala de MacFarland.

De la suspension anterior se tomaron 140 L y se inoculé en 6,86 mL de Caldo Mueller Hinton,
ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10° ufc/mL. De esta solucién resultante se
transfirieron 100 pL a la placa de cultivo para completar un volumen final de 200 pL, de esta

manera en cada pocillo la concentracién bacteriana final fue de 5x10° ufc/mL.
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2.1.6.2.5. Procedimiento.

El andlisis del aceite, se realizé en una cabina de seguridad, previamente limpia y esterilizada
para evitar contaminaciones. La prueba se realiz6 en microplacas de 96 pocillos empleando
el procedimiento de dilucién doble seriada: del caldo Mueller Hinton se transfirié 180 pL a cada
pocillo de la primera fila, y 100 uL a los pocillos restantes, luego se adicionaron 20 uL de la
solucion de aceite diluido a cada pocillo de la primera fila excepto a los tres ultimos pocillos,
los cuales contendran: 1) como control de esterilidad (200 pL de caldo Mueller Hinton). 2)
control negativo (180 pL caldo Muller Hinton + 20 yL DMSO) y 3) como control positivo (180
puL caldo Muller Hinton + 20 uL de Gentamicina de 0,39 upg/mL para todas las bacterias
utilizadas a excepcion de Enterococcus faecalis faecalis y S. tiphymurium para la cual se
empled Gentamicina de 1,95 pg/mL)

Para lograr una homogenizacion correcta del medio y la solucion de aceite, se pipete6 de 15
a 20 veces la solucién de todos los pocillos de la primera fila del cual se tomaron 100 pL de la
solucion homogénea y se diluyeron con 100 uL del pocillo siguiente se mezcl6 correctamente
y se continud este procedimiento hasta obtener 8 diluciones consecutivas; en la ultima fila de
la placa se desecharon los 100 L sobrantes, asi la concentracion final de la solucién de medio
y aceite contenida en cada uno de los pocillos fue de 1000 a 7,81 pg/mL (Figura 16). EI mismo

procedimiento fue aplicado para el control positivo, negativo y de esterilidad.

Aceite P.ecuadorense

>

-

4 NoB 2 2

i 2 3 456 7 8 9 101112
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LR ACICICICICICICICIC AN GAG NG

250ugmL | € O OO OO OOOO © O O

125ugmL | D © OO O OO0 OO OO O

625ugm. | E QOO OO OO0 OO O

31250gmL | F OO OO OOOO0O0 OO0
15620gmL | 6 OO OO OOOOO OO ®
Y 781ugmL | HO O OO OOOOO OO0 6

Figura 16. Modelo de Microplaca TC96 para bacterias con las concentraciones del aceite (ug/mL).
Fuente: La Autora

Finalmente ya preparada la placa de microdilucion se inocul6 con 100 uL de la suspension del
indculo bacteriano en todos los pocillos, excepto en los pocillos en los que se coloca los

controles de esterilidad, control positivo y negativo; completando asi un volumen final de 200
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uL, ajustando la poblacién bacteriana a 5x10° ufc/mL. Al concluir la inoculacion, las placas se

sellaron con parafilm y fueron incubadas a 37 °C de 18-24 h.
2.1.6.3. Actividad antifungica.
2.1.6.3.1. Preparacion de la muestra.

Se prepar6 una solucién de aceite diluido, tomando 980 pL de DMSO (Dimetilsulféxido) y 20
pL del aceite esencial de P. ecuadorense.

2.1.6.3.2. Preparacion de la suspensién de los inéculos fungicos.

La suspension del inoculo fungico se realizé a partir de cepas almacenadas en una reserva
criogénica mantenidas a -80°C. De dicha reserva se tomoéaronl4ul en 7ml de Caldo
Sabouraud, de estas suspension se tomé 100uL para completar a 200uL el volumen final de

la placa de cultivo, de esta manera se ajusté la poblacion fungica a 5x10* esporas/mL.

Las condiciones minimas necesarias para el crecimiento fangico se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de incubacién necesarias para cada hongo
HONGO MEDIO DE CULTIVO CONDICIONES

e Trichophyton mentagrophytes e 2

ATCC 28185 Caldo Sabouraud Tiempo de incubacién:
e Trichophyton rubrum ATCC 72 -96 horas
2818 .

Fuente: American Type Culture Collection.

2.1.6.3.3. Procedimiento.

Se emple6 el mismo procedimiento de dilucion seriada utilizado para las bacterias,
diferenciandose en la concentraciéon final del inéculo, en hongos esporulados de 5x10*
esporas/mL, y los controles; el de esterilidad, que contiene 200 L de caldo Sabouraud, el
control negativo que consta de 180 uL de caldo Sabouraud + 20 yuL de DMSO vy el positivo
que es una solucion de 180 pL de caldo Sabouraud méas 20 pL de Itraconazol de 1 mg/mL y
finalmente cuando las placas de microdilucion estan inoculadas totalmente, son selladas con

parafilm y se incuban a 28°C por 96 horas.

2.1.6.3.4. Lectura de las placas de concentracion minima inhibitoria (CMI)

antibacteriana y antifungica e interpretacion de los resultados.

Una vez retiradas las placas de microdilucion de la incubadora, se examiné detalladamente

cada caja utilizando luz reflejada, empezando por el control de esterilidad para descartar
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cualquier tipo de contaminacion, en caso de que la placa se muestre contaminada, la prueba

no puede ser interpretada y debe ser repetida (Figura 17).

Figura 17. Microplaca previa a la lectura de la CMI antibacterial
Fuente: La Autora

Por otro lado se revisé el control negativo el cual nos indicé que si hubo un crecimiento
adecuado, ya sea de las bacterias o los hongos en la placa de microdilucion. El crecimiento
en este pocillo se noté como turbidez o un pellet de > 2mm. Y finalmente se observo el control
positivo en el cual no se evidencio ningln rastro de crecimiento, por el contrario estuvo claro

y sin turbidez.

Para determinar en qué punto se encontro la concentracion minima inhibitoria de una muestra,
es decir la concentracion mas baja a la que el aceite puede actuar como antimicrobiano, se
leyo el pocillo en el cual se distinguio turbidez del medio. Es un proceso manual sin ayuda de

ningun aparato optico.
2.1.7. Determinacién de la actividad antioxidante del aceite esencial.

La actividad antioxidante del aceite esencial de Piper ecuadorense se evalué mediante el
empleo de dos métodos espectrofotométricos basados en la capacidad captadora del cation
radical ABTS* Arnao et al. (2001), y del radical libore DPPH Brand-Williams et al. (1995). A
dichos métodos se les realizd6 algunas modificaciones en lo que respecta al procedimiento,
especificamente a las concentraciones de las muestras y el empleo de dos estandares de
referencia “Trolox y Butilhidroxitolueno (BHT)” con la finalidad de comparar la actividad

antioxidante de las muestras frente a ellos (Kuskoski et al., 2005).

Para el analisis de la actividad antioxidante se determiné el porcentaje de disminucién de cada

uno de los radicales frente a cada una de las concentraciones tanto del aceite como de los

estandares, para ello se utilizd un espectrofotémetro Genesys 10 UV-VIS Scaning 333907
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(Figura 18). Las longitudes de onda empleadas en cada método fueron 734nm y 515nm

respectivamente.

vl

Espectrofotémetro

__ UV/Visible

Figura 18. Es;pectrofotémetro Genesys 10 UV-VIéigaaning 333907
Fuente: La autora

2.1.7.1. Preparacion de las muestras.

Para realizar el analisis de la muestra mediante los métodos mencionados, se trabajé con
5mg de aceite esencial del cual se procedi6 a realizar las respectivas diluciones, la primera
dilucion se empez6 de una concentracion maxima de 1000 ppm, hasta llegar a una

concentracién minima final de 5 ppm, ya que la concentracién de Oppm solo lleva metanol.

Los volimenes respectivos de cada dilucion fueron los necesarios para analizar cada muestra
por triplicado. En la tabla 4, se explica cémo se realizé cada dilucién, cabe destacar que el

volumen final de cada dilucion es de 5000 pL.

Tabla 4. Volumen necesario para cada dilucién en aceite.

Volumen necesario para cada dilucion.

Concentracion Volumen de cada dilucién
Concentracion 1 (1000 ppm) 5000 pL MeOH + 5 mg de aceite esencial
Concentracién 2 (500 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 1
Concentracion 3 (100 ppm) 4000 pL MeOH + 1000 pL de concentracion 2
Concentracién 4 (50 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 3
Concentracion 5 (25 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 4
Concentracion 6 (12,5 ppm) 2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
Concentracion 7 (5 ppm) 3000 pL MeOH + 2000 pL de concentracion 6
Concentracién 8 (0 ppm) 5000 pL MeOH

Fuente: Investigacion Experimental.
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2.1.7.2. Método ABTS".

Se empled la metodologia descrita por Arnao et al. (2001) con modificaciones de Thaipong et
al. (2006). EI método se basa en la capacidad de diferentes compuestos para atrapar el
radical cation ABTS*, el cual es idoneo para determinar la capacidad antioxidante de
compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica (Kuskoski et al., 2005).

El radical catiénico de color verde azulado, se genera por la interaccion del ABTS con
persulfato de potasio. Se evalla la capacidad antioxidante de la muestra en funcién de la
habilidad para disminuir la concentracion del radical, es decir el grado de decoloracién que se
cuantifica midiendo la reduccién de la absorbancia a una longitud de onda de 734nm (Pérez
et al., 2013).

2.1.7.2.1. Solucion patrén y de trabajo de ABTS".

Para realizar la solucién patrén se pes6 40,6 mg de ABTS+ y 7,028 mg de persulfato de
potasio (K2S20s), luego se aforé cada uno de los reactivos a 10 mL con agua destilada. Se

mezclaron y se dejé reaccionar durante 12 horas a temperatura ambiente en la oscuridad.

Transcurridas las 12 horas de reaccion, se tomo de esta solucion una alicuota de 1mL afadida
a 60mL de metanol, hasta obtener una absorbancia de 1,1 + 0,02 a 734nm. Si la lectura de la
absorbancia es menor al resultado que desea obtener se afiade mas solucion de trabajo, si
por el contrario la lectura es mayor a la esperada se debe afiadir metanol. Previo a lectura de

la absorbancia de la solucion de trabajo se procedio a encerar el equipo con metanol.
2.1.7.2.2. Estandar Trolox y BHT para ABTS".

Para realizar la solucion estandar se utilizé Trolox o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-
2-carboxilico y el hidrotolueno butilado (BHT), los cuéles son patrones de referencia utilizados
para expresar la actividad antioxidante del aceite esencial como TEAC que es la capacidad

antioxidante equivalente a Trolox.

Se pes6 25 mg de Trolox y 22 mg de BHT se afor6 a 100 mL de metanol. En la tabla 5, se
explica como se realizé cada dilucién, cabe destacar que el volumen final de cada una es de
5000 pL. Se tomo6 150 pL de cada dilucion y 2850 uL de la soluciéon de trabajo dejando
reaccionar por 2 horas en la oscuridad, transcurrido ese tiempo se procedio a leer la
absorbancia a 734nm. Este procedimiento se realizé por triplicado para cada concentracion
de Trolox y BHT.
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Tabla 5. Volumen necesario para cada dilucién en Trolox y BHT.

Volumen necesario para cada dilucion Trolox y BHT

Concentracioén

Concentracion 1 (1000 uM)

Concentracion 2 (800 uM)
Concentracién 3 (600 uM)
Concentracion 4 (450 uM)
Concentracion 5 (300 uM)
Concentracién 6 (150 uM)
Concentracion 7 (25 uM)

Concentracién 8 (0 uM)

Fuente: Investigacion Experimental

Volumen de cada dilucién
5000 pL Trolox/BHT
1000 puL MeOH + 4000 pL de concentracion 1
1250 pL MeOH + 3750 pL de concentracion 2
1250 yL MeOH + 3750 pL de concentracion 3
1670 yL MeOH + 3330 pL de concentracion 4
2500 pL MeOH + 2500 pL de concentracion 5
4170 pL MeOH + 830 uL de concentracion 6
5000 pL MeOH

2.1.7.2.3. Lectura de las muestras.

Para determinar si el aceite esencial posee capacidad antioxidante, se debe evaluar cada
muestra con suma precision, tanto para cada dilucién que se realiz6 como para cada alicuota

de Trolox y BHT. Con ayuda del espectrofotometro se procedio a la lectura de las muestras,

las mismas que se cuantificaron midiendo la absorbancia a 734nm. (Figura 25)

Se anotaron los datos y se calculé el porcentaje de inhibicion de dicho radical (% Inh) usando

la ecuacion (Figura 19).

7 o

Rack

Figura 19. Muestras del aceite de P. ecuadorense, analizadas mediante el método ABTS*.

Fuente: Investigacion Experimental.

2.1.7.3. Método DPPH.

Se realizé en base a la técnica descrita por Brand-Williams et al. (1995), con modificaciones
de. Se basa en la reduccion del radical libre estable, 2,2 — difenil picril hidrazilo, mediante la
captacion de un atomo de hidrégeno que dona el antioxidante (compuesto quimico puro o

extracto). La disminucion de la concentracion del radical libre, se desarrolla un cambio de color
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violeta a un amarillo. La decoloracion del radical se determina a 515nm y la cuantificacion se
realiza por lo general, empleando soluciones patron de Trolox y BHT (Muedas et al., 2008;
Segovia et al., 2014).

2.1.7.3.1. Solucion patrén y de trabajo para DPPH.

La solucion patrén se realizé pesando 24 mg de reactivo de DPPH y se aforé a 100 mL de
metanol, la misma fue almacenada a -4°C hasta su uso, de esta solucién se tom6 10 mL y se
adicioné 45 mL de metanol obteniéndose la solucién de trabajo; se midio la absorbancia a una
longitud de onda de 515nm ajustandose hasta obtener una lectura de 1,1 + 0,02. Si la lectura
de la absorbancia es mayor se ajusta afiadiendo metanol y si por el contrario es menor se

ajusta afiadiendo mas solucién de trabajo.

2.1.7.3.2. Estandar Trolox y BHT para DPPH.

Como ya se menciond previamente Trolox y BHT fueron utilizados como el estandar de

referencia para determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial para ambos métodos.
2.1.7.3.3. Lectura de las muestras.

Al igual que la parte experimental del método de ABTS+, en este método también se utilizd
las mismas diluciones a diferentes concentraciones del aceite esencial (ver tabla 4) de y

diferentes concentraciones del estandar Trolox y BHT (ver tabla 5).

Cabe destacar que la parte experimental se realizé por triplicado de cada muestra diluida. Las
muestras se dejan reaccionar por 24 horas en la oscuridad y posteriormente se procedio a la

lectura de las muestras a una absorbancia de 515nm (Figura 20).
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Figura 20. Muestras del aceite de P. ecuadorense analizadas mediante el método DPPH
Fuente: Investigacion Experimental
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2.1.7.4. Analisis de los datos obtenidos mediante ABTS* y DPPH.

Las absorbancias determinadas mediante el método ABTS+ y DPPH, de cada muestra de
aceite esencial evaluada a diferentes concentraciones, permiten calcular el porcentaje de

inhibicibn empleando la férmula de la ecuacion (3).

Abs-blanco_ Abs-muestra) " 100} (3)

% Dis.=
% Dis {< Abs-blanco

Donde:
Abs. blanco: absorbancia de la solucion de trabajo

Abs. muestra: absorbancia de la respectiva concentracion

En ambos métodos (ABTS*y DPPH) se utiliz6 como estandar el Trolox y BHT, cuya capacidad

antioxidante se evalu6 en las mismas condiciones de trabajo de las muestras.
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CAPITULO 1l
RESULTADOS Y ANALISIS
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3.1. Humedad de Piper ecuadorense

El porcentaje de humedad de la materia vegetal se expone en la tabla 6, en la que se
observa el valor de la media del porcentaje de humedad de la material vegetal por

recoleccion, la desviacion estandar y coeficiente de variacion.

Tabla 6. Porcentaje de Humedad de la materia vegetal.

HUMEDAD

Recoleccion H (%) X c CV
PE1 67

PE2 62 66 3,61 0,05
PE3 69

PE: Piper ecuadorense: 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccién; 3
Tercera Recoleccion.

H(%): Humedad promedio por cada recoleccion

X: promedio de todas las recolecciones

o : Desviacion estandar

CV: Coeficiente de variacion

Fuente: La autora

La materia vegetal recolectada tuvo una humedad promedio de 66%, sin embargo se puede
apreciar que existe una pequefia variacion entre ellas. Esta variabilidad se puede atribuir a
varias condiciones que pueden influir en los resultados como: las condiciones climaticas, la
cantidad de vapor de agua en el aire, la temperatura del ambiente, el suelo, los nutrientes,

desarrollo de la planta al momento de la recoleccion, el lugar (Margulis & Sagan, 2012).

Estos valores de humedad estan en concordancia con lo presentado en la literatura, ya que

el contenido de humedad en las plantas frescas varia de 60% a 80% (Sharapin, 2000).

3.2. Rendimiento de Piper ecuadorense

El rendimiento obtenido del aceite esencial de Piper ecuadorense se detalla en la tabla 7, en
la que se indica el porcentaje de rendimiento medio para cada recoleccion, que resulta de la
media de las tres repeticiones. Ademas se expone un promedio general, la desviacion

estandar y el coeficiente de variacion.

42



Tabla 7. Porcentaje de rendimiento de la materia vegetal.

RENDIMIENTO
Recoleccién R (%) X c CV
PE1 0,20
PE2 0,25 0,23 0,03 0,12
PE3 0,24

PE: Piper ecuadorense: 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccién; 3 Tercera
Recoleccion.

R (%): Rendimiento promedio por cada recoleccion

X: promedio de todas las recolecciones

o : Desviacion estandar

CV: Coeficiente de variacion

Fuente: La autora

De los porcentajes de rendimiento expuestos en la tabla anterior, se observa que el
rendimiento mas bajo obtenido fue de 0,20% a partir de 5,453 Kg de materia vegetal con un
volumen de 11 mL de aceite, y el rendimiento mas alto fue de 0,25 a partir de 3.98 kg con 10
mL de aceite esencial. Existen diferentes factores por los cuales se ve afectado el rendimiento
de los aceites esenciales, tales como el origen, especie y 6rgano de la planta, condiciones
climéticas y de crecimiento (temperatura, fertilizantes, suelo), manejo y almacenamiento del
material vegetal, método de obtencién del aceite entre otros factores (Ochoa et al., 2012; Pino,
0. etal., 2012).

Segun la categorizacion propuesta por el organismo de Ciencia y Tecnologia para el
Desarrollo (CYTED) citada por Molares et al. (2009), los valores de rendimiento menores a 5
mL/kg los considera bajos, valores entre 5 mL/kg y 10 mL/kg intermedios, y valores superiores
a 10 mL/kg altos. De acuerdo a esta clasificacion el porcentaje de rendimiento del aceite de
P. ecuadorense es bajo. La determinacion del rendimiento es utilizada como un criterio para
la seleccién de especies aromaticas potencialmente comercializables, sin embargo la misma
debe analizarse en conjunto con otras caracteristicas del aceite esencial, como la originalidad

del aroma, composicion quimica y efectos farmacoldgicos.

Sanchez et al. (2011) plantea que los aceites esenciales con mas de 1% de rendimiento se
pueden obtener en cantidades suficientes para su comercializacion a gran escala. Teniendo
en cuenta también este criterio, el aceite evaluado tiene muy pocas potencialidades para el
desarrollo de un producto cuya obtencion sea econémicamente factible, por el bajo valor del

rendimiento obtenido.
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3.3. Propiedades fisicas

El aceite esencial obtenido de P. ecuadorense resulto ser un solido viscoso ligeramente
amarillento. Para definir la calidad de un aceite esencial se determinan las siguientes

constantes fisicas entre ellas tenemos densidad relativa e indice de refraccion.
3.3.1. Densidad relativa.

En la tabla 8 se detallan los valores de la densidad promedio de las tres destilaciones que se

realizaron por cada recoleccién, obteniéndose un promedio final de 0,9269 g/cm3.

Tabla 8. Densidad relativa del aceite esencial de Piper ecuadorense.

Recoleccion Densidad (g/cm?) X (g/cm?3)
PE1 0,9259
PE2 0,9270 0,9269
PE3 0,9280
PE: Piper ecuadorense: PE1: Primera recoleccion; PE2: Segunda

recoleccion; PE3 Tercera recoleccidon; X: promedio de todas las
recolecciones.

Fuente: La autora

La determinacién de la densidad tiene interés por encontrarse siempre citada en literaturas
afines, ayudando a definir en lo que respecta la calidad del aceite extraido (Ochoa et al., 2012).
De acuerdo a estudios, la gran mayoria de los aceites son menos densos que el agua (1,00
g/cm?3). Esta diferencia de densidades y la diferencia de polaridades es lo que permitié la

separacion del aceite esencial del agua después de la destilacion.

3.3.2. indice de refraccion.

El indice de refraccion es una propiedad utilizada para controlar la pureza y la calidad de los
aceites tanto a nivel laboratorio como industrial ademas que su determinacion puede sefalar

adulteraciones y envejecimientos de los aceites.

En la tablas 9 se detallan los valores de los indices de refraccién que corresponden a la media

de las tres destilaciones obtenidas por cada recoleccion realizada.
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Tabla 9. indice de refraccion del aceite esencial de Piper ecuadorense.

Recolecciones Indice de refracciéon (nD) X c Ccv
PE1 1,5024
PE2 1,5056 1,5043 0,002 0,001
PE3 1,5049

PE: Piper Ecuadorense; PE1 Primera recoleccion; PE2 Segunda recoleccion; PE3
Tercera recoleccion

X: Promedio de todas las recolecciones
¢. Desviacion estandar
CV: Coeficiente de variaciéon

Fuente: La autora

El promedio general de los indices de refraccion de las muestras de aceite esencial fue
1,5043. Este parametro es caracteristico de cada aceite y que cambia si este se diluye o se
mezcla con otras sustancias.

3.4. Composicion quimica del aceite esencial de Piper ecuadorense

3.4.1. Andlisis cualitativo y cuantitativo.

En la figura 21, se observa el perfil cromatogréafico obtenido en la columna no polar DB-5MS
y en la figura 22 en columna polar HP-INNOWAX mediante la técnica de CG-EM acorde a los

parametros operacionales descritos en la metodologia.
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Figura 21. Perfil cromatogréfico del aceite esencial de P. ecuadorense obtenido en la columna DB-5MS
Fuente: Investigacion Experimental
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Figura 22. Perfil cromatografico del aceite esencial de P. ecuadorense obtenido en la columna HP-
INNOWAX.
Fuente: Investigacion Experimental

Los cromatogramas obtenidos muestran diferentes picos que corresponden a cada uno de los
compuestos volatiles emitidos (Figura 31). Cada uno de los cromatogramas presenta varios
picos, algunos de ellos muy proximos o superpuestos, resultando dificil la identificacion rapida
y fiable de los compuestos de interés, de modo que se procedi6 a la integracion de cada uno

de ellos.

En el analisis cualitativo, la identificacion de los componentes volatiles se la realizo
comparando los indices de Kovats (IK) para los compuestos analizados determinados en las
dos columnas (polar y apolar), frente a los IK reportados en la literatura. Ademas cada
compuesto detectado posee su respectivo espectro de masas el cual fue comparado con los

espectros que proporciona la base de datos del equipo biblioteca Wiley 7n.

En la Tabla 10, se detallan los compuestos quimicos que se identificaron en el aceite esencial
de P. ecuadorense en las columnas DB-5ms y HP-INNOWAX; los mismos que estan
dispuestos de acuerdo al orden de elucion en la columna DB-5ms, resaltando los compuestos

con mayores areas.

Se indican también los IK calculados y los reportados en la literatura; el porcentaje promedio
relativo para cada compuesto correspondiente a cada una de las destilaciones, la desviacion

estandar y el coeficiente de variacion.
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Tabla 10. Composicion

uimica de Piper ecuadorense

NO

COMPUESTOS

DB5 - MS

HPINOWAX - MS

% de Cantidad Relativa®

% de Cantidad Relativa?®

cal ref cal ref

IK IK PEL bE> PE3 X (0 C.V. IK IK PEL PED PE3 X (0 C.V.
1 | a-Pinene 933 932b 2,20 1,01 0,85 1,35 0,74 0,54 1035 | 1032¢ 2,56 1,09 0,98 1,54 | 0,88 0,57
2 |B-Pinene 973 974b 0,72 0,57 0,65 0,65 0,08 0,12 1101 | 11054 0,86 0,65 0,76 0,76 0,11 0,14
3 | a-Phellandrene 1003 1002° 8,03 6,64 6,01 6,89 1,03 0,15 1158 | 11604 8,80 6,92 6,33 7,35 1,29 0,18
4 | P- Cymene 1021 1020P 0,37 | ....... 0,33 0,35 0,03 0,08 1269 | 1269¢ 0,61 0,31 0,58 0,50 0,17 0,33
5 | B-Phellandrene 1025 1025P 2,11 1,63 1,52 1,75 0,31 0,18 1204 | 1200f 1,12 0,86 0,79 0,93 0,17 0,19
6 | (2)-B-Ocimene 1034 1032° 0,18 | ..o | i | | | 1235 | 12399 0,22 | ....... 0,19 0,21 0,02 0,10
7 | (E)-B-ocimene 1044 10440 0,33 | ....... 0,25 0,29 0,05 0,19 1252 | 1250M 0,45 0,23 0,33 0,34 | 0,11 0,33
8 | Linalool 1101 1095P 0,34 | oo | | | ] 1559 | 1553 0,57 0,46 | ....... 0,51 0,08 0,16
9 | Bornyl acetate 1280 1284b 022 | oo | o | | | 1578 | 1578 0,28 0,20 | ....... 0,24 | 0,05 0,22
10 | d-Elemene 1329 1335P 6,34 7,81 6,35 6,83 0,85 0,12 1466 | 1468° 5,97 7,55 5,77 6,43 0,97 0,15
11 | B- Elemene 1383 1389 3,32 4,41 2,95 3,56 0,76 0,21 1586 | 1585 4,44 6,01 4,02 4,82 1,05 0,22
12 | a-Gurjunene 1397 1409° | ... 0,30 0,20 0,25 0,07 0,28 1521 | 1518 | ... 0,31 0,20 0,25 0,08 0,30
13 | (E)-B-Caryophyllene 1409 1417° 0,87 1,28 0,85 1,00 0,24 024 | ooooooo | e | | | |
14 | a.-Humulene 1445 1452b 2,98 3,79 2,83 3,20 0,51 0,16 1660 | 16644 3,20 4,12 3,16 3,49 0,54 0,15
15 | y-Muurolene 1467 1478P 0,48 0,60 0,56 0,55 0,06 0,11 1755 | 1734f 098 | ..o | s | i | |
16 | Germacrene-D 1471 1484 1,36 2,08 1,67 1,70 0,36 0,21 1699 | 1693 1,47 2,27 1,79 1,84 | 0,40 0,22
17 | B-Selinene 1479 1489P 0,26 0,41 0,23 0,30 0,10 0,32 1708 | 1715¢ 0,32 0,40 0,30 0,34 | 0,05 0,15

trans-Muurola-

18 4(14),5-diene 1482 1493P 0,50 0,43 0,47 0,46 0,03 0,07 | covee | oo | e | i | e | e | e | e
19 | Bicyclogermacrene 1486 1494P 10,71 13,45 | 14,77 | 12,98 | 2,07 0,16 1725 | 1737 9,75 12,50 | 13,24 | 11,83 | 1,84 0,16
20 | a-Muurolene 1490 1500° 2,16 2,04 1,97 2,06 0,10 0,05 1719 | 1723¢ 0,60 0,66 0,72 0,66 0,06 0,08
21 | Germacrene-A 1497 1508° 1,73 2,10 1,44 1,76 0,33 0,9 | ...... | oo | s | | ] |
22 | a-Amorphene 1504 14840 1,18 1,21 1,23 1,21 0,02 0,02 1681 | 1682™ 0,29 0,34 0,35 0,33 0,03 0,10
23 | y-Cadinene 1507 1513 3,35 1,98 3,36 2,90 0,79 027 | ...... | | | |
24 | d-Cadinene 1511 1522 3,71 3,76 4,09 3,85 0,21 0,05 1752 | 1755¢ 7,18 8,14 7,78 7,70 0,49 0,06
25 | a-Chamigrene 1516 1503P 0,58 0,60 0,52 0,57 0,04 0,07 | covvee | cveen | s | i | ] ] |
26 | a-Alaskene 1524 1512° 0,37 0,31 0,33 0,34 0,03 0,09 | ..ooooo | o | s | | ] |
27 | a-Cadinene 1528 15370 | ... 0,21 0,24 0,23 0,02 0,09 1785 | 17859 | ....... | ....... 022 | oo | o |
28 | Elemol 1543 1548P 0,95 0,77 1,56 1,09 0,41 0,37 2086 | 2077" 1,18 1,02 1,87 1,35 0,45 0,33
29 | E-Nerolidol 1560 1561° 8,56 5,53 6,54 6,88 1,54 0,22 2052 | 2053d 14,02 10,43 | 12,09 | 12,18 | 1,79 0,15
30 | Germacrene-D-4-ol 1568 1574 5,25 4,33 5,54 5,04 0,64 0,43 | oooooe | e | s | | ] |
31 | Globulol 1576 1590b 0,29 0,25 0,31 0,28 0,03 0,11 2074 | 2063f 0,20 0,24 0,22 0,22 0,02 0,09
32 | Viridiflorol 1584 1592b 0,93 0,75 0,95 0,88 0,11 0,13 2083 | 2069f 0,64 0,70 0,65 0,67 0,03 0,05
33 | Ledol 1593 1602b 0,65 0,48 0,49 0,54 0,09 0,17 2024 | 20350 0,72 0,55 0,77 0,68 0,11 0,17
34 | Dill apiole 1613 1620b 0,35 1,24 0,33 0,64 0,52 0,81 2364 | 2350p | ....... 1,00 | oo | o | ]
35 | 1,10-di-epi-Cubenol 1619 1618b 0,32 0,44 0,41 0,39 0,06 0,45 | oooooon | i | | | ] |
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DB5 - MS HPINOWAX - MS
N° COMPUESTOS % de Cantidad Relativa? — % de Cantidad Relativa? -
cal ref cal ref

1k 1k SE1 SED PE3 X (04 C.V. Ik IK SE1 PED SE3 X (04 C.V.
36 | 1 epi-Cubenol 1621 1527° 1,06 0,73 1,13 0,97 | 0,21 | 0,22 2062 | 2059° | 0,41 0,44 0,53 0,46 | 0,06 0,13
37 | 1-Cadinol 1634 1638P 0,96 1,28 1,23 1,16 | 0,17 | 0,15 2174 | 2180 1,08 1,45 1,43 1,32 | 0,21 0,16
38 | T-Muurolol 1637 1640° 0,69 0,95 0,96 0,87 | 0,15 | 0,28 | ....... | ceooeer | i | e | |
39 | a-murolol (torreyol) 1639 1644 0,84 0,96 1,03 0,94 | 0,40 | 0,10 2203 | 2209° | 0,42 0,59 0,64 0,55 | 0,11 0,21
40 | Daucol 1644 1641° 2,31 2,58 2,96 262 [0,32| 0,12 2306 | 22929 | 2,29 2,84 3,00 2,71 | 0,37 0,14
41 | a-Cadinol 1648 1652° 1,58 2,29 2,41 209 (045 | 0,21 2235 | 2240" | 1,32 2,03 1,96 1,77 | 0,39 0,22
42 | a-Bisabolol Oxide B 1659 1656° 0,41 0,49 0,37 0,42 [ 0,06 | 015 | ....... | ceoeeee | vviii | e | | s |
43 | 3-Thujopsanone 1665 1653 12,31 11,70 | 10,76 | 11,59 | 0,78 | 0,07 2342 | ....... 10,97 | 10,69 9,75 10,47 | 0,64 0,06
44 | Shyobunol 1684 1688P 5,29 6,20 5,87 5,79 | 0,46 | 0,08 1941 | 1949 | 3,43 2,10 3,49 3,01 | 0,79 0,26
45 | Guaiol acetate 1739 1725P 1,97 1,21 2,12 1,76 | 0,49 | 0,28 2191 | 2156' | 2,86 2,44 3,44 291 | 0,50 0,17
46 |Limonene | | oo | e | i | e | | 1194 | 1196" | 1,22 0,92 0,88 1,01 | 0,19 0,18
47 |Bicycloelemene | ..o | o | e L i | | s || e, 1476 | 1478™ | 0,17 0,27 0,24 0,23 | 0,05 0,22
48 |Ledene | ol o | s | i | e | | 1687 | 1696Y | 0,32 0,35 0,34 0,34 | 0,01 0,04
49 | EP-bicyclo 1703 | 1719° | 035 | 026 | 035 | 032 |005| 017

sesquiphellandrene | ....... | oo | i | e | i | [ | e
50 |a-selinene | | | o | | ] | . 1714 | 1727° | ....... 0,28 0,25 0,26 | 0,02 0,09
51 |Geranylacetate | ....... | ... | oo | oo | | | 1763 | 17652 | 0,35 | ....... 0,21 0,28 | 0,10 0,37
52 |Germacrene B | ..o | o | e | | | e | 1765 | 1776 0,24 0,31 0,24 0,26 | 0,04 0,14
53 | epi-Cubebol | | | | e ] |, 1888 | 1900YV | 1,16 0,82 1,29 1,09 | 0,24 0,22
54 | Spathulenol | .| o | e | | | e | e 2126 | 2129¢ | 1,25 1,02 1,49 1,25 | 0,24 0,19
55 [B-Eudesmol | | i | e | Lo s | e 2230 | 2220° | 0,43 0,39 0,53 0,45 | 0,07 0,16
56 |Isospathulenol | ....... | ... | | e | ] 2261 | 2251V | 1,14 0,90 1,31 1,11 | 0,21 0,19
*TOTAL IDENTIFICADO 98,98 *TOTAL IDENTIFICADO 94,98

a= % promedio calculados en base al % del area de los picos reportados en la columna DB5MS y HP-INOWAX respectivamente
*= Sumatoria del porcentaje relativo de los compuestos identificados en ambas columnas

PE1: Aceites de la primera recoleccion PE2:Aceites de la segunda recoleccion PE3: Aceites de la tercera recoleccion

X =Promedio

6= desviacion estandar

CV= Coeficiente de variacion

IKea'= ndice de kdvats calculado

IK''= indice de kdvats reportado en la literatura: °ref. 1; dref. 2; eref. 4; fref. 5; 9ref. 6; "ref. 7; ref. 8; Iref. 9; kref.12; 'ref. 16; Mref. 22; "ref. 28; °ref. 33; Pref. 34; dref. 36; "ref. 39;

sref. 40; 'ref. 41; Yref. 44; Vref. 45; “ref. 48; *ref. 53; Yref. 56. ver anexo(V)
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Los compuestos mayoritarios del aceite esencial en la columna DB5-MS, se pueden
observar en la figura 23, entre los cuales tenemos: a-Phellanderene (6,89%), d-Elemene
(6,83%), B-Elemene (3,56%), a-Humulene (3,20%), Bicyclogermacrene (12,98), &-
Cadinene (3,85%), E-Nerolidol (6,88%), Germacrene-D-4-ol (5,04%), Thujopsanone <3->
(11,59%), y Shyobunol (5,79%).
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Figura 23. Compuestos mayoritarios en columna no polar DB-5MS.
Fuente: La autora.

Los porcentajes de los compuestos mayoritarios del aceite esencial en la columna HP-
INOWAX, se muestran en la figura 24, entre los cuales tenemos: a-Phellanderene (7,35%),
0-Elemene (6,43%), B-Elemene (4,82%), a-Humulene (3,49%), Bicyclogermacrene (11,83),
0-Cadinene (7,7%), Shyobunol (3,01%), E-Nerolidol (12,18%), 3-Thujopsanone (10,47%).
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Figura 24. Compuestos mayoritarios en columna polar HP-INNOWAX.
Fuente: La autora

El analisis cuantitativo se realizd mediante la comparacion del porcentaje de cantidad
relativa de los picos detectados en FID con el porcentaje de cantidad relativa de los picos
de los compuestos identificados en masas, el resultado se observa en la Tabla 11, en la
cual se presentan los porcentajes de cantidad relativa por recoleccion, el promedio y la

desviacion estandar.

Mediante el andlisis cualitativo y cuantitativo se confirma la presencia de los compuestos

identificados en el aceite esencial.
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Tabla 11. Comparacioén de la cantidad relativa (%) de los compuestos determinados por CG-MS y CG-FID.

DB5MS HP-INNOWAX
Ne | coMPUESTOS % de Cantidad Relativa % % de Cantidad Relativa %
PE1 PE2 PE3 PE1 PE2 PE3

MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID MS FID
1 | a-Pinene 220 | 2,74 | 101 | 131|085 | 115 | 135|173 | 0,74 | 087 | 256 | 291 | 1,09 | 1,37 | 098 | 1,18 | 154 | 1,82 | 0,88 | 0,95
2 | B-Pinene 0,72 | 1,06 | 057 | 0,85 | 0,65 | 1,00 | 0,65 | 0,97 | 0,08 | 0,11 | 0,86 | 1,11 | 0,65 | 0,90 | 0,76 | 1,02 | 0,76 | 1,01 | 0,11 | 0,11
3 | a-Phellandrene 8,03 | 846 | 664 | 6,92 | 6,01 | 640 | 6,89 | 7,26 1,03 1,07 | 880 | 9,45 | 6,92 | 795 | 633 | 7,01 | 7,35 | 8,14 | 1,29 1,23
4 | p-Cymene 037 | 0,37 | cecoevn | wnnnn.. 0,33 | 0,32 | 0,35 | 0,34 | 0,20 | 0,20 | 0,61 | 0,08 | 0,31 | 0,05 | 0,58 | 0,06 | 0,50 | 0,07 | 0,17 | 0,01
5 | B-Phellandrene 211 | 1,27 | 163 | 1,04 | 152 | 0,9 | 1,75 | 1,09 | 0,31 | 0,27 | 1,12 | 1,35 | 0,86 | 1,05 | 0,79 | 0,96 | 0,93 | 1,12 | 0,17 | 0,20
6 | (2)-B-Ocimene 0,18 | 0,20 | cooe | oeeie | i | i | | i | | 0,22 | 0,37 | oo | .nl. 0,19 | 0,33 | 0,21 | 0,35 | 0,12 | 0,20
7 | (E)-B-ocimene 033 | 0,36 | .coeen | nnnn. 0,25 | 0,43 | 029 | 0,25 | 0,27 | 0,18 ) 0,45 | 0,68 | 0,23 | 0,39 | 0,33 | 0,52 | 0,34 | 053 | 0,11 | 0,24
8 | Linalool 0,34 | 0,33 | .ooooo | wveein | e | | | ] 0,57 0,21 | 0,46 | 0,24 | ....... | ...... 0,51 | 0,23 | 0,30 | 0,13
9 | Bornyl acetate 0,22 | 0,31 | coooee | coeeii | e | | | | | 0,28 | 0,32 | 0,20 | 0,19 | ....... | ...... 0,24 | 0,26 | 0,14 | 0,16
10 | 5-Elemene 634 | 647 | 781 | 795 | 635 | 668 | 6,83 | 703 | 0,85 | 0,80 | 597 | 561 | 755 | 7,35 | 5,77 | 559 | 643 | 6,49 | 0,97 | 1,01
11 | B- Elemene 3,32 | 435 | 441 542 | 295 | 391 | 3,56 | 456 | 0,76 | 0,78 | 4,44 | 395 | 6,01 | 522 | 402 | 3,57 | 482 | 425 | 1,05 | 0,87
12 |o-Gurjunene | | ... 0,30 | 0,40 | 0,20 | 0,32 | 0,25 | 0,36 | 0,45 | 0,22 | ....... | ...... 0,31 | 0,40 | 0,20 | 0,31 | 0,25 | 0,36 | 0,15 | 0,21
13 | (E)-B-Caryophyllene | 0,87 | 0,79 | 1,28 | 152 | 0,85 | 1,10 | 1,00 | 1,14 | 0,24 | 0,36 | eeoeve | coveee | eveiee | v | | i | i | i | e [ e,
14 | a.-Humulene 298 | 305 | 3,79 | 391 | 2,83 | 298 | 3,20 | 3,31 | 0,51 | 0,52 | 3,20 | 3,34 | 412 | 421 | 3,16 | 3,27 | 3,49 | 3,61 | 0,54 | 0,52
15 | y-Muurolene 0,48 | 0,61 | 0,60 | 0,73 | 056 | 0,74 | 055 | 0,70 | 0,06 | 0,07 | 0,98 | 0,32 | .cecoeo | wevee | ovei | i | i | | |
16 | Germacrene-D 1,36 | 1,47 | 208 | 2,17 | 167 | 1,86 | 1,70 | 1,83 | 0,36 | 0,35 | 1,47 | 1,70 | 2,27 | 2,43 | 1,79 | 2,04 | 1,84 | 2,06 | 0,40 | 0,37
17 | B-Selinene 0,26 | 0,30 | 0,41 | 045 | 0,23 | 0,32 | 0,30 | 0,36 | 0,10 | 0,08 | 0,32 | 0,30 | 0,40 | 0,39 | 0,30 | 0,33 | 0,34 | 0,34 | 0,05 | 0,04

trans-Muurola-

18 4(14),5-diene 0,50 | 0,59 | 0,43 | 0,64 | 0,47 | 0,71 | 0,46 | 0,65 | 0,08 | 0,06 | cceooee | covee | coveve | e | e | e | e | e | |
19 | Bicyclogermacrene 10,71 | 10,81 | 13,45 | 13,34 | 14,77 | 14,79 | 12,98 | 12,98 | 2,07 | 2,01 | 9,75 | 9,48 | 12,50 | 12,40 | 13,24 | 13,01 | 11,83 | 11,63 | 1,84 1,89
20 | a-Muurolene 2,16 | 2,06 | 2,04 | 191 | 197 | 1,90 | 2,06 | 1,95 | 0,40 | 0,09 | 0,60 | 0,64 | 066 | 0,68 | 0,72 | 0,75 | 0,66 | 0,69 | 0,06 | 0,06
21 | Germacrene-A 1,73 | 1,30 | 2,10 | 163 | 144 | 106 | 1,76 | 1,33 | 0,33 | 028 | .ccooe | ceveie | viiiin | i L | e | |
22 | a-Amorphene 1,18 | 1,13 | 1,21 | 1,20 | 1,23 | 1,47 | 1,22 | 1,27 | 0,02 | 0,03 ] 0,29 | 0,48 | 0,34 | 0,48 | 0,35 | 0,50 | 0,33 | 0,48 | 0,03 | 0,01
23 | y-Cadinene 3,35 | 2,47 1,98 155 | 3,36 | 259 | 290 | 2,20 | 0,79 | 057 | ....... | oo | | e | | | | ]
24 | 5-Cadinene 3,71 | 343 | 3,76 | 360 | 409 | 367 | 3,85 | 357 | 0,21 | 0,12 | 7,18 | 662 | 8,14 | 6,89 | 7,78 | 6,63 | 7,70 | 6,71 | 0,49 | 0,15
25 | a-Chamigrene 0,58 | 0,41 | 0,60 | 0,56 | 0,52 | 0,41 | 0,57 | 0,46 | 0,04 | 0,09 | .ceoee | coeoee | vvoi | eeieie | i | e | e | e |l
26 | a-Alaskene 0,37 | 0,31 | 0,31 | 0,40 | 0,33 | 0,32 | 0,34 | 0,34 | 0,08 | 0,05 | eeooee | oeeee | veeeii | e | i | | | | |
27 |a-Cadinene | ....... | ....... 0,21 | 0,29 | 0,24 | 0,23 | 0,23 | 0,26 | 0,23 | 0,15 | ....... | ..c... | .oo..e. 0,41 | 0,22 | 0,70 | ...... 055 | ...... 0,35
28 | Elemol 0,95 1,16 | 0,77 | 0,97 1,56 1,81 1,09 1,31 | 0,41 | 0,44 | 1,18 1,95 1,02 1,81 1,87 | 2,67 1,35 | 2,14 | 0,45 | 0,46
29 | E-Nerolidol 8,56 | 898 | 553 | 571 | 654 | 6,99 | 6,88 | 7,23 | 1,54 | 1,65 | 14,02 | 13,39 | 10,43 | 9,94 | 12,09 | 11,64 | 12,48 | 11,65 | 1,79 | 1,72
30 | Germacrene-D-4-ol 525 | 480 | 433 | 400 | 554 | 522 | 504 | 467 | 064 | 0,62 | ....... | oo | oo | o || | s | | |
31 | Globulol 0,29 | 0,32 | 025 | 0,33 | 0,31 | 0,37 | 0,28 | 0,34 | 0,083 | 0,02 | 0,20 | 0,13 | 0,24 | 0,24 | 0,22 | 0,51 | 0,22 | 0,29 | 0,02 | 0,20
32 | Viridiflorol 093 | 045 | 0,75 | 0,75 | 095 | 0,59 | 0,88 | 0,60 | 0,41 | 0,15 | 064 | 0,31 | 0,70 | 0,34 | 0,65 | 0,34 | 0,67 | 0,33 | 0,03 | 0,01
33 | Ledol 0,65 | 0,72 | 0,48 | 0,59 | 0,49 | 0,58 | 0,54 | 0,63 | 0,09 | 0,08 | 0,72 | 0,80 | 0,55 | 0,64 | 0,77 | 0,86 | 0,68 | 0,77 | 0,11 | 0,11
34 | Dill apiole 035 | 0,30 | 124 | 062 | 0,33 | 0,33 | 0,64 | 0,41 | 052 | 0,48 | ....... | ...... 1,00 | 0,80 | ..oooo | oo | | | ]
35 | 1,10-di-epi-Cubenol | 0,32 | 0,36 | 0,44 | 0,46 | 0,41 | 0,35 | 0,39 | 0,39 | 0,06 | 0,06 | ....... | ..coo. | cooeeei | coois | i | e | | ] ]
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DB5MS HP-INNOWAX
o % de Cantidad Relativa = % de Cantidad Relativa =

B cotEl=TeE PE1 PE2 PE3 X PE1 PE2 PE3 X

MS|FD|MS|FD|MS|FD|MS|FID|MS|FD|MS|FD|MS|FID|MS|FID|MS]|FID| MS|FID
36 | 1 epi-Cubenol 1,06 | 0,90 | 0,73 | 0,98 | 1,43 | 0,98 | 0,97 | 0,95 | 0,21 | 0,05 | 0,41 | 0,20 | 0,44 | 0,20 | 0,53 | 0,22 | 0,46 | 0,21 | 0,06 | 0,01
37 | 1-Cadinol 0,96 0,51 1,28 1,01 1,23 1,00 1,16 0,84 | 0,17 0,28 1,08 0,89 1,45 1,17 1,43 1,29 1,32 1,12 0,21 0,20
38 | T-Muurolol 0,69 | 0,75 ] 0,95 | 0,90 | 0,96 | 0,93 | 0,87 | 0,86 | 0,15 | 0,20 | ....... | woveee | veveei | veii | e | | | e |
39 | a-murolol (torreyol) 0,84 | 061 | 0,96 | 0,60 | 1,03 | 0,69 | 0,94 | 0,63 | 0,10 | 0,05 ) 0,42 | 0,38 | 0,59 | 0,51 | 0,64 | O,57 | 055 | 0,49 | 0,11 | 0,10
40 | Daucol 2,31 157 | 258 | 2,10 | 296 | 2,29 | 2,62 | 1,99 | 0,32 | 0,38 ] 2,29 | 2,13 | 2,84 | 261 | 3,00 | 2,82 | 2,71 | 252 | 0,37 | 0,35
41 | a-Cadinol 158 | 2,07 | 229 | 241 | 2,41 | 268 | 2,09 | 2,39 | 0,45 | 0,31 ] 1,32 | 1,21 | 2,03 | 1,76 | 1,96 | 1,73 | 1,77 1,57 | 0,39 | 0,31
42 | a-Bisabolol Oxide B 0,41 | 0,30 | 0,49 | 0,39 | 0,37 | 0,30 | 0,42 | 0,33 | 0,06 | 0,05 | ...coe. | wvvee | vevven | vevin | i | e | | | |
43 | 3-Thujopsanone 12,31 (11,72 | 11,70 | 11,23 | 10,76 | 10,23 | 11,59 | 11,06 | 0,78 | 0,76 | 10,97 | 10,17 | 10,69 | 9,98 | 9,75 | 9,08 | 10,47 | 9,74 | 0,64 | 0,58
44 | Shyobunol 529 | 474 | 6,20 | 558 | 587 | 529 | 579 | 520 | 046 | 043 ]| 343 | 3,04 | 2,10 | 1,92 | 3,49 | 3,10 | 3,01 | 2,69 | 0,79 | 0,67
45 | Guaiol acetate 1,97 1,96 1,21 1,27 2,12 2,07 1,76 1,77 0,49 0,44 2,86 1,83 2,44 1,31 3,44 | 2,02 2,91 1,72 0,50 0,36
46 | Limonene | | | e | | | 1,22 | 156 | 0,92 | 1,23 | 0,88 | 1,16 | 1,01 1,32 | 0,19 | 0,22
47 | Bicycloelemene | .| oo | eeein | | | Lo | e [ | e 0,17 | 0,33 | 0,27 | 0,43 | 0,24 | 0,43 | 0,23 | 0,39 | 0,05 | 0,05
48 | Ledene | | e | e | | e | e | e e | e ] 0,32 0,39 0,35 0,42 0,34 | 0,41 0,34 0,41 0,01 0,02

Epi-bicyclo
49 eemanalEE || e || e || s || o | ocounn | oo || s || cossns || ooy || uoend 0,35 | 0,52 | 0,26 | 0,40 | 0,35 | 0,48 032 | 047 | 0,05 | 0,06
50 |a-selinene | | | e | 0,28 | 0,35 | 0,25 | 0,30 | 0,26 | 0,32 | 0,15 | 0,19
51 | Geranyl acetate | ..o | eeei | i | | e | [ | 035 | 0,37 | ceooeen | aenns 0,21 | 0,34 | 0,28 | 0,36 | 0,18 | 0,21
52 |Germacrene B | | ] | e e | 0,24 0,22 0,31 0,24 | 0,24 | 0,20 | 0,26 0,22 0,04 | 0,02
53 | epi-Cubebol | ] | e L e | [ | 1,16 | 1,28 | 0,82 | 0,88 | 1,29 | 1,30 | 1,09 1,12 | 0,24 | 0,21
54 | Spathulenol | .| | e [ | i L i | e | e | 1,25 1,23 1,02 1,02 1,49 1,43 1,25 1,23 0,24 | 0,21
55 | B-Eudesmol [ o] aeien | [ [ | | [ | i [ 0,43 | 0,49 | 0,39 | 0,44 | 0,53 | 0,56 | 0,45 | 0,50 | 0,07 | 0,06
56 | Isospathulenol | ....... | | | e e | e 1,14 1,17 0,90 0,92 1,31 1,31 1,11 1,13 0,21 0,20
*Total identificado 98,98 | 97,44 *Total identificado 94,98 | 93,06

Compuestos segun el orden de elucién en la columna DB-5MS.
PE=Piper ecuadorense
PE1=Aceites de la primera recoleccién. PE2: Aceites de la segunda recoleccion. PE3: Aceites de la tercera recoleccion.
*=Sumatoria del % de cantidad relativa en la columna DB-5MS—MASAS y DB-5MS-FID.

**=Sumatoria del % de cantidad relativa en la columna HP-INNOWAX-MASAS y HP-INNOWAX-FID

X=Promedio
o= desviacion estandar

NO IDENTIFICADO: 222(10,25); 207(7,69); 204(12,17); 189(7,69); 179(6,41); 161(35,89); 151(6,92); 137(22,43); 123(25,64); 121(39,74); 109(47,43); 107(29,48); 105(28,20); 95(30,76);
84(100); 83(48,71); 81(65,25); 79(23,07); 69(34,16); 67(32,05); 55(35,89): 53(15,38); 43(17,94); 41(36,96); 39(12,82)

59




Del aceite esencial de Piper ecuadorense se lograron identificar 56 compuestos, de los
cuales 35 compuestos estan presentes en ambas columnas; en la columna DB-5MS se
identificaron 45 compuestos con un porcentaje de identificacién de 98,98% y en la columna

HP-INNOWAX se identificaron 46 compuestos que representan el 94,98%.

Piper ecuadorense es una especie que aun no reporta estudios referentes a la composicion
quimica, por lo que no es posible su comparacién con alguna referencia. Sin embargo, se
han efectuado estudios acerca de la composicién quimica de varios aceites esenciales del
género Piper, encontrandose como constituyentes principales fenilpropanoides,

monoterpenoides y sesquiterpenoides (Sanchez et al., 2009).

En cuanto a los compuestos mayoritarios reportados en el presente estudio tenemos: -
Phellanderene (6,89%), d-Elemene (6,83%), B Elemene (3,55%), a-Humulene (3,20%),
Bicyclogermacrene (12,98%), 6-Cadinene (3,85%), (E)-Nerolidol (6,88%), Germacrene D-
4-ol (5,04%), 3-Thujopsanone (11,59%), y Shyobunol (5,79%).

Las diferencias presentadas en su composicién, pueden deberse a varios factores; en ese
sentido Bandoni et al., (2009) expresaron que es casi imposible lograr dos aceites
esenciales idénticos. Como resultado del grado de sensibilidad analitica con que se trabaje,
siempre se podra encontrar alguna diferencia entre dos partidas de un mismo aceite

esencial (Acevedo et al., 2013).

Es importante hacer hincapié que el conocer la composicion quimica del aceite esencial de
esta planta medicinal, deja abierta la puerta para iniciar estudios posteriores que
contribuirdn a la valoracién de la biodiversidad ecuatoriana con miras a aplicaciones

farmacéuticas o cosméticas.
3.4.1.1. Datos espectrales del compuesto no identificado.

Después de analizar la mayoria de los compuestos con la bibliografia de referencia, se
presenta el espectro de masas de uno de los picos que no se logro identificar. Ademés se
analizaron los valores de abundancia de los diferentes iones (eje y) en funcién de la relacion
masa/carga (m/z) (eje x). En las figura 25 se observa el espectro de masas del compuesto

gue no identificado.
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Se expresa el espectrograma del compuesto no identificado para que se analice mas

profundamente en estudios que se realicen en el futuro.
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Figura 25. Compuesto no identificado — Columna polar HP-INNOWAX.
Fuente: La autora.

A continuacién se muestran los datos de abundancia y de masa/carga. El primer valor
corresponde a masa/carga (m/z) y el valor en paréntesis corresponde a la abundancia del

ion, este valor esta dado en porcentaje relativo.

222(10,25); 207(7,69); 204(12,17); 189(7,69); 179(6,41); 161(35,89); 151(6,92); 137(22,43);
123(25,64); 121(39,74); 109(47,43); 107(29,48); 105(28,20); 95(30,76); 84(100); 83(48,71);
81(65,25); 79(23,07); 69(34,16); 67(32,05); 55(35,89); 53(15,38); 43(17,94); 41(36,96);
39(12,82)

3.5. Actividad biol6gica del aceite esencial de Piper ecuadorense

Los métodos empleados para evaluar la actividad antimicrobiana permitieron medir la

susceptibilidad in vitro de los microorganismos frente a agentes antimicrobianos
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determinando la potencia de la sustancia, y la susceptibilidad de un microrganismo a

concentraciones conocidas de una droga de origen vegetal.

3.5.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) antibacteriana.

CMI es la minima concentracion de un compuesto capaz de inhibir el crecimiento bacteriano
tras 18-24 horas de incubacion. Los resultados de la CMI de los aceites obtenidos de las

destilaciones de P. ecuadorense se exponen en la Tabla 12.

Tabla 12. CMI antibacteriana (ug/mL) del aceite esencial frente a 7 cepas bacterianas

GRAM-NEGATIVAS GRAM-POSITIVAS
_ Esghcegliic i Klebsiell_a Proteu_s Pseudqmonas Salmone_lla Enterocopcus Staphylococcus
Aceite ATCC pneumoniae vulgaris aeruginosa typhimurium faecalis aureus
25002 ATCC 9997 ATCC 8427  ATCC 27853 (LT2) ATCC 29212 ATCC 25923
PE11 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 pg/mL
PE12 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 pg/mL
PE13 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 250 pg/mL
PE21 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 500 pg/mL
PE22 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 125 pg/mL
PE23 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 250 pg/mL
PE31 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 250 pg/mL
PE32 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 250 pg/mL
PE33 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 125 pg/mL
Control Gentamicina 0,39 pg/ml Gentamicina 1,95 pg ml Goégga?g;;:ri:la

PE=Piper ecuadorense
PE1=Aceites de la primera recoleccion. PE2: Aceites de la segunda recoleccion. PE3: Aceites de la tercera
recoleccion.

Fuente: La autora.

El género Piper ha sido objeto de estudios fitoquimicos y biolégicos, motivados por sus
numerosas aplicaciones etnobotanicas y por ser particularmente Gtiles como antivirales,

antimicéticos y antibacterianos (Sanchez et al., 2009).

Como se puede observar el aceite esencial de Piper ecuadorense no inhibi6 el crecimiento
bacteriano de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium y Enterococcus faecalis hasta las concentraciones
ensayadas. Mientras que para la bacteria Staphylococcus aureus, los aceites de la primera

recoleccion presentaron una CMI de 1000 y 250 pg/mL; los aceites de la segunda
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recoleccién una CMI 500, 150 y 250 pg/mL respectivamente, y para los aceites de la tercera

recoleccion presentan una CMI de 250 y 150 pg/mL.

Segun los pardmetros descritos por Holetz et al. (2002), la actividad antimicrobiana se
puede clasificar de la siguiente manera:

e Buena: CMI <100 pg/mL

e Moderada: CMI de 100 a 500 pg/mL
o Débil: CMI de 500 a 1000 pg/mL

e Inactiva: mas de 1.000 pg/mL

Segun la clasificacién de Holetz et al. (2002) y de acuerdo a los valores de CMI expuestos,
podemos decir que los aceites evaluados presentan una actividad antimicrobiana moderada
frente a  Staphylococcus aureus. [Estos resultados evidencian que la
bacteria Staphylococcus aureus resulta mas sensible a la accién del aceite, lo que indica
las potencialidades antimicrobianas del aceite evaluado y su posible uso en el tratamiento

de enfermedades bacterianas.

En la literatura no se encontrd estudios sobre la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Piper ecuadorense frente a la bacteria, por lo cual los resultados obtenidos aumentan el
conocimiento sobre la actividad biolégica de dicho aceite y las posibilidades de aplicacion

practica.

Sin embargo existen estudios de diferentes especies del género Piper que han mostrado
actividad antibacteriana contra S. aureus; por ejemplo, en este caso del extracto etandlico
y acuoso de Piper aduncum mostraron una CMI de 16 y 32 ug/mL respectivamente; asi
mismo, el extracto de acetato de etilo de Piper porphyrophyllum presenté un CMI de 62,5
pg/mL (Giraldo, 2012). A pesar de conocer actividad contra S. aureus en otras especies
del género Piper, no es posible comparar nuestros resultados con los obtenidos por
extractos, puesto que el criterio de evaluacion es diferente; sin embargo, es importante
destacar que especies del mismo género tanto como el aceite de Piper ecuadorense

mostraron inhibiciébn contra esta bacteria .

La literatura cientifica relata que la actividad antimicrobiana presentada por los aceites

esenciales se debe principalmente a la presencia de terpenoides, seguido por terpenoides
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con grupos alcoholes, luego los que poseen grupos aldehidos y por altimo los que contienen

grupos ceténicos (Ochoa et al., 2012; Sanchez et al., 2009).

Entre los compuestos a los que se le atribuyen propiedades antibacterianas, podemos citar:
terpenos como el safrol pero no es el Unico, existen otros como el linalol, timol, carvacrol,
eugenol, a-pinene y B-pinene, a-humuleno, B-cariofileno, B-elemeno, germacreno, p-
cimeno, y-terpineno, mirceno, entre otros; algunos de los cuales se encuentran en

proporcion considerable en el aceite evaluado (Sanchez et al., 2013; Sanchez et al., 2009).

Teniendo en cuenta que un aceite esencial esta conformado por un nimero amplio de
compuestos quimicos, es muy probable que su actividad antimicrobiana no sea atribuible a
un mecanismo especifico, sino a la acciébn combinada de varios de ellos sobre distintas
localizaciones de la célula. Se plantea incluso, que algunos compuestos que no presentan
actividad antimicrobiana de manera independiente, incrementan la accion cuando se

mezclan con otros. (Pino, O. et al., 2012; Sanchez et al., 2009).
3.5.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) antifangica.

En la tabla 13 se expone los valores de la concentracion minima inhibitoria de los aceites

frente a los dermatofitos T. rubrum y T. mentagrophytes.

Tabla 13. CMI del aceite esencial frente a dos cepas flingicas.
HONGOS

Trichophyton rubrum Trichophyton mentagrophytes

ACEITES ATCC 28188 ATCC 28185
PE11 62,5 pg/mL 125 pg/mL
PE12 62,5 pg/mL 62,5 pg/mL
PE13 62,5 yg/mL 125 pg/mL
PE21 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL
PE22 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL
PE23 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL
PE31 62,5 pg/mL 62,5 ug/mL
PE32 62,5 ug/mL 62,5 pg/mL
PE33 62,5 pg/mL 62,5 ug/mL

Control Itraconazol 0,39 pg/mL

PE=Piper ecuadorense

PE1=Aceites de la primera recoleccion. PE2: Aceites de la segunda recoleccion.

PE3: Aceites de la tercera recoleccion.

Fuente: La autora.
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Todos los aceites esenciales obtenidos del material de las diferentes recolecciones
inhibieron el crecimiento de los dermatofitos en diferentes concentraciones, expresandose

como la concentracion minima inhibitoria frente al control de ltraconazol.

De acuerdo a la clasificacidon mencionada por Holetz et al. (2002), los aceites esenciales
frente a T. rubrum y T. mentagrophytes presentan una actividad buena a excepcion de los
aceites de la primera recoleccién (125 pg/mL) que muestran una actividad moderada frente
T. mentagrophytes.

Estudios realizados por , Ramirez, J. et al. (2013) con el extracto de la planta P.
ecuadorense revelan que efectivamente esta especie presenta actividad antifungica

representativa frente a T. rubrum y T. mentagrophytes.

Otros estudios revelan que la actividad antifangica se puede atribuir a la presencia de
algunos componentes tales como carvacrol, a-terpinyl acetate, cimeno, timol, pineno, linalol

gue ya se sabe que presentan actividad antimicrobiana (Nuzhat & Vidyasagar, 2013).
3.6. Actividad antioxidante

3.6.1. Método ABTS".

3.6.1.1. Lectura de los estandares Trolox/BHT.

Al evaluar la capacidad antioxidante de las muestras del aceite esencial de Piper
ecuadorense a diferentes concentraciones frente al radical ABTS+, se obtuvieron los datos
de absorbancia que fueron reemplazados en la ecuacién (3) que se describe en la
metodologia, encontrando asi los valores de los porcentajes de disminucién para cada

concentracion, que se observan en la Tabla 14.

65



Tabla 14. Datos del método ABTS* para los estandares TROLOX y BHT
DATOS ABTS*

BHT TROLOX
Concentracion Absorbancia Porcentaje de Absorbancia Porcentaje de

(HM) determinada Disminucién (%) determinada Disminucion (%)
1000 0,0000 100 0,1863 83,18

800 0,0000 100 0,2860 74,19

600 0,0180 98,38 0,4203 62,06
450 0,1720 84,48 0,5037 54,54

300 0,3510 68,32 0,6497 41,37

150 0,4817 56,53 0,7087 36,04

25 0,5703 48,53 0,7413 33,09

0 0,6750 39,08 0,8190 26,08

Absorbancia de la solucion de trabajo: 1,108
Fuente: La autora.

3.6.1.2. Lectura de las muestras de aceite esencial.

En latabla 15, se encuentran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante del aceite
esencial, en ella se describe las concentraciones evaluadas, la absorbancia y el calculo del

porcentaje de inhibicion obtenido para cada dilucion.

Tabla 15. Datos del método ABTS+ para el aceite esencial.

ACEITE
Concentracion Absorbancia % de
(UM) determinada Disminucién
1000 0,6443 41,81
500 0,7220 34,84
100 0,7320 33,94
50 0,7547 31,89
25 0,7693 30,57
12,5 0,7707 30,45
5 0,7810 29,51
0 0,8087 27,02

Fuente: La autora
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El método ABTS" sirve para determinar la capacidad de un antioxidante captando radicales
libres, y esto se puede determinar por el porcentaje de disminucién o decoloracion del cation
radical ABTS™ (Pérez et al., 2013).

Segun los resultados observados tanto en la tabla 15 podemos comprobar que el aceite
esencial evaluado no posee actividad antioxidante a las concentraciones evaluadas frente
al radical ABTS, ya que el porcentaje de disminucion a una concentracién de 1000 ppm fue
de 41,81% valores bajos con respecto a Trolox y BHT, ya que los valores esperados

deberian ser superiores a 50% de inhibicidn del radical ABTS.
3.6.2. Método Radical DPPH.
3.6.2.1. Lectura de los estandares Trolox/BHT.

Al evaluar la capacidad antioxidante de las muestras de aceite esencial a diferentes
concentraciones frente al radical DPPH se obtuvieron los datos de absorbancia que fueron
reemplazados en la ecuacién (3) que se describe en la metodologia, encontrando asi los

valores de porcentajes de disminucion, que se observan en la Tabla 16.

Tabla 16. Datos del método DPPH para los estandares TROLOX y BHT.

DATOS DPPH
BHT TROLOX

Concentracion Absorbancia % de Absorbancia % de
(uM) determinada  Disminuciéon determinada Disminucién

1000 0,1810 83,68 0,5280 52,48

800 0,2470 77,77 0,5847 47,37

600 0,3867 65,2 0,7237 34,86

450 0,4783 56,95 0,8313 25,17

300 0,5730 48,42 0,9267 16,59

150 0,8400 24,39 0,9610 13,50

25 0,9840 11,43 0,9800 11,79

0 1,0187 8,31 0,9947 10,47

Absorbancia de la solucion de trabajo: 1,111
Fuente: La autora
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3.6.2.2. Lectura de las muestras de aceite esencial.

En latabla 17, se encuentran los resultados obtenidos de la actividad antioxidante del aceite
esencial, en ella se describe las concentraciones evaluadas, la absorbancia y el célculo del

porcentaje de inhibicion obtenido para cada dilucion.

Tabla 17. Datos del método DPPH para el aceite esencial.

ACEITE
Concentracion Absorbancia % de
(UMm) determinada Disminucién
1000 0,9303 16,26
500 0,9517 14,34
100 0,9643 13,20
50 0,9720 12,51
25 1,0170 9,03
12,5 1,0277 7,50
5 1,0343 6,90
0 1,0417 6,24

Fuente: La autora

Al evaluar las muestras de aceite esencial de P. ecuadorense, se observd que a las
concentraciones realizadas, el porcentaje de disminucién con el método del radical DPPH,
en ninguln caso se alcanzaron valores superiores al 50%, razon por la cual podemos deducir
gue en las muestras evaluadas no se encuentran presentes compuestos que atrapen

radicales libres, lo cual puede explicar la baja actividad mostrada frente a este radical.

Debe sefialarse que, a pesar de las diferencias metodoldgicas, los resultados obtenidos
con los métodos ABTS+ y DPPH?e revelaron que el aceite esencial de Piper ecuadorense
no presento actividad antioxidante ya que el porcentaje de disminucion es bajo comparado

con los estadndares de referencia Trolox y BHT.

Los resultados obtenidos de actividad antiradical pueden expresarse como IC50
(Concentracion Eficaz 50), la cual esta definida como la concentracion del antioxidante que
disminuye la concentracion del radical a un 50% de la cantidad inicial. En el presente caso
no fue posible calcular el IC50 ya que el porcentaje de disminucion fue menor y no supero
el 50%.
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Segun Stashenko (2009), las propiedades tanto antioxidantes y antimicrobianas de los

aceites esenciales se atribuyen a la presencia de compuestos fendlicos y sus derivados.

En un estudio realizado, el aceite esencial de Piper auritum presentd una muy escasa
actividad atrapadora del radical DPPH- (0.0029 mg/L), en comparacién con la presentada
por la vitamina E (3.69 mg/L), sustancia antioxidante usada como referencia. En la cual
dado que el analisis cromatografico revelo la no existencia de compuestos de tipo fendlico,
principales responsables de la actividad antioxidante de los aceites esenciales (Garcia et
al., 2007).

Segun los datos presentados en el presente estudio demostraron que el aceite evaluado no
posee propiedades antioxidantes, lo cual soporta el wuso tradicional de P.
ecuadorense debido a que dicha especie es utilizada como cicatrizante de heridas segun
Ramirez, J. et al. (2013), para lo cual se llevan a cabo una serie de complejas reacciones
bioguimicas, entre ellas la fase inflamatoria y podemos manifestar que los antioxidantes
ayudan a reducir la inflamacioén es decir son utilizados como antinflamatorios por lo tanto

no puede ser considerada como antioxidante.
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CONCLUSIONES

En la composicion quimica del aceite esencial se detectaron 56 compuestos, de los
cuales se identificaron 45 compuestos en la columna no polar (DB-5MS) que
representa el 98,98% y 46 compuestos en la columna polar (HP-INNOWAX). Que
representa el 94,98%.

Se identificaron 8 compuestos mayoritarios principales: a-Phellandrene (7,12%), 6-
Elemene (6,63%), B-Elemene (4,19%), Bicyclogermacrene (12,41), d-Cadinene
(5,78%), E-Nerolidol (9,53%), 3-Thujopsanone (11,03%), Shyobunol (4,4%).

El compuesto predominante fue bicyclogermacrene con un porcentaje de 11,03% el
cual fue identificado en las dos columnas DB5MS y HP-INNOWAX.

El aceite esencial de Piper ecuadorense fue inactivos frente a Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium y Enterococcus faecalis a las concentraciones ensayadas.

El aceite evaluado presento una actividad antibacteriana moderada frente a
Staphylococcus aureus (125-500 ug/mL)

El aceite esencial tuvo una buena actividad inhibitoria frente a Trichophyton rubrum

y Trichophyton. mentagrophytes

El aceite esencial evaluado no presento actividad antioxidante frente al método
ABTS* ni DPPH.

El valor de la densidad relativa fue de 0,9269 g/cm?, el valor medio del indice de

refraccion fue de 1,5043.
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RECOMENDACIONES

- Verificar si en la zona de recoleccién existe abundante poblacion silvestre con el fin

de evitar la extincidon en la zona de estudio.

- Se recomienda evaluar la actividad de los aceites frente otras cepas bacterianas y
fungicas de interés en salud publica.

o Realizar posteriores investigaciones sobre la posible aplicacion del aceite esencial
de Piper ecuadorense en la formulacion de una forma farmacéutica ya que presenta

una buena actividad antifangica frente T. mentagrophytes y T. rubrum
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ANEXO 1
DETERMINACION DE HUMEDAD

PRINCIPIO:

La pérdida de peso de la muestra, debido a que es sometida a altas temperaturas en una

estufa durante un tiempo determinado.

MATERIAL:
= Lampara
=  Pinza
= Balanza
= Crisol

= Desecador
PROCEDIMIENTO:

= Pesar en una capsula o luna de reloj de 0,5 a 1 gr de la muestra; seguidamente
colocarla durante 45 minutos en la lampara ULTRA X a 37 °C.

= Enfriar la capsula en el desecador por 5 minutos aproximadamente, hasta que la
temperatura de la capsula se iguale a la temperatura ambiente. Luego pesar y anotar
el peso.

= Colocar la capsula nuevamente en la estufa durante 15 minutos, enfriar en el
desecador y pesar.

= Repetir el procedimiento hasta que el peso de la capsula sea constante.

CALCULO:
(my; —my)

Hm =——%100
(m; —m)

Donde:

Hm: %de humedad

m: peso de la cdpsula vacia (gr)

m1: peso de la cdpsula + muestra a analizar (gr).

m 2: peso de la cdpsula + muestra seca (gr).
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ANEXO 2
DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA A 20°C

(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982
PROPUESTA:
La presente norma esta basada en la norma ISO 279-1981 publicada por la Organizacion

Internacional de Normalizacion.

OBJETIVO DE APLICACION:
La presente norma especifica el método referido a la determinacion de la densidad relativa
a 20°C de los aceites esenciales.

REFERENCIAS:

o NF T 75-003 Aceites esenciales-Reglas generales para la preparacion.

e NF T 75-110 Aceites esenciales-Preparacion de la muestra previa al analisis.
PRINCIPIO:
La densidad relativa a 20°C de un aceite esencial se define como la masa de un
determinado volumen de aceite esencial a 20°C sobre la masa de un volumen igual de agua
destilada a 20°C.

NOTA:

= Sies necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del aceite
para indicar la norma referente al aceite esencial. La correccion para 20°C es de
0.0007 a 0.0008 por grado centigrado.
* La masa volumétrica a 20°C de un aceite esencial se reporta como la masa de un
cierto volumen del aceite esencial a 20°C.
APARATOS:

= Picnémetro de vidrio.

= Bafio termostatico, mantenido a una temperatura de 20°C + 0.2°C.

= Termdmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacion de 0.2°C a
0.1°C.

= Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:
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= Preparacion del Picnémetro: Limpiar rigurosamente y luego enjuagar el
picnémetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de aire
seco. Si es necesario secar el exterior del picndmetro con un trapo seco o con papel
filtro. Cuando se equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, pesar el
picnémetro, con el tapon en su sitio con 1mg de precision.

= Peso del agua destilada: Llenar el picnébmetro con agua recién destilada, que esté
a una temperatura de 20°C. Coloque el picnémetro en el bafio termostético. Durante
30 minutos ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapén del picnébmetro
en su sitio, secar el exterior del picndmetro con un trapo seco o papel filtro. Cuando
se equilibre la temperatura con el cuarto de balanzas, pesar el picnémetro lleno con
el tapdn en su sitio con un mg de precisién lleno igual que en el caso anterior.

= Peso del aceite esencial: Vaciar el picnébmetro, luego enjuagar y secar como en el
inicio. Efectuar las mismas operaciones solo que esta vez sera con aceite esencial

en lugar de agua.
EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d33 se la expresa con la siguiente formula:

20_M2"Mg
d3o=———

Donde:

d39: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.
Mo: Masa en gramos del picnémetro vacio.

mi: masa en gramos del picnémetro con agua.

m2: masa en gramos del picnémetro con aceite esencial.

Se expresaran los resultados con tres decimales.
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ANEXO 3
DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION
PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilice, la medida directa del angulo de refracciéon o la
observacion del limite de refraccion total. El aceite se mantendré dentro de las condiciones

de iso-tropismo y de transparencia.
DEFINICION:

El indice de Refraccion de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa desde el aire a través del Aceite Esencial, manteniendo la

temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589.3 + 0.3) nm, correspondiente a la radiacion D1y D2
del espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20°C, salvo para los aceites esenciales que no son
liquidos a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25y 30 °C

segun el punto de fusion del aceite considerado.
APARATOS:

Refractometro: Utilicé un refractdmetro clasico que permita la lectura de los indices de

refraccion entre: 1.300 y 1.700 o con una precision de + 0.0002.

Ajusté el aparato de manera que a una temperatura de 20 °C, se tengan los siguientes

indices de refraccién segun:

1.3330 para agua destilada.
1.4906 para el p-cimeno.
1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.
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Los productos patrén deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabricacion del equipo.
MODO DE OPERACION:
Determinacion

Pasar una corriente de agua en el refractdbmetro, a fin de mantener el aparato a la
temperatura de referencia de 20°C salvo para los aceites esenciales que nos son liquidos
a esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20°C y 30°C, segun
el punto de fusion del aceite esencial considerado. Esta temperatura no debe diferir de la
temperatura de referencia mas de +0.2°C y debe mantenerse a +0.2°C.

Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura igual a la que se

realizara la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.
Resultados:

Célculos. El indice de refraccion a la temperatura de referencia esta dado por la formula.

n'p —n'p + 0.0004 (t'- t)

Donde:

ntD = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o aquella a la que se ha efectuado la
determinacion.

F = factor de correccion (0.0004)

t'= temperatura a la que se efectud la lectura

t = temperatura a 20°C

Nota:
Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion es de +0.0002.
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