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RESUMEN

El PerG tiene biodiversidad floristica con potencial etnomedicinal que requiere valorizacion
cientifica. La guanabana especie de Annona es utilizada empiricamente mediante infusion de sus
hojas para enfermedades cancerigenas. EIl desconocimiento de los compuestos fitoquimicos es el
problema identificado. Objetivo: Extraer y caracterizar la composicion de moléculas quimicas
en el aceite esencial de guanadbana (Annona spp). Metodologia: Muestra: hojas procedentes de
arboles conaproximadamente 4 m de altura, 15 cm de diametro de tronco. Ubicacion de recolecta:
6°17'S 78°28'W en San José, distrito Chimban, Provincia Chota, Region Cajamarca. 1480 m
aprox en 3 puntos georreferenciado de recolecta. Tratamiento: deshidratacion parcial 40%
humedad. Extraccion: Hidrodestilacion por 90 minutos, Caracterizacion fitoquimica:
Cromatografia de Gas acoplado a espectrometria de masa. Resultados: Rendimiento
extractivo: 0,22-0,30% v/p, indice de refraccion: 1,635-1,715, densidad: 0,954-0,964 g/ml, y
composicién fitoquimica: cariofileno 34,79%, humuleno 3,98% vy biciclogermacreno 23,47%.
Conclusiones: Existe presencia de variabilidad de composicién fitoquimica entre arboles de la
misma especie. La presencia de cariofileno y humuleno validarian su accion antinflamatoria y la
presencia de biciclogermagreno la accién de inhibicion cancerigena. No se tienen registros
documentales del aceite esencial sobre la especie Annona montana siendo de interés agroindustrial
el desarrollo de productos innovadores aplicando las hojas de esta especie en algunos productos
y representando interés el aporte posterior investigaciones sobre la accion anticancerigena del
aceite esencial de A. montana en lineas celulares con incidencia neoplasica de la region de
Cajamarca.

Palabras clave: Anonna Montana, aceite esencial, compuestos fitoquimicos.



ABSTRACT

Pert have biodiversity of floristic species, with an ethnomedicinal knowledge that requires
attention for its scientific valuation. The Guanabana is a species of Annona is used empirically by
infusion of its leaves for cancer diseases. The lack of knowledge of the phytochemical compounds
is the identified problem. Objective: Extract and determine phytochemical molecules in essential
oil of guanabana (Annona spp). Methodology: Sample: leaves of trees 4 m high aprox., 15 cm in
trunk diameter, from the town of San Jose, Chimban District, Chota Province, Cajamarca Region.
6°17'S 78°28'W, 1480 m approx in 3 georeferenced collection points. Treatment: partial
dehydration 40% humidity. Extraction: Hydrodistillation for 90 minutes, Phytochemical
characterization: Gas Chromatography coupled with mass spectrometry. Results: Extractive
yield: 0,22 —0,30% v/p, density: 0,954 — 0,964 g/ml, and refractive index: 1,635 — 1,715, and
phytochemical composition: caryophyllene 34,79%, humulene 3,98% and bicyclogermacrene
23,47%. Conclusions: There is a presence of variability of phytochemical composition between
trees of the same species. The presence of caryophyllene and humulene would validate its anti-
inflammatory action and the presence of bicyclogermagrene its carcinogenic inhibition action.
There are no documentary records about Annona montana specie, being of agro-industrial interest
to develop innovative products using the leaves of this species in some products and of interest
in the health field to address some investigation about anticancer action of the essential oil of the
Annona montana in cell lines of neoplastic incidence from the Cajamarca region.

Keyword: Anonna Montana, essential oil, phytochemical compound.



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del Problema

Pert como pais sudamericano, goza de una exuberante fitobiodiversidad que provee de
alimentos de diversa naturaleza: hojas, flores, bulbos, raices, tubérculos, frutos (FAO, 2016). Las
Annonas destacan en cuanto a la importancia historica prehispanica cultural del pais en la
alimentacion (Leiva et al., 2018) siendo notable el aporte en conocimientos sobre etnomedicina
sobre esta especie. La valoracion cientifica de esta especie ha conducido en la produccion de
nuevos farmacos sintéticos (Cortes et al., 2014), debido a los compuestos quimicos elucidados.

La biodiversidad de la flora local merece especial atencion para la conservacion de fuentes
de moléculas de interés de aplicacion en la salud publica, dado que es la fuente primaria de acceso
de farmacos en matrices vegetales. Asi mismo, la aplicacion local de plantas medicinales es un
conocimiento empirico, con un valioso aporte cultural folklérico, considerada por instituciones
internacionales como la UNESCO como “bien inmaterial para la supervivencia de la humanidad.

El patrimonio etno-cultural amerita de acciones de conservacion, el tratamiento,
adecuacion, biorremediacion y acciones que posibiliten politicas de sostenibilidad de la
biodiversidad y el aprovechamiento del conocimiento cientifico para la toma de decisiones
permiten una puesta de valor a través de la economia circular enfatizando la generacion de
industrias creativas que aplican tecnologias compatibles y amigables, con baja emisién de
contaminantes (UNESCO, 2021). En el ambito de la region Cajamarca se registran de forma
dispersa plantas de Guanabana cuyo nombre cientifico es Annona muricata, ademas de otras
especies de Annonas incluso de Annona injertadas, mismas que son consideradas en la
biodiversidad Regional GRC, 2012), indicando el potencial de esta especie para la promocion

agricola orientada al biocomercio sostenible. Las hojas de esta especie tienen aplicacion en la



etnomedicina para: accion antiinflamatoria (Formagio et al., 2013), el dolor de cabeza,
anticancerigeno (Arroyo et al., 2005), antimicrobiano, antitumoral (Elhawary et al., 2013),
sedante, anticonvulsionante, antidepresivo, ansiolitico, (Diniz et al., 2019).

La valorizacion del soporte cognoscitivo empirico a través del andlisis instrumental de
avanzada permitird para realizar puesta de valor de la biodiversidad de la flora en cuanto a
compuestos quimicos de interés con accién medicinal, especificamente de la especie Annona en al

area geogréafica de estudio, en términos de composicion fitoquimica.

1.2. Formulacion de problema

La investigacion en condicion de tesis atiente la siguiente problematica: “Insuficiencia
informacion documentada y validada cientificamente de compuestos quimicos presentes en el
aceite esencial de las hojas de la especie Annona spp en el ambito geografico objetivo de estudio”.
Frente a tal escenario se formula de siguiente pregunta:

¢Cudl es el rendimiento extractivo y caracteristicas fitoquimicas del aceite esencial

extraidas de las hojas de guanabana (Annona spp)?

1.3. Justificacion

En el ambito regional no se cuenta con informes y/o documentacion indexada sobre la
especie en mencion, que atienda el conocimiento del rendimiento sobre proceso extractivo y
numero y concentracion de moléculas fitoquimicas presentes en el aceite esencial. Sin embargo,
el soporte documental en revistas indexadas evidencia estudios sobre compuestos fitoquimicos
en extractos de hojas de guandbana que han sido cultivados en varios lugares del mundo, con

diferencias marcadas en su composicion, lo que estaria asociado a una relacion multifactorial que



involucraria condiciones edafocliméticas, la altitud y geolocalizacion, tecnologia extractiva
aplicada, etc. Por lo cual, la investigacion emprendida plantea atender esta necesidad de
conocimiento.

La investigacion planteada tiene caracter descriptivo, con aporte de conocimiento basico
en cuanto a identificacion taxondmica, indicador productivo de extraccion, elucidacion vy
determinacién de la carga porcentual de compuestos fitoquimicos de aceite esencial de hojas de

guanébana (Annona spp).

1.4. Objetivos
1.4.1.Objetivo General
Determinar el rendimiento de extraccion y caracteristicas fitoquimicas del aceite esencial

de hojas de guanabana (Annona spp), procedente de la zona de San José.

1.4.2.Objetivos Especificos.
- ldentificar la taxonomia la especie de Annona spp.
- Determinar el rendimiento de extraccion de aceite esencial de hojas de Annona spp por
el método de hidrodestilacion.
- Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de aceite esencial de hojas de Annona spp.

- Determinar los compuestos fitoquimicos del aceite esencial de hojas de Annona spp.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Para aceites esenciales de hojas se tiene los reportes sobre georreferencia, lugar de
muestra, metodologia extractiva, algunas caracteristicas fisicoquimicas y composicion
fitoquimica, siguientes:

Cascaes et al. (2023) reporta para A. dolichoarpa procedente de Para, Brasil (coordenadas
00°47°51,6” S 47° 33738,4” W) deshidratadas con aire circulante 35° C por 120 horas obtiene
rendimiento extractivo de 0,16 %, en andlisis CG-EM presenta los siguientes compuestos
quimicos: a-pineno 17,73, a-copaeno 2,50, a-humuleno 0,46, cubebol 1,67, y-cadineno 0,69,
espatulenol 29,88, carofileno oxido 6,27 %.

Brito et al. (2018) reporta para A. leptopetala procedente de Brasil un rendimiento de
0,04% (hojas frescas), con una composicién de a-pineno 3,16, 1,8-cineol 0,7, limoneno 9,06, o-
humuleno 1,32, biciclogermacreno 8,34, aromadendreno 2,15, geraniol 1,27, y a-terpineol 6,95%.

Bomfim et al. (2016) indica que: A. vepretorum deshidratadas procedentes de Pozo
redondo (09°48°19”S 37°41°03”W) Sergipe, Brasil, presenta rendimiento 0,59 %. Con 26
compuestos quimicos, presentando: Germacreno D 3,27, Biciclogermacreno 35,71, (E)-B-
ocimeno 12,46, a-felandreno 8,08, Espatulenol 18,89 %.

Mohammed et al. (2016) indica que: Annona (procedente de Giza, Egipto) en 3 h de
hidrodestilacion en aparato clevenger presenta rendimiento para: A. squamosa 0,38 %, A.
cherimola 0,62 % e hibrido A. cherimola sx A. quamosa 0,50 %. Asi mismo, para el hibrido A.
cherimola x A. squamosa se reporta la siguiente composicion quimica: a-pineno 9,96, 2-careno
8,27, D-limoneno 3,30, a-ocimeno 0,92, cariofileno 5,34, humuleno 2,03, a-copaeno 17,06, a-

selineno 3,09, a-elemeno 2,96, y-elemeno 5,84, o- cadinol 1,91, a-cadinol 1,91 %; aceite esencial



de A. squamosa: a-pineno 2,13, canfeno 1,55, isocariofileno 27,59, y langeno 1,27, c-cadinol
5,54, a-cadinol 2,80, a-vatireneno 3,16 %; y aceite esencial de A. cherimola: 2-careno 2,88,
cariofileno 13,99, a-pineno 6,47, D- limoneno 1,85, y-cadineno 2,13, a-copaeno 21,78, a-
selineno 4,52, a-elemeno 4,63, y-elemeno1,35, s-cadinol 1,75, a- cadinol 2,1 %.

Verma et al. (2016) reporta para A. squamosa (procedente de Foothills, India, 29,02° N
79.31° E a 243 m.s.n.m.), con tratamiento de deshidratacién parcial de hojas y sometida a
extraccion por 3 horas, presenta 0,13 % de rendimiento. Esta especie reporto presencia de
sesquiterpenos oxigenados 21,8 % y sesquiterpenos hidrocarbonados 63,4 %, y una constitucion
de: (E)-cariofileno 15,9, (Z)-cariofileno 7,3, 6-elemeno 1,5, a-copaeno 1,3, B- elemeno 1,9,
aromadendreno 2,9, a- humuleno 5,2, y-muuroleno 5,4, vidirifloreno 5,0, y-cadineno 11,2, 6-
cadineno, 2,9, espatulenol 1,9, cariofileno oxido 2,1, humuleno epéxido 11 1,8, epi-a-cadino | 9,4,
a-cadinol 3,9 %.

Meccia et al. (2015) reporta para A. muricata (hoja fresca) procedente de Meérida,
Venezuela 0,06 % de rendimiento, con 180 min de tiempo de extraccion por hidrodestilacién en
clevenger. La elucidacién reporta 38 compuestos, siendo mayoritarios transcariofileno 21,3 y
germacreno 14,2 %.

Meira et al. (2014) reporta para Annona (deshidratado con aire circulante a 40 °C) en
aparato Clevenger con carga 200 g, por 3 horas, el rendimiento de 0,76 y 0,34 % y para y A.
vepretorum A. squamosal respectivamente. Identificaron por CG—EM los siguientes compuestos,
para Annona vepretorum: emontanaatulenol 14,0, a-pineno 6,0, a-felandreno 11,5 %, (E)-B-
ocimeno 8,6, B-elemeno 1,2, (E)-cariofileno 1,1, Germacreno D 5,5, biciclogermacreno 39,0 %;

y, Annona squamosal: (E)-cariofileno 27,4, 6-Elemeno 4,1 %, B-elemeno 6,2, (Z)-cariofileno 7,3,



o humuleno 5,7, Germacreno D 17,1, biciclogermacreno 10,8, y-Cadineno 4,2, 6- Cadineno 2,2,
Germacreno B 1,7, epi-a-Cadinol 4,3 %.

Thang et al. (2013) mediante analisis CG-SM de 4 especies de A. por procedentes de
Vietnam y analizaron reportan la siguiente composicion para: A. reticulate: canfeno 0,2-6,6, a-
copaeno 2,0-7,3, B-elemeno 5,9-16,6, B- cariofileno 8,3-14,9, B-bisaboleno 0,4-10,2, 6-
cadineno 1,7— 4,8 y germacreno D 9,3-22,8 %; A. glabra: p-cariofileno 21,5, germacreno D 17,7,
B-elemeno 5,2, a-cadinol 5,4; A. muricata L.: a-pineno 9,4, B- pineno 20,6, p- menta-2,4(8)-dieno
9,8, p-elemeno 9,1 y germacreno D 18,1; y, A. squamosa L: B-cariofileno 11,6-24,5, a-pineno
1,0-11,9, limoneno 0,8-11,7, B-cubebeno 0,5- 13,0, emontanaatulenol 0,8-9,0, cariofileno
oxido 1,0- 10,6 y a-cadinol 3,3-7,8 %.

Elhawary et al. (2013) reporta rendimiento extractivo para las especies en estado
vegetativo de floracion de A. cherimola, A. glabra, A. muricata y A. squamosa procedentes de
Egipto 0,17; 0,03; 0,11 and 0,15 % respectivamente). Presentando composicion mayoritaria de
los siguientes compuestos quimicos, en: A. cherimola: B-elemeno 25,02 %, germacreno-D 17,71
%, y B-cariofileno 9,50 %); en A. glabra: B-cariofileno 37,11 %, y- muuroleno 19,19 % y a-
humuleno 11,12 %; en A. muricata la presencia de monoterpenos 55,05 % fue mayor, conteniendo
también limoneno 16,85 % y B-pineno 14,30 %; A. muricata sesquiterpenoides 42,29 %
conteniendo principalmente bicycloelemene 23,58 %; y A. squamosa, presenta: sesquiterpenos f3-
gurjuneno 42,49, viridifloreno 6,68 y y- muuroleno 5,72 %.

Formagio et al. (2013) reporta para A. sylvatica (procedente Mato Grosso do Sul, Brasil)
rendimiento de 0,17 % por método de extraccion por hidrodestilacion. Elucidaron sesquiterpenos
oxigenados, como: Hinesol 8,16, Z-cariofileno 7,31, b- malieno 6,61, c-gurjunene 5,46,

silphiperfol-5-en-3-ol 4,75, ledol 4,43, cubecol-1-epi 4,36, y 5-diene 4,33 %.



Siqueira et al. (2011), para A. coriacea (hojas frescas) procede de Santa, Sdo Paulo, Brasil
22°46°91” S 49°14°40” W, a 765 m.s.n.m.) reporta rendimiento 0,05 % de proceso extractivo por
hidrodestilacion de hojas con tejido fresco. Con perfil quimico: B-pineno 1,6, seudolimoneno 1,6,
B-bourboneno 1,6, (E)-cariofileno 4,9, a-humuleno 2,7, a-pactchouleno 2,7, y-muuroleno 7,9,
biciclogermacreno 39,8, 5-amorpheno 6,0, siendo el contenido de sesquiterpenos 76,7 mayor al
contenido de monoterpenos 20,0 %.

Kossouoh et al. (2007) realizaron extraccion de aceite esencial utilizando 500 g de carga
de Annona (procedente de Abomay-Calavi), reportando rendimiento menor al 0,1 %. El analisis
CG-EM registro 82 compuestos, siendo mayoritarios los compuestos de cadinol 25,8 y B-
cariofileno 13,6 %.

Rios et al. (2003) para A. cherimola (procedente de México) reporta rendimiento 0,63 %
en aparato clevenger con 1,5 h, con presencia porcentual de: a- copaeno 5,63, a-amorfeno 7,57,
transcariofileno 11,50, y biciclogermacreno 18,2 %.

Castro et al. (2019), refiere que la ubicacion geografica influye en la expresion de
compuestos quimicos en los tejidos vegetales de plantas nativas, en relacion con la altitud y clima
de recolecta. Las variaciones del indicador productivo: rendimiento y perfil quimico es especies
de Annonas son bastante marcadas en relacion de la zona geografica de procedencia, area
especifica de recolecta, condiciones de tratamiento del tejido vegetal, y la tecnologia extractiva
empleada. Sin embargo, se tiene una prevalencia de compuestos en Annonae como:
bicyclogermacreno, germacrene D, a-pinene, p-pinene, (E)-caryofileno, cariofileno oxido,
spatulenol, linalool (Mol et al, 2023). En varios articulos revisados se evidencia insuficiencia de
referencias en cuanto a caracteristicas como: rendimiento extractivo, densidad, indice de

refraccion.



2.2. Bases tedricas-cientificas
2.2.1. Especie Annonaceae

Més de 200 especies de Annonaceae son reportadas por Vasquez et al, (2016), siendo
consideradas arboriferas 217 (Vasquez et al., 2018), de las cuales 44 son endémicas en el pais
(Le6n & Monsalve, 2006). Esta especie Anonaceae pertenece a: Reino: Plantae; Division:
Magnoliophyta; Clase: Magnoliopsida; Orden: Magnoliales; y Familia: Annonaceae.

2.2.2. Aceite esencial

Producto obtenido de una matriz vegetal hidrodestilacion (vapor de agua) (ISO, 2013).
Producto muy susceptible de oxidarse, por lo que es almacenado lleno en viales con crimp de
color ambar.

2.2.3. Clasificacion de los aceites esenciales

Martinez, (2001) clasifica segun: origen, consistencia y composicién quimica del aceite
esencial de la siguiente manera:

Por origen. Se consideran naturales, artificiales y sintéticos.

Naturales. Los aceites esenciales no sufren ninguna modificacién quimica, migracién y/o
contaminacién de agentes quimicos de uso agricola/industrial. En algunos casos se supedita a
areas de conservacion, en la cual la materia prima no proviene de campos de cultivo.

Artificiales. Considerados aceites esenciales rebajados en concentracion, con adicion de
otros agentes quimicos y/o esencias con finalidad de maximizar propiedades.

Sintéticas. Producidas por sintesis quimica, que se asemejan en cuanto a la estructura
quimica del compuesto quimico sintetizado. Estos aceites tienen un costo relativamente bajo en

comparacion a los aceites esenciales naturales.



Por consistencia, considera que la composicion quimica influye en las propiedades de
densidad, viscosidad, polarimetria, volatilidad determinan la consistencia de los aceites
esenciales. Se clasifican: como fluidos, balsamos y oleorresinas.

Por composicion quimica, considera que las plantas aromaéticas tienen compuestos
quimicos volatiles y no volatiles responsables de la fragancia caracteristica de cada especie; y
las consideradas medicinales que presentan sustancias quimicas con accion farmacoldgica. Los
compuestos quimicos encontrados en aceites esenciales pertenecen a los grupos funcionales:
monoterpenoides, sesquiterpenoides y compuestos oxigenados:

Monoterpenoides. Constituidos basicamente por monoterpenos C10H16 vy
monoterpenoides C10H18, C10H20, C10H150.

Sesquiterpenoides. Constituidos mayoritariamente por sesquiterpenos CisHas Y
sesquiterpenoides CisH26, C15H260.

Compuestos Oxigenados. Compuestos por fenilpropanos como: aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, éteres.

2.2.4. Extraccion del Aceite Esencial

La extraccion de aceite esencial es realizada por diversos métodos como:

Hidrodestilacién. - Esta operacion extractiva utiliza el vapor producido por agua en un
sistema abierto o cerrado (aplicando vacio). El vapor genera una trasferencia de calor a las células
vegetales liberando del saco odorifero al aceite esencial, que por la accién térmica cambia a estado
gaseoso Y sigue el fluido de vapor a la presion generada. El fluido vapor de agua—fracciones
volatiles a condicion de temperatura y presion son condensadas en un tubo refrigerante que

ablanda el vapor y permite un nuevo cambio de estado, de gas a liquido. Luego de condensado,



es separado por diferencial de densidad, secado NaSOs, y depositado lleno en viales refrigeracion
4 a 10 °C (Turek & Stintzing, 2013) para un ensayo posterior.

CO2 supercritico. - Este proceso extractivo usa el dioxido de carbono en condicién de
estado supercritico como vehiculo de arrastre molecular sometido a altas presiones 150-200 bar
y baja temperatura 30 - 50 °C., permitiendo el arrastre del material solubilizado. Posterior a la
descompresion el gas supercritico se separa a condiciones ambientales (Martinez, 2001).

Microwave (Microondas). - Este tipo de extraccién usa la radiacion producida en un
microondas. La radiacion de microondas genera una excitacion molecular que librera debido al
cambio de estado producido, arrastrando consigo compuestos quimicos volatiles en condiciones
de potencia (watts) de equipo de microondas, el vapor resultante es condensado en diferentes
sistemas. Este método eficiente y eco-amigable con rendimientos superiores a otros métodos y
sin presencia residual de solventes (Guarin & Barajas, 2015). El factor de aplicacion tecnoldgica
en cuanto a sistema de extraccion, sistema de condensacion, y sistemas de enfriamiento (chiller)
muestran diferencias comparativas en cuanto al indicador productivo: rendimiento y perfil
quimico, siendo la tecnologia extractiva microwave, en comparacion procedimientos extractivos
con hidrodestilacion (Ledn et al., 2015).

2.2.5. Analisis de compuestos fitoquimicos por CG-EM

Es una técnica instrumental utilizada para identificar los compuestos quimicos presentes
en el aceite esencial debido a que estos son volatiles y de bajo peso molecular, mediante analisis
utilizando equipo de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masa (CG-EM). El
aceite esencial secado previamente se inyecta de forma directa o con el autoinyector al equipo de
cromatografia de gas. Los componentes se separan, e ingresan al equipo espectrometro de masas,

que permite detectar cada una de las sustancias separadas. Los patrones (estandares quimicos) de



fragmentacion facilitan la identificacion de moléculas quimicas comparadas con espectros de
masas (libreria de estdndares del equipo cromatografico) (Skoog et al., 2001).

La plataforma de aplicacion computacional del CG-EM realiza documentacion en sistema
analitico entiempo real de indicadores de retencion, modo de inyeccién de muestras, temperatura o
flujo de los gases, sistema de extraccion en linea y espectro de masa generado (Skoog et al.,
2001) con la finalidad de identificar los compuestos fitoquimicos por comparacién con la libreria
de estandares.

En esta técnica de andlisis instrumental el espectrometro de masas generado Yy
documentado mediante sensores que detectan la conducta de los iones que atraviesan los campos
eléctricos y magnéticos, que son separados en relacion masa/carga (m/z) (Romero et al., 2007)
y diagramado como espectrograma. Cada espectro detectado, es comparados con estandares
relacionados a los aceites esenciales almacenados en el equipo cromatografico, generando un
reporte de los compuestos quimicos y su concentracion, en relacién con el porcentaje de

coincidencia que se genera.

2.3. Marco conceptual
2.3.1. Guanabana (Annona)

Las especies de Annona o Annonaceae oriundas y endémicas endémica en la selva peruana,
con potencial exportable. Las Anonnas en el Peru para fines comerciales se rigen bajo el D.S. 279-
2010-EF, Ley 29546 como productos del reino vegetal, con partida arancelaria 08109020 -

chirimoya, guanabana y demas Annonas (SUNAT, 2023).



Estudios de aplicacion in vivo refieren propiedad anticancer (Arroyo et al., 2005; Brito et
al., 2018), anti convulsionante, sedativo, ansiolitico y antidepresivo (Diniz et al., 2019), infeccion
ocasionada por hongos y enfermedades inflamatorias.

El extracto etanolico de A. muricata presenta actividad antifungica frente C. albicans
multidrogoresistente que ocasiona la candidiasis vulvovaginal (Campos et al, 2023).

2.3.2. Taxonomia vegetal

Chiang (1989), define como area de estudio de la diversidad vegetal para la identificacion,
nomenclatura, clasificacion y evolucion, mediante un sistema basado en taxones (grupos)
anidados, clasificAndolos en categorias taxondmicas. En Peru esta labor es realizada por un herbario
reconocido como Institucion Cientifica Depositario de Material Biologicos autorizado mediante
resolucién de SERFOR.

2.3.3. Extraccion por hidrodestilacion

La extraccion es realizada un equipo de destilacion, en el cual se deposita el material del
cual se extraera el aceite esencial. El equipo puede contar con una plataforma que separe el
deposito de material y un caldero adicional, misma que por accion de resistencias eléctricas y/o
combustion de gas u otro combustible proporcionen calor. El calor genera cambio de estado del
agua de liquido a gas (vapor). El vapor sirve de vehiculo de arrastre de fracciones volatiles a la
temperatura y presion de operacion. El condensador usualmente es el de tipo Liebig o multitubular. El
aceite esencial condensado por la diferencia de peso especifico del conglomerado oleoso. El
calculo de rendimiento es realizado por el diferencial de pesos (Peredo et al., 2009). Las
propiedades fisico-quimicas que se aplican para el andlisis son la densidad relativa mediante
diferencial de pesos utilizando picndmetro de aprox. 1 ml de capacidad (INDECOPI, 2011a) y el

indice de refraccion con utilizacion de un refractdmetro ABBE con termorregulacion a 20 °C



(INDECOPI, 2011b). Cabe mencionar que muchos articulos cientificos de revistas indizadas no
reportan estas propiedades en sus apartados de analisis.
2.3.4. Anélisis CG-EM

Es el andlisis instrumental realizado con un equipo cromatografico que utiliza un gas de
arrastre, permitiendo identificar compuestos quimicos que se encuentran en el aceite esencial
mediante el detector de espectrometria de masa acoplada a este equipo (Rama et al, 2023). Varios
articulos publicados e indizados refieren el uso de cromatografo de gas para elucidar los
compuestos fitoquimicos en muestras de aceite esencial, haciendo uso del gas helio como vehiculo
de arrastre de moléculas.

El equipo cromatdgrafo de gas y el espectrémetro de masa son dos equipos individuales,
cada uno con una funcion diferente. El proceso cromatografico separa los compuestos en un
determinado tiempo (tiempo de retencién), que a menudo son muchas y variadas moléculas. El
analito es calentado a una temperatura en la cual los componentes que lo componen pasen a aun
estado gaseoso para ser separados en la cromatografia de gas. EI cromatdgrafo de gas solo separa
y libera moléculas, no registra, no identifica menos indica la concentracion de este. Para la accion
de registro, procesamiento y comparacion con libreria de estandar se tiene el detector de espectro
de masas o también conocido como espectrometro de masa (Rama et al.,2023).

Las moléculas se descomponen en fragmentos y luego se cuantifica su masa. El espectro
de masas integra las proporciones de todos los fragmentos de masa que son detectados (Ranjan,
et al., 2023). EIl espectro generado puede ser comparado con bases de datos de compuestos de

referencia y/o libreria de estandares (Rama et al., 2023).



2.4. Operacionalizacion de Variables

Las variables tienen operatividad de caracter instrumental, dada la naturaleza descriptiva

bésica de la investigacion. Para la identificacion taxondmica se tiene operatividad especializada

comparada con herbario de la especie. La operacionalizacion de variables se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Variable

Dimension Indicador

Herramientas

Independiente

Especie botanica

) Ubicacion (GPS)
Georreferencia

Sensor GPS Equipo

Annona spp Altitud (m) Celular
Dependiente
Especie boténica Nombre cientifico Taxon de especie Herbario

Caracteristica fisico -
quimica.
Compuestos

fitoquimicos

Densidad

Indice de refraccion

Densidad (g.ml™?)
Refraccion de luz IR
Compuesto quimico ~ Numero de moléculas

identificadas
Porcentaje de
concentracion de

compuesto quimico

Balanza analitica
Refractometro ABBE
CG-EM




CAPITULO Ill. MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo y nivel de investigacion
3.1.1. Tipo de investigacion
Descriptivo de acuerdo al alcance (Rojas, 2015), y segun su finalidad es de tipo basico de
caracter cuantitativo.
3.1.2. Nivel de investigacion
Por la magnitud de interaccion de conocimientos previos corresponde a una investigacion

descriptivo a nivel de laboratorio, con recojo de datos previos (investigacion de campo).

3.2. Disefio de investigacion

Disefio no experimental de corte transversal con recoleccion de datos de un solo momento
en las condiciones de ruta de investigacion preestablecido para la muestra objetivo, tratamiento
de muestra, extraccidn de aceite esencial, caracterizacion fisicoquimica (densidad e indice de
refraccidn) y analisis CG-EM (identificacion de compuestos quimicos).
3.2.1. Extraccion de aceite esencial

La etapa de extraccion de aceite esencial fue adecuada segun flujograma que se puede
apreciar en la figura 4. El aceite esencial fue obtenido siguiendo la metodologia extractiva
adaptada por destilacion con vapor de agua usando un tanque de acero inoxidable adaptado con
refrigerante de bolas, y pera de vidrio. Carga: 250 g. de hojas de guanabana con humedad
porcentual aproximada 30 a 45 %. Tiempo noventa minutos, contabilizado desde que fue visible
el punto de rocio en el condensador. El rendimiento fue calculado por la siguiente ecuacion: %

rendimiento = pae.pm™ x 100, donde: pae es el peso de aceite esencial y pm peso de la muestra.



Figura 1

Flujograma de extraccion de aceite esencial de hojas de A. montana

Georreferencia de muestra

Recoleccion de muestra

Deshidratacion

Extraccion

Separacion de fases

Secado de aceite esencial

Almacenamiento

Descripcion de flujograma de extraccion de aceite esencial de A. montana

Georeferencia de muestra. Se georeferencia la ubicacion utilizando sensor GPS de
celular, reportando ubicacion 6°17” S 7828” W y altitud 1480 m.

Recolecta de muestra. Se recolecta muestra que no presenta dafio fisioldgico e insectos,
hora de recolecta 5:00 — 6:00 am.

Deshidratado. Se somete a una deshidratacion parcial bajo condiciones de sombra,
alcanzando una humedad parcial de 30 — 45 %.

Extraccion. Se realiza una extraccion por arrastre de vapor con una carga de 250 g, por
tiempo de 90 min.

Separacion de fases. El condensado es recibido en un separador de aceite esencial por

diferencia de densidad, produciendo la separacion de fases.



Secado de aceite esencial. El aceite esencial separado, es secado el agua residual haciendo
uso de sulfato de sodio anhidro al 10 %.

Almacenamiento. El aceite esencial es depositado en un microvial para cromatografia y
conservado en refrigeracién a 4 °C
3.2.2. Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial

La densidad absoluta. La densidad absoluta se realiz6 mediante pesaje de 0.1 mL en
balanza analitica Sartorios S=0,001 expresando en unidad g.mL* (INDECOPI, 2011a).

Indice de refraccion. Fue hallado por analisis con refractometro ABBE (INDECOPI,
2011b).
3.2.3. Identificacion de compuestos fitoquimicos

El aceite esencial que se encontraba depositada en un vial &mbar de vidrio fue remitida al
Laboratorio de Analisis Instrumental FIQ-UNSAAC. El andlisis CG-EM llevo la siguiente
configuracion: Temperatura inicial 60 °C con gradiente de 5 °C.min™! hasta 230 °C, tiempo de
analisis: 37 min, volumen de inyeccion 0,1 pL, flujo de gas Helio 1 mL/min. El reporte de analisis
GC-EM registro los tiempos de retencién, los compuestos quimicos elucidados, la concentracion
porcentual de estos compuestos y el porcentaje de coincidencia comparada con la base de datas de

espectros NIST 11.

3.3. Metodos de la investigacion
Los resultados fueron obtenidos a través de la aplicacion de métodos analiticos
instrumentales, aplicando para la identificacion y cuantificacién de compuestos fitoquimicos el

uso de cromatdgrafo de gas acoplado a espectrometro de masas.



3.4. Poblacion, muestra y muestreo
3.4.1. Poblacion

Arboles de Annonaceae.
3.4.2. Muestra

La especie objetivo de la investigacion fue la planta Ilamada localmente como guanébana,
arboles de 4 metros aprox. de altura, 15 cm aprox. de diametro de tronco. La muestra biol6gica
fue recolectada en la coordenada geografica 6° 17" S, 78° 28" W, realizado el tratamiento de
conservacion dispuesto en cartdén cartulina, cubierta con papel y sometida a presion ligera
procurando una deshidratacion del material. Dicho material conservado fue remitido a un herbario
reconocido para identificacion taxonémica (SERFOR, 2019). EIl personal especializado del
Herbario Pedro Coronado de la UNACH realizo esta identificacion taxonémica como: Annona

montana, con el siguiente descriptor taxonémico.

Tabla 2

Clasificacion Taxonomica de la especie A. montana

Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Nombre Cientifico: Annona montana Macfad

Nombre Comun: Guanabana de monte

Nota. Corresponde a analisis certificado de identificacion taxonomica (UNACH, 2020).



Dicha especie no se encuentra catalogada como especie en vias de extincion, ello
considerando en la ética de investigacion en especies bioldgicas que pueden ser consideradas en

riesgo y deterioro en espacios de conservacion natural.

Los arboles tenian un didmetro a altura de pecho de 0,55 m, las hojas son de caracteristica

lisa oblonga eliptica.

Figura 2

Hoja de A. montana
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3.4.3. Muestreo
Ubicacién GPS georreferencial de la investigacién es 6°17' S, 78°28' W, a unos 1480 m.
aprox. de altitud, cuya ubicacion geografica corresponde a la localidad de San José al distrito
Chimban, provincia de Chota, region Cajamarca, como se observa en la figura 3 segun la carta
nacional geoldgica. Identificado taxondmicamente el material bioldgico de la investigacién se
procedid a realizar la estrategia de recoleccién de material, con seleccion predeterminada de 3

puntos de recoleccion, segun disponibilidad y acceso de la especie de Annona objetivo.



Figura 3

Ubicacion de georeferencia segln carta nacional.

Nota. Imagen tomada de: https://geocatmin.ingemmet.gob.pe/geocatmin/

La georreferencia de recoleccion se realizé aplicando Sensor GPS de Celular Samsung
A32 e integrando los datos al motor de busqueda geografica Google Earth se genera la imagen de
puntos de recoleccion. Puntos georreferenciados para recolecta: P1: 6°1729.0” S 78°28'39.0" W,
1490 m., P2: 6°17'30.8.0"” S 78°28'38.6” W, 1485 m., y P3: 6°17'30.7" S 78°28'38.2" W, 1472

m. De cada arbol georreferenciado se recogieron 5 kg de hojas frescas correspondiente a 3 puntos


https://geocatmin.ingemmet.gob.pe/geocatmin/

de muestreo georeferenciados. Las hojas de A. montana recolectadas presentaron dimensiones:
largo 10 — 14 cm, ancho 4 - 5,5 cm. Las muestras fueron tratadas con una deshidratacion parcial

para el proceso de deshidratacion.

Figura 4

Georreferencia de ubicacion GPS de puntos de recoleccion de muestras

Google O w0

3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.5.1. Técnicas de recoleccién de datos

Se aplicé la técnica de calculo gravimétrico y observacién instrumental cuantitativo para
desarrollar la exploracion descriptiva.
3.5.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Para rendimiento extractivo se utiliza, los instrumentos balanza analitica permite obtener
dato de peso de muestra, y separador de aceite esencial con graduacion volumétrica, que muestra

el volumen de aceite esencial. Se aplica ecuacion gravimétrica segun rendimiento porcentual segln



método. Para la determinacion de densidad se aplica calculo gravimétrico de peso/volumen,
utilizando micropipeta y balanza analitica, los datos mecénicos y digitales se observan visualmente
y se aplica la ecuacion de densidad absoluta. Para la determinacion y cuantificacion de compuestos
fitoquimicos se utiliza el cromatdgrafo gas acoplado a espectrometria de masas, misma que genera
un reporte de analisis cromatogréafico, indicando nimero de compuestos quimicos elucidados,

concentracion porcentual del compuesto.

3.6. Técnicas de procesamiento y analisis de datos
Los valores de rendimiento extractivo, densidad e indice de refraccidon son analizados de
forma triplicada. Los resultados son expresados por la media, desviacion estandar y comparacion

de medias de Tukey aplicando el Microsoft Excel.

3.7. Aspectos éticos

Este estudio no viola los aspectos normativos vinculados al codigo de ética. La recolecta de
muestras no ocasiono dafio alguno en las plantas, no se efectu6 tala de arbol para la finalidad de
recolecta de hojas, en el proceso extractivo no se usé solventes quimicos; se utilizé vapor de agua
como vehiculo de arrastre. La elucidacion via instrumental, no utilizo insumos que perjudiquen la

ya deteriorada capa de 0zono; se utiliz Helio grado analitico.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion del aceite esencial

El aceite esencial de A. montana obtenido de muestras de hojas con 40 % de humedad
promedio préximo presentaron un rango de rendimiento extractivo por hidrodestilacion de 0,22 a

0,33 % volumen/peso; densidad: 0,951 — 0,967; e indice de refraccion:1,6332 — 1,7157.

Tabla 3

Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de A. montana

Punto de georreferencia de muestra
Caracteristicas

P1-1490 m P2 - 1486 m P3-1474m
Rendimiento % v/p 0,220,022 0,30+ 0,03° 0,28 + 0,04 &P
Densidad g. ml™ 0,964 + 0,00 0,976 +0,00° 0,954 + 0,00 °
indice de refraccion IR 1,635+0,002 1,715+ 0,00 ¢ 1,693 + 0,00 °

Los valores reportados para las caracteristicas del aceite esencial de A. montana muestran
una variacion bastante marcada para muestras de una misma especie, la comparacion de medias y
el analisis tukey mostro una variacion significativa Para esta especie no se registra reportes y/o
articulos cientificos de aceite esencial de hojas de A. montana, por lo que se fundamenta la
discusion en referentes indirectos como:

A. Muricata, procedente de Mérida en Venezuela, registra rendimiento extractivo de aceite

esencial 0,06 % v/p de hojas frescas en aparato Clevenger por 3 h (Meccia et al., 2015).



A. Cherimola Mill, procedente de la localidad de Cango Bajo, Provincia de Loja, Ecuador
con ubicacion 4°20° 34” Sy 79° 34°24” W, altitud de 1950m. registra rendimiento extractivo de
0,25 v/p con densidad 0,9472 g.mL™, indice de refraccion 1,7413 (Valarezo et al., 2022).

A. verpretorum, procedente de Petronila, Pernanbuco, Brasil 09°19'38"” S 40°33'01" W
reporta rendimiento de 0,31 % v/p (Coimbra et al., 2019).

A. acutiflora procedente del parque nacional Jurubativa, Carapebus, Brasil extraida con
clevenger de 5 L por 4 h reporta rendimiento de 0,17 % (Folly et al., 2021).

El aceite esencial de A. montana se encuentra dentro de los rangos reportados de
rendimiento extractivo, siendo el punto de recolecta P2 con altitud 1486 m., un poco inferior al
reportado para A. verpretorum (Valarezo et al., 2022). A su vez los rendimientos extractivos de
aceite esencial obtenidos de A. montana son superiores a los reportados para A. muricata
procedente de Venezuela.

Para aceite esencial obtenido de harina de hojas A. squamosa procedente de Batroun,
norte de Libano con 100 m de altitud reporta un rendimiento de 0,1 % v/p expresado en base seca
(Hammoud et al., 2022), este valor es inferior a los valores obtenidos para A. montana. El indice

de refraccion y densidad son inferiores a los reportados para A. cherimola (Valarezo et al., 2022).

4.2. Determinacion de compuestos bioactivos del aceite esencial de A. montana
El reporte de analisis de CG-EM con 95 % de coincidencia con la libreria de estandares
indica como compuestos mayoritarios: cariofileno, biciclogermacreno y humuleno, destacando

representativamente en el punto de recolecta P2 con 34,79, .23,47 y 3,98 % respectivamente.



Tabla 4

Composicién quimica del aceite esencial de hojas de A. montana

Compuestos quimicos CAS P1 P2 P3
Cariofileno 000087-44-5 3,84 34,79 30,32
Humuleno 006753-98-6 0,39 3,98 -

Alloaromandreno 025246-27-9 0,19 - -
Beta copaeno 1000374-18-9 0,42 - -
Naftaleno 017066-67-0 0,21 - -
Biciclogermacreno 067650-90-2 2,04 23,47 -
No identificado 92,23 37,76 69,68

Los compuestos quimicos identificados son reportados en varios articulos sobre aceites
esenciales de Annonaceaes, y en estudios especificos de aceites esenciales de hojas de especies de
Annona, como se menciona a continuacion:

Para A. muricata procedente de Trujillo, Per presenta la composicion: (Z) cariofileno
40,22, a-humuleno 2,72 y allo-aromadendreno 0,86 % (Rojas et al.,2022); procedente de Merida,
Venezuela humuleno 2,4y biciclogermacreno 4,8 % (Meccia et al., 2015).

Para A. atemoya procedente de Pardinho, S&o Paulo, Brazil 23°5'3" S, 48°22'38" W; 895 m.
(Campos et al., 2019) presentaa a-copaeno 0,72, a-humuleno 1,94 y biciclogermacreno 14,28
y cariofileno 1,68 %

Para A. emarginata procedente de Pardinho, S&o Paulo, Brazil 23°5'3" S, 48°22'38" W, 895
m. Aromadendreno 4,36, a-humuleno 0,52 y cariofileno 3,19 %.

Para A. vepretorum procedente de Poco redondo, estado de Sergipe, Brasil 09°57'57" S,

37°51'46” W extraida con clevenger por 3 h presenta composicion de: (E)- cariofileno 1,3,



alloaromadendreno 1,3, biciclogermacreno 43,7 % (Vilaca et al., 2013); procedente de Petronila,
Pernanbuco, Brasil 09°1938” S 40°33'01" W extraida en clevenger por 2 h reporta (E)-
cariofileno 1,54, allo-aromadendreno 0,34, y biciclogermacreno 21,93 % (Coimbra et al., 2019).

Para A. cherimola Mill procedente de Cango Bajo, Loja, Ecuador 4°20'34" S, 79°34"24"
W, 1950 m., reporta los siguientes compuestos bioactivos: (E)- caryophylleno 10,52 %, a-copaeno
3,06 %), a-humuleno 2,05 % y allo- aromadendreno 0,20 % (Valarezo et al., 2022).

Para A. acutiflora procedente del parque nacional Jurubativa, Carapebus, Brasil extraida
con clevenger de balén de 5 litros por 4 hr reporta los compuestos bioactivos: allo-aromadendreno
3,8 y biciclogermacreno 12,5% (Folly et al., 2021).

Para A. neosalicifolia procedente de Sao Jose das Missoes, estado de Rio Grande do sol,
Brasil reporta a-copaeno 0,1 -0,4 y (E)-B-cariofileno 9,3 — 23,9 % (Tasso et al., 2021).

Asi mismo, Bicyclogermacreno 20,3 %, (E)-caryophylleno 19,9 %, a-copaeno 10,0 %, y
allo-aromadendreno 5,7 % son reportados para Anonna. salzmannii, bicyclogermacreno 45,4, (E)-
cariofileno 14,6 y a-copaeno 10,6 % es reportado para A. pickelii (Costa et al., 2011).

Existe una variabilidad en la concentracién en estos compuestos quimicos del aceite
esencial de hojas de especies de Annona, estaria relacionado al punto geografico de recolecta del
mismo Y las caracteristicas intrinsecas y extrinsecas asociadas a la especie vegetal, la altitud y el
clima son determinantes sobre la calidad bioldgica del suelo las que influyen en el rendimiento y
composicion quimica del suelo (Castro et al. 2019).

Asi mismo, el tratamiento de muestra puede estar relacionado con la concentracion del
compuesto extraido y elucidado por el andlisis CG-EM, algunos investigadores realizan
tratamientos de molienda de las hojas como reporta Hammoud et al., (2022) para aceite esencial

obtenido de harina de hojas A. squamosa procedente de Batroun, norte del Libano a 100 m. de altitud



reporta presencia de cariofileno 10,15 — 15,56, copaeno 1,22 — 2,8 y a- humuleno 0,31 -2,57 %.
Asi también Lingan (2018) reporta constituyente mayoritario al cariofileno 15,9 %.

En el dmbito tecnoldgico varios autores aplican una deshidratacion parcial del tejido
vegetal. La evaluacion de tecnologias de deshidratacién ayuda a comprender el carécter del perfil
quimico en relacion de la reduccion aparente de compuestos quimicos volatiles y el rendimiento
extractivo que se obtiene considerando el proceso de reduccién del porcentaje de agua en hojas de
la planta. La evaluacion comparativa de rendimiento extractivo de aceite esencial de hojas de A.
muricata en tejido fresco y tejido deshidratado en las diferentes tecnologias de deshidratacion: con
aire, con aplicacion solar y con uso de horno a 40 °C reportan un rendimiento de 0,24, 0,30, 0.15,
y 20,0 %; y una presencia del compuesto mayoritario de cariofileno en 25,9, 20,3, y 30,0 % (Njoku
et al, 2021). En la investigacion de A. montana en T2 presentd un valor mayor, y en T1 un valor
con una marcada diferencia.

La velocidad de flujo de aire en ventilacion asistida como tratamiento del tejido fresco para
extraccion de aceite esencial de A. muricata podria tener relacion con la significativa pérdida total
de los compuestos quimicos: humuleno y beta copaeno, como se deduce de la investigacién de
Njoku et al. (2021). En la investigacion no se aplicé ventilacion asistida (aire forzado) y se elucid6
en P1: humuleno 0,39 y beta copaeno 0,42 %.

Los compuestos elucidados en la presente investigacion reportan potencial medicinal como
inhibidor de cancer de lineas celulares (llango et al., 2022; Mohd et al., 2022).

El biciclogermacreno muestra actividad inhibidora de forma predictiva contra células
cancerosas en la linea celular A549, objetivo molecular implicado en carcinogénesis (Moraes et

al., 2022), e inhibicion de cancer de tipo pulmonar en ensayos in vitro con la linea celular A549 y



cancer prostatico en linea celular PC-3 mediante ensayo in vitro con extractos de hojas de A.
muricata (llango et al., 2022).

Asi mismo, el aceite esencial de la especie Dillenia reticulata procedente de Behrang Perak
3°44'43,8756” N, 101°26'59,1864" E con una composicién mayoritaria del compuesto bioactivo
biciclogermacreno 44,18 % reporta actividad anticancerigena frente a las siguientes lineas celulares
con un valor IC50 de 68,5, 61,5, y 65,2 ug.mL™* (Mohd et al., 2022).

En el punto geogréfico de recolecta P2 reporta presencia de biciclogermacreno de 23,48 %
en el aceite esencial de hoja de A. montana, en comparacion al reporte de Mohd et al., (2022) con
44,18 % presenta un valor menor. Ello validaria ligeramente la aplicacion medicinal empirica que
realizan los pobladores de Chimban, Chota en la Region de Cajamarca como anticancerigeno con
la infusion de las hojas de A. montana. Sin embargo, se requeriria continuar con investigaciones
especializadas para determinar indicadores especificos de actividad anticancerigena y prueba in
vitro, para poder afirmar a ciencia cierta la efectividad anticancerigena especifica, y caracteres
descriptivos 6ptimos de la planta para su orientacion medicinal.

Otro compuesto identificado en A. montana es el a- humuleno, que estructuralmente
muestran coincidencias con la a-humulona (Moraes et al., 2022), este compuesto quimico es un
tipo de a-acido que predomina en ldpulos. Este compuesto presenta propiedad antiséptica con
potencia de inhibir el crecimiento bacterial. Este compuesto asociado a los otros compuestos
identificados podria tener potencialidad de aplicacion tecnofucional en la agroindustria, siendo
requerido desarrollar investigaciones basicas que permitan evaluar la toxicidad de las hojas de
guandbana en relacion a la georreferencia de recolecta y tecnologia extractiva aplicada. Mediante
la validacion cientifica de compuestos quimicos, permitira de forma prospectiva orientar a la

formulacion de productos nutracedticos con futura aplicacion agroindustrial.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

El aceite esencial de hojas de A. montana presenta un rango de rendimiento extractivo v/p
en P1: 0,22 P2: 0,30, y P3: 0,28 %.

El aceite esencial de hojas de A. montana presenta las siguientes caracteristicas
fisicoquimicas, densidad: P1: 0,96, P2: 0,98 y P3: 0,95 g.ml™, indice de refraccion: P1: 1,635, P2
1,715y P3: 1,693.

El aceite esencial de A. montana reporta presencia de compuestos quimicos en: P1:
cariofileno 3,84 %, humuleno 0,37 %, biciclogermacreno 2,04%; P2: cariofileno 34,79 %,
humuleno 3,98 %, biciclogermacreno 23,47 %, y P3 cariofileno 30,32 %. La presencia del
compuesto biciclogermacreno connotaria el potencial de accidn anticancerigena de esta especie.

El punto de georreferencia P2 6°17'30,8.0"S 78°28'38,6"W, 1485 m de altitud, expresa
un mayor rendimiento extractivo en hojas de guandbana con 40 % de humedad y una

expresion en mayor concentracion del compuesto quimico biciclogermacreno.

5.2.Recomendaciones

La institucion debe proponer alianzas estratégicas con laboratorios de analisis
instrumental de avanzada en el pais y en el exterior. EI mayor referente en analisis CG- EM, en
latinoameérica se tiene en el laboratorio de andlisis instrumental de la Universidad Nacional de
Colombia y el laboratorio de Analisis instrumental que dirige la Dra. Maria Elena Stachenko de
la Universidad Santander Colombia. La dificultad encontrada es el envio de muestras al exterior.

Estas alianzas estratégicas posibilitarian acceso a servicio de calidad en los resultados en la



identificacion y cuantificacion de bioactivos presentes en aceites esenciales que se pretendan
reportar; ello debido a la continuidad del servicio que realizan.

En las instituciones a nivel nacional, el hecho de contar con equipamiento lejos de
representar un potencial para la investigacion representa para dichas instituciones: gastos de
implementacidn progresiva y mantenimiento, gastos logisticos por consumibles no previstos para
servicios que deben ser continuos; y deficiente soporte técnico debido a la no continuidad laboral
del personal asignado al manejo de estos equipos. Muchos laboratorios de las universidades
nacionales que cuentan con Cromatdgrafos de gas acoplados a espectrometria de masa, algunos
incluso por facultades, no prestan servicio remunerado o por colaboracion al investigador tesista
universitario, solo refieren que sus equipos se utilizan Unicamente para miembros de su institucion
y/o empresa.

Contar con equipos ya no es un potencial de investigacion, sin embargo, las alianzas con
convenios muy especificos a servicios que integran los bienes con los que cuentan otras
instituciones académico - cientificas es una alternativa coherente y de beneficio para quienes
pretendemos desarrollar investigacion a nivel basico en compuestos fitoquimicos con fines de
obtencidn del titulo profesional y publicacion de articulos.

Los hallazgos cientificos resaltan la importancia en el campo de la salud por evidencias
de accion anticancerigena del compuesto quimico biciclogermacreno encontrado en especies
de Annona y sus extractos. Compuesto tambiéen elucidado en la especie A. montana materia de la
presente investigacion. Por lo cual, recomiendo, continuar investigaciones como: Evaluacion
toxico génica de extractos de hojas de A. montana, y evaluacion anticancerigena in vitro de
extractos de hojas de A. montana frente a lineas celulares de incidencia cancerigena en la Region

de Cajamarca.
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Anexo 1: Certificado de identificacion taxondmica.
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Anexo 2: Reporte estadistico Excel

Reporte Estadistico EXCEL - Extraccion de Aceite Esencial de A. montana

ANDVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha 0.05

i Clntisit K Mean Variaiee 55 Sid Ere Liwer Upper
Pl Y 06626477 02208826 00003215 00006451 00161803 0 1B12907 02604744
P2 Y 09073042 03024347 00006793 00013587 0016803 02628420 03420266
3 F ODAIMRT 02764906 00013534 00027087 001&1B03 02369047 03160884
AMOVA

Senirees 58 df MS F P vialie Eta-5g RMSSE  Owiega 5
Between Gre  0.0104 163 ) 00052082 66312278 00302217 06885132 14867445 05558288
Within Grou 0.00471235 b (LO0ITESY
Total 0.0l51289 g 0001E91]
5i hay diferencia
TUKEY HSD alplsa (03

Ol e (] i df il
Pl 0.2208826 ¥ 00006451
P2 0.3024347 I 00013587
3 0.2764%6 Y 00027087

9 00047125 4319

() TEST

growp | group 2 ] std err -5kt lowier e pevalie mean-crit Coken d
Pl P2 00815522 00161803 50402023 00113457 0517587 00273492 00702065 29099622
Pl 3 0055614 00161803 34371365 00145925 01258205 01115476 00702065 19844317
P2 P3 00250381 00161803 16030659 00442683 009|446 05302921 00702065 09255305
() TEST

grolp | groip
Pl P2 5i hay diferencia Significativa
Pl P3 No IM} diferencia
P2 P3 Wo hay diferencia




Reporte Estadistico EXCEL - Densidad de Aceite Esencial de A. montana

ANOVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha 0.05

{iroiip Ciniit Siarti Mean Variance 55 Sid Err Lower Upper
Pl 3 0.2892 IRIES 21E07 42E07 00003037 00956569 0.0971431
| 3 0.2928 0.0976 JIEA0T 6.2E-07 00003037 00938560 0093431
P3 3 0.2928 0.0976 JIEA0T 6.2E-07 00003037 00938560 0093431
ANDVA

Sniirees 85 df MS F P valiie Eta-sq RMSSE  Owega S
Between Gre  2.BRE-06 2 |44E-06 52048193 00488829 063436l L3ITITID 0483043
Within Grou  1.66E-06 6 2.76TE-07
Total 4 54E-06 8 5.675E-07
Si hay diferencia
TUKEY HSDVKRAMER alpha 0.03

grolip medn i i df g-chil
Pl 00964 I 42E0T
| 0.0978 3 6.2E-07
P3 0.0978 3 6.2E-07

9 |b6E-D6 ] 4339

() TEST

grodip | growp i shd err g-shat lower i prvalie  mean-crit  Cohen d
Pl P2 0.0012 00003037 39515134 00001177 00025177 00703311 00013177 22814073
Pl P3 0.0012 00003037 39515134 00001177 00025177 00703311 00013177 22814073
M P3 0 00003037 0 00013177 00013177 | 0.0013177 L]
Q) TEST
growp | groaip 2
Pl P2 Si hay diferencia significativa
Pl P3 Si hay diferencia significativa

| P3 Si hay diferencia significativa



Reporte Estadistico EXCEL - Indice de Refraccion de Aceite Esencial de A. montana

ANOVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha .03

Giroiip Connt Kt Mean Variance 55 Sid Ery Lower Upper
Pl 3 4.905 |.635 4E-0h BE-D6 0002 Loe3010618 16398938
| 3 5145 715 0.000016 J2ED5 0002 L71010618 17198938
P3 3 5079 693 0.000016 32ED5 0002 168810618 16978938
ANOVA

Soirces 55 df MS F P value Eta-sq RMSSE  Omega Sy
Between G 0.010248 2 000514 427 00000003 09930233 119303534 0989347
Within Grou ~ 7.2E-03 6 0000012
Total 000032 4 0.00129

Si hay diferencia

TUKEY HSD/KRAMER alpha (.03
gronp it ] i df g-crit
Pl 635 1 8E-06
P2 715 o 32E5
P3 | 693 I 32E05
8 T2E3 b 4339
{) TEST
groip | groiip 2 i st err g-slat lower upper prvalie  mean-cril Colen d
Pl | Ut 0.002 40 0071322 00EEeTE 00000003  000867E 23.094011
Pl P3 (058 0.002 20 0049322 00es6TE 00000020  0.00BRTE 16.743158
| P3 0.022 0.002 i 0013322 0030678 000058213 0008678 6350853
groip | groip 2
Pl 2 si hay diferencia
Pl P3 si hay diferencia

) P3 si hay diferencia




Anexo 3: Certificado CG -EM -UNSAAC

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABOIATOMNO OF CROMATOGMAMA Y ESPEC TROMETMIA - Pabefitn de Contral de Calisiad
AV. Oe @ Cutara 733 CUSCO-PEMI Contacic 573822025

RESULTADOS
Cusco, 02 de Mayo del 2022
Solctanies : Reyes Molocho Vasguez
Tipo de Analiss : Perfil Cromalografico de compuesios volatiles
Metoco : Cromatografia ce Gases masas GC-MS
Tipo de Muesias : Sobre de papel conleniendo solido
CantSdad do Muestra -3, codfcadocomo 1.2y 3
Armacenamienio -4°C.
Mueostra 1
Loy “rramy TIT W s v A
omn '
a0
LS
W0
B
2w
1500
1200081
M0m.

Perfll Cromatografico de componentes presenies on la muestya M1

Nota: El sesutado obtenico on 2 deteccion del perfll de acelle esencial fue por comparacion con la
base de dalos de Natonal instiule of Stancards and Technology version 11 (NIST v11) expresa en
confenido relativo de componentes voliiies en % presenies en ol dcofe asencil




UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABOATOMO DF CROMATOGRNANA Y ESPOEC TROMETRIA - Pubelitn de Contral de Calited
AV. De ia Cuburs 733 CUSCO-FEMU Contacto Srisessss

RESULTADOS
Muestra 1
Contenico
P TR Compuesio Libreria Nist 11 CAS Quai M!ox
1 215 nHexane C00110-34.3 74 o
2 1207 Nonanal 000124.13.0 72 0.1%2
Cydohexanre, 1-ethenyt-1-mehy-2 4-bis|1-
3 2080 methylethenyl), [1S- 000515-13.9 =0 0723
(t.aipha 2beta 4 beta j§-
- 21.789 Caryophyliene CO0DAT-44.5 “9 ainda
Azdens, 12332456 Toctahydro-1.4-
s 2233 dmethyl.7-(1-mehyiethenyl) [1R- 022567-47-5 .~ 0.1m
(taipha 3abeta 4.alpha 7 beta )}
e 2272 Humulens 000733-55-6 S0 0326
7 2253 Alcaromadenarens 025240.27-9 a3 0.18%
) 2343  befa-copatre 1000374.10.9 E 0415
Naghihalene, decahydro-4a-medys- 1.
z 2361 methylene-7-( 1-mehyethenyl), [428- 017000-070 S0 0212
{4aaipha. 7 abha. Sabetn -
10 2384 Bicychogernmacene 0076%0-50.2 sa 2043
1-Acamantanecarbanytic acks, 2-methyphenyt
1 2524 v 1000293.753 (] 0742
12 2713 3 Nethyl-2-butencic acd, tridec.2-ymyt esier 1000298.31.7 ] S7.257
13 2720 3Nethyl-2-butencic ackd, indec-2-ymyl esler 1000298.31.7 S8 20545
Adamantanecarbanylic 2-mettychenyt
14 2782 ;w i, 1000293753 St 0.303
Cydopropane- ,
5 mm QEwmelcsesmcell . mem2: ® um
16 3300 t-Nomanamine, NN-cimethyl- 017373-27-2 80 0.301
17 3342 Docosane 000028.97-0 0 o.onz
18 3330 323 Dkhiorocamphor 190312.41-8 0 0244
19 35341 33 Ochicrocamphor 110312.41.% 47 127

20 3617 Poithalc aod, 4-tromopheny! methyl ester 1000315.00.6 47 0.544

“Oual = Porcentaje Oe COINCIZENCIa Con &2 Dase ce Balos Nist 11
CAS = Numer para KenmiNcar & mokcula
TR = Tiempo ce Retencion, Sempo a cudl son detectados (ver cromatograma)




UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATOMD DE CROMATOGMATIA Y ESPEC TROME TMIA - Pubelitn de Control de Calad
AV De ' Culurs 733 CUSCO-PENU Contacis G72062028

RESULTADOS
Muestra 2

== )
= "

w—

e |

oan. ]

=t

w0

weor |

b g

wnaa

. ' : 12 o ") - a:u . .

Perfi Cromalogralfico de componenies presenies en a muesia M2

Nota: El resutado obtenido on i dedeccion del perfll de acelie esenclal f2e por comparacion con la
base de dalos de Natona Instiule of Stancards and Technology version 11 INIST v1t) expresa en
comenico relatvo de componenies volaties en % presanios on &l acefe esencil




FACULTAD DE CIENCIAS
LABOMATOMNO DE CROMATOGMATIA Y ESREC TROMETNIA ~ Pabelitn de Cornl de Calied
AV. De i Cuurs T33 CUSCO-PEND Comtacis SI3882228

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

RESULTADOS
Mosstra M2
Conternido

Pco TR Compuesio Librerta Nist 11 CAS Oual Retativo %

Benzenemeinancl . apha -| 1 -aminoeing -,
1 1.5¢ R B 4} 014032134 30 144
2 178 NFomyt-bets-alanine 0143563.43.0 33 253
3 217 nHexane 000110-34.3 o 405
4 204 Sianediol dimethys- 001066420 50 213
3 870 Agnine 000074-78-3 43 0so0
o 1207 Nonaral 000124-15.0 72 237
7 1303 Mebhyl salicylaie 000112.30.8 "m 100
o 1313 Metaraminol 000034.45.5 4a 144

Cycichexane, 1-afthemyl-1-methyl.2 4-0is(}-
§ W80 bwetheny [1541apha 2bety dbetap  Dooois138 o4 701
W 2175 cCaryophylens 0000057-44.3 ¥ 347

1-Naphthaien-1.91.2-2-trifuotomethys.
1 218 T azoiicin. 2y }-ethanone 1000254701 = 05s
12 2232 N-ACeh! pethaxyampbetanine 125476281 43 | 4
13 2272 Hunulene 0007 53-50-0 a7 350
4 2292 (-MNomephedrne 000452411 43 1.79
19 2342 (+)ep-Brydosesguphelancrene 054274.73.0 o7 407
0 23060 NAeh pethoxyampbetamine 129476.98-1 a3 1.05
17 2354 Bicydopermacene 0ET650-90-2 23 2347
10 29580 103 5-Dimetnys 1 adamanianoy! semicarbazide IN32747-4 » 153
19 2010 12-Benzencaiol, 44{2-amino- 1-hydroxypropyl)- 006333577 o4 138
N V40 Berxerepropanamine, alpha methyl- 022374.28.0 50 100

Qual = Porcanfaje de coincidencia con & base de datos Nist 11

CAS = Numermn para enificar @ mokcua

TR = Tiempo de Retencion, Sempo a cudl son detectados (ver cromatograma)




UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABOMRATOMD DE CROMATOGMATIA Y ESPEC TROMETMIA - Pubelitn de Control de Calid
AV. De ' Culurs 733 CUSCO-PENU Contacis 572062028

RESULTADOS

Nota: El resutado obtenido on i deleccion del perfll de acelie esencial fue por comparacion con la
base de dalos de Natona Instiute of Stancards and Technoogy version 11 INIET v1t) expresa en
conenico relatvo de componenies volaties en % presanies on &l acele esencial




UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS

LASOMRATOMO DE CROMATOGMARIA Y ESPEC THOMETNIA - Pabelion de Control de Callcnd
AV. De = Culirs 733 CUSCO-PEMI Comtacis W72800e0e

RESULTADOS
Muestra 3
Conlenico
Pca TR Compuestio LErera Nist 11 CAS Oun Reiatho °
1 152 Propanamide, 3-(3 4-dmethyiphenytsulforyd ) 1000262508 B seo
2 1.70 Propanedoic add, dhydroxy- 000520.27-0 43 179
3 1.79 Thicphene, 2.5-his| {, 1-amethylethoxy)- 095162.43-1 El 44
4 217 nHexane 000110-34.3 o4 743
3 2064 Slavedol dimethyl 001000420 o 244
L] 420 B N-Azridylethyiamino]-2, 0-dimethylociens-2 1000236012 72 i
7 1207 poruna 000124-180 o4 3%0
o 1503 Metyt salcyate 000115.36.0 oe 1.2t
k) 15315 Epinephrine 000055434 2 183
Cycichexane, 1-ethenyl-1-mebyl.2 4-bis{ 1.
10 2082¢ metnyiethenyis, 115-(1.aipha_2 beta. 4 beta 1 0003515.13.8 a7 622
1" 217% Carycphylens 000087445 93 3032
12 2200 poenane 3phemi- 003573024 W 1.0t
13 2232 Ppandne, 3-phenyl- 003573.024 49 1.41
14 2272 Lndene 00673389856 T8 am
18 2253 2.Aminc-1-{o-methoxyphenyljpropane 015402.04-3 a3 144
16 2342 ngole. S-methary-3-42-methytaminc)ethyl. xme-032 W 310
17 2381 2. Dumethylaminomethyl)-3-nirophenct Rra: = ek
1® 2384 m:‘m* 003242.065 83 2010
15 2558 5.2-Aminopropy!)-2-methylphenad 021610-93.5 o4 030
21 1.52 Propanamide, 3-(3 4 dmethyiphenyisulfonyl . 1000202000 - 3608
=2 1.70 Propanedo ackd, divydroxy- 000500.270 43 179
23 179 Thicphene, 25-bis(), 1-amethylethoxy)- 093162-43-1 8 44t
24 217 nHesane 000110-34.3 o4 743
23 284 sgaredol dmetyl 001000-42-8 o 244

Qua = Porcentaje de coincidencia con &2 base ce dalos Nist 11

CAS = Numero para idenificar & moldcula
TR = Tiempo ce Relencion, Sempo af cual son deteciados (ver cromatograma)




Anexo 4: Recoleccidon de muestras de hojas de A. montana
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