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PRESENTACION

La extraccion de compuestos bioactivos empleando tecnologias verdes es una alternativa
sostenible para la recuperacion de metabolitos secundarios de gran importancia para la
industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. El presente trabajo de investigacion esta
orientado a la valorizacion de las especies aromaticas nativas producidas en la provincia
de Tarma, siendo la materia prima de estudio el Schinus molle L.

La parte experimental se desarrollé en los laboratorios del Instituto de Investigacion en
Tecnologias Altoandinas (INITA) de la UNAAT, donde se aplicé la tecnologia de fluidos
supercriticos para la obtencion de extracto aromético de las hojas de S. molle. El analito
obtenido se sometié a analisis por cromatografia de gases en el Laboratorio de
Investigacion y Certificaciones (LABICER) de la Universidad Nacional de Ingenieria
(UNI), siendo los principales compuestos identificados el shyobunol (33,42 %),
bicyclogermacrene (12,61 %), elemol (10,36 %), lupenone (6,55 %), germacrene D-4-ol
(6,28 %) y y-gurjunene (5,70 %). También se analiz6 la capacidad antioxidante de todos
los extractos aromaticos usando el método del radical libre DPPH. Cabe resaltar que el
trabajo de investigacion brinda un soporte técnico, debido a que se han establecido
condiciones termodinamicas adecuadas de presion y temperatura, los cuales serviran a la
industria de productos naturales para recuperar compuestos bioactivos de las hojas de S.
molle y aplicarlo como biocidas ecoldgicos, repelentes y en la formulacion de productos

farmacolégicos.



RESUMEN

Las hojas de S. molle son una gran fuente de metabolitos bioactivos con alto valor
comercial para la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. El objetivo de este
estudio fue la determinacion del rendimiento global, la capacidad antioxidante y la
identificacion de los metabolitos bioactivos presentes en el extracto aromético obtenido
de las hojas de S. molle mediante tecnologia supercritica. Para el proceso de extraccion
supercritica se utilizo presiones de 150, 250 y 350 bar y temperaturas de 35, 45y 55 °C.
La condicion supercritica de 45 °C y 150 bar fue la que permitié alcanzar el mayor
rendimiento de extracto aromatico (1,36 % + 0,03). La muestra HSM-35350 fue el
extracto aromatico con el mayor porcentaje de inhibicion (62,50 + 0,62 %) de DPPH (0.01
mg/mL). Los principales compuestos identificados en la muestra HSM-45150 fueron el
shyobunol (33,42%), bicyclogermacrene (12,61 %), elemol (10,36 %), lupenone (6,55
%), germacrene D-4-ol (6,28 %) y y-gurjunene (5,70 %). De acuerdo a la literatura
cientifica consultada, estos metabolitos bioactivos poseen propiedades funcionales,
insecticidas, antibacterianas y antifingicas los cuales se pueden aplicar en la formulacion
de larvicidas ecoldgicos, peliculas comestibles y farmacos con propiedades analgésicas y
anticancerigenas. Considerando esas potencialidades del S. molle, se concluye que la
aplicacion de la tecnologia de fluidos supercriticos para la obtencion de extracto
aromatico de las hojas de S. molle es una gran alternativa ecoamigable para la produccién

de bioactivos, requiriéndose de mas estudios de aplicacion y produccidon a nivel industrial.

Palabras clave: Schinus; extracto aromatico; shyobunol; bicyclogermacrene; capacidad

antioxidante; CO2 supercritico.



ABSTRACT

The leaves of S. molle are a great source of bioactive metabolites with high commercial
value for the food, cosmetic, and pharmaceutical industries. The objective of this study
was to determine the overall yield, antioxidant capacity, and identification of the bioactive
metabolites present in the aromatic extract obtained from the leaves of S. molle using
supercritical technology. For the supercritical extraction process, pressures of 150, 250,
and 350 bar and temperatures of 35, 45, and 55 °C were used. The supercritical condition
of 45 °C and 150 bar was the one that allowed for the highest yield of aromatic extract
(1.36 % % 0.03). The sample HSM-35350 was the aromatic extract with the highest
percentage of DPPH (0.01 mg/mL) inhibition (62.50 + 0.62%). The main compounds
identified in the sample HSM-45150 were shyobunol (33.42%), bicyclogermacrene
(12.61%), elemol (10.36%), lupenone (6.55%), germacrene D-4-ol (6.28%), and y-
gurjunene (5.70%). According to the consulted scientific literature, these bioactive
metabolites possess functional, insecticidal, antibacterial, and antifungal properties,
which can be applied in the formulation of ecological larvicides, edible films, and drugs
with analgesic and anticancer properties. Considering the potential of S. molle, it is
concluded that the application of supercritical fluid technology for obtaining aromatic
extract from S. molle leaves is a great eco-friendly alternative for the production of

bioactives, requiring further studies on application and industrial production.

Keywords: Schinus; aromatic extract; shyobunol; bicyclogermacrene; antioxidant
capacity; supercritical COa.



I. INTRODUCCION

En la busqueda continua de recursos naturales con propiedades terapéuticas y funcionales,
las plantas medicinales han emergido como fuentes valiosas de compuestos bioactivos
con potenciales aplicaciones en la salud y la industria (Belhoussaine et al., 2024). Entre
ellas, S. molle, comUnmente conocida como el pimentero peruano o pimiento rosado por
sus semillas comestibles de color rojo/rosado, ha captado la atencidn por sus propiedades
funcionales, insecticidas, antibacterianas y antiflngicas (Abdel-Sattar et al., 2010;
Morales-Rabanales et al., 2022).

Esta planta medicinal crece en la provincia de Tarma de manera silvestre, siendo
aprovechada por los pobladores locales para la formulacién de bebidas alcohdlicas
(Rodriguez & Garcia, 2017), tefiido de fibras (Bocangel et al., 2021) y en la medicina
tradicional para tratar diversas afecciones, gracias a su riqueza en metabolitos secundarios
(Feriani et al., 2020). Aunque tiene un gran potencial para la industria, hasta la fecha
existe un escaso conocimiento cientifico y tecnoldgico sobre la produccidon de bioactivos
de esta especie que permita su aprovechamiento.

Considerando esas potencialidades del S. molle, surge el interés por aplicar CO>
supercritico para la obtencién de principios activos, debido a que esta tecnologia mejora
la eficiencia de extraccion y es amigable con el medio ambiente (Chafii-Paucar et al.,
2022; Khaw et al., 2017). Este método no solo maximiza la recuperacién de los principios
activos, sino que también mantiene las propiedades bioldgicas de los metabolitos
extraidos (Santana et al., 2023).

La aplicacion de la tecnologia de fluidos supercriticos para la obtencion de extracto
aromatico de las hojas de S. molle rico en bioactivos de alto valor bioldgico, permite
establecer condiciones 6ptimas de presion, temperatura y flujo masico; siendo estos datos
de gran importancia técnica y operativa para el escalamiento del proceso a nivel industrial
(Murrieta-Dionicio et al., 2023).

En este contexto, la presente investigacion se centra en la evaluacién de la capacidad
antioxidante y la composicién de metabolitos bioactivos del extracto aromatico de las
hojas de S. molle extraido con CO: supercritico. Es importante destacar que la
identificacion y caracterizacion de los analitos bioactivos presentes en el extracto
aromatico proporcionan una vision integral de su perfil fitoquimico, destacando el
potencial que tiene el S. molle para ser aplicado en la formulacion de peliculas comestibles

(Chavez-Marquez et al., 2023), biopesticida ecologico (Lalia et al., 2023), farmacos con



propiedades analgésicas, antidiarreicas y hepatoprotectoras (Belayneh et al., 2024) y para
aromatizar alimentos (Giuffrida et al., 2020).

Finalmente, el estudio busca valorizar y promover mas estudios para el aprovechamiento
integral de las especies aromaticas nativas producidas en la provincia de Tarma, en

especial el S. molle.

1.1. Determinacion del problema

La provincia de Tarma presenta condiciones edafoclimaticas propicias para el crecimiento
de diversas especies aromaticas, entre las cuales se encuentra el S. molle, el cual se usa
tradicionalmente en la elaboracion de chicha (bebida fermentada) (Alagon, 2024) y como
unglento para tratar golpes e inflamaciones (Espinoza, 2020). Sin embargo, existe un
vacio de conocimiento sobre las propiedades bioactivas y potencialidades que tiene esta
planta silvestre para la industria.

El interés por las propiedades funcionales y nutracéuticas del S. molle ha motivado a los
investigadores a realizar la extraccion de aceites esenciales y compuestos bioactivos
empleando metodologias como la hidrodestilacion (dos Santos et al., 2015) y el arrastre
de vapor (Volpini-Klein et al., 2021). En cuanto a la aplicacion de la tecnologia de fluidos
supercriticos para la obtencion de extracto aromatico de las hojas de S. molle, atn no se
han establecido pardmetros termodinamicos Optimos de presion y temperatura.
Evidenciando que existe un vacio de informacion cientifica para aplicar esta tecnologia
emergente en la recuperacion de metabolitos bioactivos y funcionales (da Silva et al.,
2023).

Por otra parte, la poca valorizacion del S. molle producido en la provincia de Tarma, se
debe a la falta de investigaciones que analicen la composiciéon fenodlica, capacidad
antioxidante, antimicrobiana y demuestren el potencial del extracto aromatico para ser
aplicado en la Agroindustria (Ilgiin et al., 2023). Por ello, el presente trabajo de
investigaciéon se enfoca en aplicar tecnologias limpias y con mayor eficiencia en la
recuperacion de extracto aromatico. Siendo la extraccion con CO; supercritico, una gran
alternativa para la recuperacion de bioactivos, desde compuestos polares hasta
compuestos apolares (Chafi-Paucar et al., 2022).

En ese contexto, la obtencion de extracto aromatico de las hojas de S. molle empleando
tecnologias emergentes representa una gran alternativa ecoamigable para aprovechar
eficientemente y valorar esta materia prima que crece de manera silvestre en la provincia

de Tarma.



Figura 1
Planteamiento del problema: Método del embudo

La creciente preocupacion por el impacto ambiental que genera la industria
de bioactivos, ha impulsado el desarrollo de tecnologias verdes como la
extraccion por fluidos supercriticos.

El S. molle es una fuente valiosa de compuestos bioactivos con potenciales
aplicaciones en la agroindustria, sin embargo, en el Perd ain no se han
reportado investigaciones sobre los principios bioactivos de las hojas de S.
molle.

Se ha reportado diversas investigaciones donde se realizo la extraccion de aceites
esenciales del S. molle empleando metodologias como la hidrodestilacién y arrastre de
vapor. En el estudio realizado por Umay (2022), se obtuvo un rendimiento de 0,4% en

las hojas y de 0,3% en las resinas de 5. molle; evidenciando gue existe una deficiencia
en el rendimiento y la pureza de los extractos.

Existe un vacio de conocimiento sobre los compuestos bioactivos que contiene el
extracto aromatico obtenido de las hojas de S. molle por tecnologia supercritica.

La obtencion de extracto aromatico de las hojas de S. molle empleando tecnologias “
verdes representa una gran alternativa eco amigable para el aprovechamiento y

valorizacion de esta materia prima que crece de manera silvestre en la provincia de
Tarma.

-;Cudl sera el efecto de las condiciones de
extraccién supercritica con CO2 en el
rendimiento, capacidad antioxidante y perfil
de metabolitos bioactivos del extracto
aromatico obtenido de las hojas de S. molle?

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general
e ;Cudl sera el efecto de las condiciones de extraccién supercritica con CO> en el
rendimiento, capacidad antioxidante y perfil de metabolitos bioactivos del
extracto aromético obtenido de las hojas de S. molle?

1.2.2. Problemas especificos

e (;Como varia el rendimiento porcentual del extracto aromatico obtenido de las
hojas de S. molle a diferentes condiciones de extraccion supercritica?

e (Cudl serd la capacidad antioxidante del extracto aromatico obtenido de las hojas
de S. molle a diferentes condiciones de extraccion supercritica?



e ;Cuadl sera la composicion de metabolitos bioactivos del extracto aromatico

obtenido de las hojas de S. molle por tecnologia supercritica?

1.3. Hipotesis
1.3.1. Hipotesis general

e La aplicacion de CO; supercritico en la obtencion de extracto aromatico de las
hojas de S. molle, ofrece un proceso de extraccion ecoldgico, eficiente y con un

elevado contenido de metabolitos bioactivos.

1.3.2. Hipotesis especificas

e Laoptimizacion de la presion y temperatura en la obtencién de extracto aromatico
de las hojas de S. molle con CO- supercritico, permite incrementar el rendimiento

de extraccion.

e La aplicacion de CO; supercritico en la obtencion de extracto aromatico de las
hojas de S. molle es un factor que determina la capacidad antioxidante de las

muestras.

e El extracto aromatico extraido de las hojas de S. molle por tecnologia supercritica

es una gran fuente de metabolitos bioactivos.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

e Evaluar el efecto de las condiciones de extraccién supercritica con CO- en el
rendimiento, capacidad antioxidante y perfil de metabolitos bioactivos del
extracto aromatico obtenido de las hojas de S. molle.

1.4.2. Objetivos especificos

e Establecer la interaccion que existe entre el rendimiento de extracto aromatico

obtenido y las diferentes condiciones de extraccion supercritica.



o Determinar la capacidad antioxidante del extracto aromético extraido de las hojas

de S. molle por tecnologia supercritica.

e Determinar la composicion de metabolitos bioactivos del extracto aromatico

obtenido de las hojas de S. molle por tecnologia supercritica.

1.5. Consideraciones éticas

La presente investigacion se desarrolld respetando las disposiciones emitidas por el
Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR, 2024). Para lo cual se realizo
el trdmite, solicitando autorizacion para colectar muestras de S. molle en la provincia de
Tarma con fines de investigacion cientifica. En respuesta a la solicitud presentada, el
SERFOR emiti6 la Resolucion Administrativa N.° D000260-2024-MIDAGRI-SERFOR-
ATFFS-SELVA CENTRAL, donde este documento autoriza la colecta de flora silvestre

fuera de Areas Naturales Protegidas con fines de investigacion cientifica.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de estudio

2.1.1. Antecedentes internacionales

A nivel internacional existen estudios limitados sobre la aplicacién de CO2 supercritico
para la obtencion de extracto aromético de las hojas de S. molle, por otra parte, en la
literatura académica estan disponibles diversas investigaciones que aplican tecnologias

convencionales para extraer aceite esencial de S. molle.

Shehata et al. (2024), estudiaron los componentes fitoquimicos volatiles y las actividades
antimicrobianas, antioxidantes y citotoxicas de los extractos de semillas y hojas de S.
molle. Los resultados del analisis de cromatografia de gases — espectrometria de masas
(GC-MS) revel6 que el extracto de semilla de S. molle presenta 7 picos, siendo el
compuesto principal el 2-ethylhexyl (59,11%), seguido del &cido n-hexadecanoico
(10,84%), en cuanto al extracto de las hojas de S. molle se exhibieron 16 picos,
destacandose la presencia del escualeno (16,87%), azuleno (14,88%) y lupeol (12,4%).
En lo que respecta a la actividad antimicrobiana los extractos presentaron una alta
actividad de inhibicion que oscilaron entre 15+ 0,57 y 27,33+ 0,88 mm contra los
macroorganismos ensayados. Estos hallazgos resaltan el potencial del S. molle para ser

aplicado en la biomedicina.

da Silva et al. (2023), analizaron la composicién fitoquimica y la actividad biocida de los
aceites esenciales extraidos de las hojas frescas y secas de S. molle. El analisis de los
componentes volatiles mediante GC-MS revel6 la presencia de bioactivos como
spathulenol, B-cariofileno y o¢xido de cariofileno, los cuales se encontraban en
concentraciones de 16,00%; 13,30% Yy 9,80% en el aceite esencial extraido de hojas
frescas y en proporciones de 20,80%; 15,80% y 10,00% en el extracto de hojas secas,
evidenciando que las condiciones de secado influyen en el rendimiento y contenido de
compuestos volatiles. En cuanto a la actividad biocida, el estudio demostrd que el

spathulenol puro presenta actividad antibacteriana contra Xanthomonas citri.
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Murrieta-Dionicio et al. (2023), caracterizaron el perfil fitoquimico del aceite esencial
obtenido de las hojas de S. molle mediante 2 sistemas de destilacion (Rayleigh y
Clevenger) y distintos tiempos de extraccion (20 a 120 min). Los resultados del
rendimiento de extraccion fueron 1,03 % y 1,63 % para los sistemas Rayleigh y
Clevenger, respectivamente. En cuanto a la composicion de los fitoquimicos volatiles, se
identifico 37 compuestos en el AE obtenido por Clevenger de los cuales 31 estuvieron
presentes en el AE obtenido con destilador Rayleigh. La similitud del perfil fitoquimico
entre los extractos de ambos equipos vario entre 87,2 y 96,2 % en funcion del tiempo de
operacion, siendo los compuestos principales el a-felandreno (21,20-28,57 %), limoneno
+ B-felandreno (19,07-27,78 %), canfeno (3,32-9,93 %), a-pineno (5,74-8,56 %), -
mirceno (2,95-6,91 %) y PB-pineno (1,31-3,55 %). Estos datos evidencian que el
escalamiento del proceso permite obtener mayor cantidad de aceite esencial, sin embargo,
el rendimiento y el contenido de fitoquimicos volatiles es menor en comparacion con la

extraccion por hidrodestilacion.

Belhoussaine et al. (2022), reportaron la composicion quimica y el efecto insecticida
contra Sitophilus oryzae del aceite esencial (AE) extraido de las hojas y frutos del S. molle.
La extraccion de AE se realiz6 por hidrodestilacion durante 6h, donde se alcanzé un
rendimiento de 2,97 % para las hojas y 2,67 % para los frutos de S. molle. Por otro lado,
el analisis GC-MS identifico 46 componentes volatiles (91% - 92%) en AE de hojas y
frutos de S. molle, siendo los compuestos principales el  -pineno (10,36-5,44%), y -
terpineno (12,01-8,15%), limoneno (22,94-18,49%), 10-epi-elemol (7,64-8,03%), y -
eudesmol (5,17-4,09%) y longifolene (7,67-8,48%). La evaluacion de la actividad
antioxidante de AE de hojas y frutos (5 mg/mL) reveld un porcentaje de inhibicion radical
de 17,99% vy 53,30%, lo que evidencia que los frutos exhiben mayor actividad
antioxidante que las hojas. También se reportd que AE de frutos presenta 100 % de
mortalidad contra S. oryzae a una concentracion de 25 uL/cm 2 después de 3 dias de
exposicion, mientras que, para las hojas este valor de mortalidad se marcé después de 7

dias de exposicién para la misma concentracion.

Umay, (2022) investigo la composicion quimica y los efectos fitotoxicos de los aceites
esenciales extraidos de las hojas y resinas de S. molle. La extraccion de AE se realizo por
hidrodestilacion acoplado a un horno microondas de 340 watt, el cual permitié obtener

un rendimiento de 0,4% y 0,3% para las hojas y resinas, respectivamente. En cuanto a la
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composicion fitoquimica se observo diferencias en las cantidades y contenidos de los AE,
siendo los compuestos mayoritarios en las hojas el a-phellandrene (20,3%), D-limonene
(16,4%), germacrene D (15,5%), bicyclogermacrene (12,3%) y en las resinas el
germacrene B (20,2%), caryophyllene (18,3%) y bicyclogermacrene (9,2%). Por otro
lado, la evaluacion del efecto fitotoxico sobre semillas de P. oleracea y R. sativus,
evidencid que los AE en diferentes concentraciones presentan actividad inhibidora en
tasas de 57%, 67% y 70%, 80% sobre la germinacion de las semillas de verdolaga y

rabano, confirmando el efecto herbicida del S. molle.

Volpini-Klein et al. (2021), estudiaron la influencia de la extraccion por hidrodestilacion
(HD) y arrastre de vapor (AV) sobre la composicion quimica de los aceites esenciales
obtenidos de las hojas y frutos de S. molle. También determinaron el rendimiento de
extraccion de las 2 metodologias, donde se observd que HD alcanza 1,2 % y 1,8%,
mientras que AV llega a 0,5% y 0,8%, respectivamente. Por otro lado, se identifico que
los AE procedentes de hojas y frutos contenian componentes fitoquimicos similares como
(sabinene, myrcene, caryophyllene, germacrene-D, biciclogermacrene, y-cadinene y epi-
a-cadinol), sin embargo, sus respectivas cantidades varian segun la técnica de extraccion
utilizada. Para AE de las hojas, se encontro que la extraccion por HD proporciona mayor
poder para extraer monoterpenos (47,7%), esto se evidencio en la comparacion de los
métodos donde se not6 grandes variaciones en los compuestos como myrcene y sabinene,
siendo sus cantidades 3,1%/21,3% y 8,0%/18,7%, respectivamente. En lo que respecta al
AE de las hojas obtenido por AV, se determin6 que existe mayor concentracion de los
sesquiterpenos (77,6%).

Scopel et al. (2013), evaluaron la actividad antimicrobiana y el rendimiento global de los
extractos obtenidos de hojas y ramas de S. molle mediante CO> supercritico y cosolventes.
Los rendimientos alcanzados fueron 2,70 % (CO2), 1,89 % (CO2 + C2Hs0H) y 0,41 %
(CO2 + H20), evidenciando que el uso de cosolventes como el agua y el etanol
disminuyen el rendimiento global del extracto de S. molle. En el aspecto microbiolégico,
los analisis mostraron que los extractos obtenidos con CO- a una condicién de 150 bar y

60°C presentaron accion antimicrobiana contra M. luteus y E. coli.
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Barroso et al., (2011), evaluaron la extraccion con fluidos supercriticos de compuestos
volatiles y no volatiles de las hojas y ramas de S. molle. Los experimentos se realizaron
en un extractor a escala piloto con una capacidad de 1 L a presiones de 90, 100, 120, 150
y 200 bar a 50°C. Los compuestos volatiles se obtuvieron por extraccion supercritica con
CO2 a presion moderada (90 bar), mientras que los compuestos no volatiles se extrajeron
a mayor presion (120 a 200 bar). EI mayor rendimiento alcanzado fue de 4,65%, el cual
se consiguid ajustando una presion de 150 bar y una temperatura de 50 °C. El anélisis del
aceite esencial se realizé por GC-MS vy los principales compuestos identificados fueron
spathulenol (4,03%), sabinene (5,85%), germacrene D (8,86%), bicyclogermacrene
(11,59%), (E)-caryophyllene (15,60%) y limonene (41,37%).

Marongiu et al. (2004), analizaron la composicion quimica del extracto obtenido de las
hojas de S. molle mediante CO> supercritico. Las condiciones de extraccion fueron las
siguientes: presion (90 bar); temperatura (50 °C); flujo de diéxido de carbono (@ = 1.0
kg/h). Las ceras fueron atrapadas en el primer separador ajustado a 90 bar y -10 °C. El
aceite se recuperdé en el segundo separador a una presion de 15 bar y una temperatura de
10 °C, alcanzando un rendimiento de 0,7 %. Los compuestos principales de la fraccion
volatil fueron a-phellandrene (26,5%); limonene + B-phellandrene (21,0%); elemol
(10,8%) y a-eudesmol (6,1%).

2.1.2. Antecedentes nacionales

En el Pert se han desarrollado diversas investigaciones acerca del S. molle, siendo la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos una de las instituciones que mas trabajos
reporta sobre la aplicacién, beneficios y compuestos bioactivos del S. molle, sin embargo,
aun no se han reportado investigaciones que apliquen tecnologias emergentes como los

fluidos supercriticos para la obtencion de extractos aromaticos de las hojas de S. molle.

Herrera-Calderon et al. (2022), estudiaron la actividad antioxidante in vitro y el perfil de
los fitoquimicos volatiles del aceite esencial de las hojas de S. molle obtenidas por
hidrodestilacion. El analisis GC- MS presento 34 componentes volatiles, siendo el alfa-
felandreno (32,68%), D-limoneno (12,59%) y beta-felandreno (12,24%) los de mayor
presencia. En cuanto al analisis de capacidad antioxidante, se evidencid que de los 3
ensayos aplicados (DPPH, ABTS y FRAP), el aceite esencial de S. molle demostré mejor

afinidad en el ensayo FRAP y ICso equivalente a 1,50 £0,02mg/mL, sin embargo, este
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estudio concluyd que los componentes volatiles no presentan buena actividad

antioxidante.

Ruiz-Quiroz et al. (2021), determinaron la composicion quimica y el efecto antibacteriano
del aceite esencial de las hojas de S. molle recolectadas en la ciudad de Lima. Los
resultados del andlisis de cromatografia de gases evidenciaron que el aceite esencial
contenia 37 componentes volatiles, siendo los principales a-felandreno (19,59%),
canfeno (19,10%) y a-pineno (16,56%). Por otro lado, el aceite esencial de S. molle
mostré una buena actividad antibacteriana frente a Staphylococcus epidermidis (CMI=
0,3125 pL/mL), actividad moderada frente a Staphylococcus aureus (CMI= 20 uL/mL),
y no tuvo actividad contra Pseudomonas aeruginosa (CMI > 40 pL/mL). Estos resultados
corroboran gue el aceite esencial de S. molle contiene importantes componentes volatiles

y con gran potencial antibacteriano.

Palacios & Castillo (2015), evaluaron la cinética y el rendimiento de extraccion del aceite
esencial de S. molle a 2 caudales de vapor (4 y 6 kg de vapor/h). Para el desarrollo de la
parte experimental se emple6 un equipo de extraccidn por arrastre de vapor a nivel piloto.
Los resultados del rendimiento de extraccién demuestran que con un caudal de 6 kg de
vapor/h solo se alcanza un rendimiento de 0,0835 %, mientras que con un caudal de 4 kg
de vapor/h se logra un mayor rendimiento 0,1154 %, siendo este Gltimo parametro la
condicion optima. En lo que respecta a la cinética de extraccion se evidencia que entre el
minuto 5y 65, es el periodo donde més aceite esencial se extrae del S. molle, empleando
caudales de 4 y 6 kg de vapor/h.

Angulo-Gutiérrez (2015), investigo la extraccion de aceite esencial de S. molle con CO>
supercritico, con el objetivo de determinar los fitoquimicos volatiles y las caracteristicas
fisicoquimicas del extracto obtenido. Las extracciones se realizaron a temperaturas de 30
y 32 °C combinadas con las presiones de 73 y 74 bar. El analisis GC — MS realizado al
extracto dio como resultado la presencia de compuestos volatiles como sabineno
(17,15%), terpinol (9,43%), acido palmitico (8,39%), acido octadecadienoico (8,30%) y
a felandreno (1,62%). La presencia de estos fitoquimicos corrobora el gran potencial que
tiene el S. molle de la provincia de Huancayo para la industria de bioactivos.
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2.2. Marco tedrico

2.2.1. Schinus molle

El S. molle (Figura 2), Ilamado cominmente molle, mulli, aguaribay o pimiento peruano,
es oriundo de los valles interandinos del centro del Perd. El fruto de S. molle es una drupa
verdosa que cuando madura, se torna rosada o marron claro, dependiendo de la zona
donde crece. En cuanto a las hojas, la corteza y los frutos del molle, se destaca la presencia
de aceites esenciales, las cuales son una rica fuente de triterpenos, sesquiterpenos y
monoterpenos (Giuffrida et al., 2020).

Figura 2

Schinus molle

2.2.2. Descripcién botanica

El S. molle es un arbol de 6 a 8 m de altura, crece tanto de manera silvestre como cultivada
en zonas secas del territorio peruano, desde el nivel del mar hasta los 3500 m.s.n.m.
Presenta una copa redonda y abierta, con hojas pecioladas y alternadas, terminadas en
punta (GBIF, 2024). Sus flores son muy pequefias, de color blanquecino o amarillento, y
estan dispuestas en un gran numero en paniculas colgantes terminales y axilares (KEW
SCIENCE, 2024). Sus frutos son de color rojo, una vez secos se asemejan a granos de
pimienta. Este fruto contiene una sustancia colorante y un aceite esencial, el cual produce

una resina fragante (Ovidi et al., 2021).
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Tabla 1l

Clasificacion taxondmica de Schinus molle

Reino Plantae
Subreino Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Schinus
Especie Schinus molle L.
Nombre comudn Molle

Nota. Recuperado de GBIF, (2024).

2.2.3. Aceite esencial de S. molle

El aceite esencial de S. molle constituye una fuente rica de monoterpenos, sesquiterpenos
y triterpenos, los cuales se emplean en perfumeria y como fungicidas naturales. El aceite
esencial de esta planta se encuentra principalmente en las hojas y en los frutos. Las hojas
pueden contener hasta 2% de aceite esencial; mientras que los frutos hasta 5%. El aceite
esencial de S. molle esta compuesto principalmente por: Shyobunone (10,14%), ao-
felandreno (9,63%), a-cadinol (7,46%), 6-cadinene (7,45%) y germacrene D (7,09%)
(Lalia et al., 2023; Miigge & Morlock, 2023).

2.2.4. Usos del S. molle
Las propiedades funcionales, medicinales, insecticidas y antifungicas, hacen que el S.
molle sea denominado como el arbol virtuoso (Razzak et al., 2023). Por ello, a

continuacion, se menciona las principales aplicaciones del S. molle:

a) Alimento: La bebida fermentada de molle, también conocida como chicha de molle,
es una bebida tradicional en varias regiones de América del Sur, especialmente en Per( y
Bolivia. Esta bebida fermentada presenta un sabor caracteristico que puede variar en
dulzura y acidez dependiendo del tiempo de fermentacion y los ingredientes adicionales
(Alagon, 2024).
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b) Medicinal: EIl aceite esencial extraido de las hojas de S. molle, tiene propiedades
beneficiosas para la piel. DestacAndose el efecto cicatrizante y antinflamatorio que
presentan las cremas y unguentos a base de S. molle (Espinoza, 2020).

c¢) Abono: El biochar hecho a partir de S. molle es un tipo de carbdn vegetal que permite
recuperar los suelos degradados a través de la estabilizacion del pH y la captura de
carbono (Cervantes-Ramos, 2022).

d) Tinte: La coccidn de la corteza y hojas de S. molle produce un tinte amarillo, al cual
se aflade alumbre y se remojan los tejidos que obtendrdn una coloracion amarilla

permanente (Bocangel et al., 2021).

2.2.4. Hidrodestilacion

La extraccion de aceites esenciales empleando el sistema de hidrodestilacion (Figura 3),
es considerada la tecnologia mas limpia para realizar la recuperacion de metabolitos
bioactivos de las hierbas aromaticas. Esta metodologia es muy préactica y dindmica para
extraer compuestos volatiles a escala de laboratorio, permitiendo a los investigadores
realizar ensayos preliminares para establecer condiciones de trabajo como la temperatura,
tamafio de particula, relacion masa/solvente y tiempo, siendo estos pardmetros muy
importantes para escalar el proceso a un nivel industrial (Katekar et al., 2023).

Varios estudios han comparado el rendimiento de la hidrodestilacion asistida por energia
solar y los sistemas de hidrodestilacion convencionales. Llegando a la conclusion de que
el rendimiento porcentual y la cantidad de componentes recuperados por ambos métodos

eran casi idénticos (Katekar et al., 2023).
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Figura 3

Sistema de hidrodestilacion

2.2.5. Tecnologia de los solventes verdes

La aplicacién de disolventes alternativos permite reducir el consumo de energia, generar
menos compuestos perjudiciales y obtener extractos de alta calidad y seguros a través de
la extraccion verde de productos naturales. Para disefiar procesos de extraccion que
respeten el medio ambiente, tanto a nivel industrial como en el laboratorio, es
fundamental optimizar el uso de las materias primas, seleccionar disolventes alternativos
y gestionar eficientemente la energia. Estos tres elementos son esenciales para lograr una
extraccion mas sostenible (Chemat et al., 2012; Pasquel Reategui et al., 2014).

La principal ventaja de la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) en comparacion con
las tecnologias convencionales es que emplea disolventes considerados seguros (GRAS),
permite una extraccion mas rapida y eficiente de compuestos bioactivos. Este método es
selectivo, no requiere pasos adicionales para purificar el extracto, y utiliza solo pequefias
cantidades de muestra para la extraccion (Chafii-Paucar et al., 2022; Herrero et al., 2006).



18

2.2.5. Extraccién con fluidos supercriticos

La extraccion con CO- supercritico (Figura 4), supera a los métodos convencionales al
proporcionar altas tasas de extraccion, buenas propiedades de transporte y una facil
difusion a través de materiales solidos. La baja temperatura critica del CO. evita el
deterioro de los compuestos volatiles y permite que el disolvente se elimine por completo.
Ademas, el CO- no es explosivo, no presenta toxicidad y es econdmico. Para la extraccion
de compuestos bioactivos de biomasa, como semillas oleaginosas y especias aromaticas,
este método es rapido, eficiente y limpio (Albuquerque & Meireles, 2012; Temelli &
Guiclu-Ustiindag, 2005).

El CO. puede reemplazar a los disolventes organicos en procesos de extraccion cuando
se emplea en un punto supercritico. En este estado, el CO> presenta propiedades
intermedias entre las de un liquido y un gas, combinando caracteristicas de ambos estados.
Dado que se trata de un disolvente apolar que se disuelve en sustancias quimicas
lipofilicas, pueden afiadirse portadores polares como metanol, etanol o agua para extraer
componentes polares (Diaz-Reinoso et al., 2006; Santana et al., 2023).

Un sistema SFE estandar consta de los siguientes componentes: un compresor de aire, un
baldn de CO2, una bomba para presurizar el CO2, un chiller, una columna de extraccion,
un fluxémetro, una micrométrica, un medidor de flujo y un vaso recolector (Johner &
Meireles, 2016).

Figura 4

Equipo de fluidos supercriticos
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2.2.6. Curvas de extraccion con fluidos supercriticos

En la extraccion de fluidos supercriticos la transferencia de masa (TM) es controlada por
tres periodos como se visualiza en la Figura 5 (da Silva et al., 2016; Pereira & Meireles,
2009).

Primer periodo: La tasa de extraccion es constante (CER), el soluto cubre la superficie
del sélido y domina la conveccién.

Segundo periodo: Existe una caida de la tasa de extraccion (FER), la cantidad de soluto
en la superficie disminuye, produciéndose una extraccion por difusion y conveccién de
la parte interna de la muestra.

Tercer periodo: Ocurre una baja tasa de extraccion (LER) o difusion controlada (DC),
en la que el soluto de la superficie desaparece y la TM se alcanza mediante la difusién
interna de las particulas.

Figura 5

Periodos de extraccion con fluidos supercriticos

A
Rendimiento

%, m/m CER FER LER/DC

Cco;

)=

Teer Teer Tiempo (min

Materia prima

Nota: Adaptado de da Silva et al, (2016).



20

2.2.7. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos mediante SFE es notablemente alta
debido a la eficiencia y selectividad del proceso. Esta técnica permite la extraccion de
compuestos bioactivos, como polifenoles, flavonoides y carotenoides, con una mayor
concentracion y pureza en comparacion con métodos convencionales. La baja
temperatura de operacion en la extraccion con fluidos supercriticos minimiza la
degradacion de los compuestos antioxidantes sensibles al calor, asegurando que los
extractos mantengan su actividad antioxidante original. Ademas, la capacidad del CO;
supercritico para adaptarse a diferentes densidades y propiedades de disolucién facilita
una separacion precisa de los compuestos deseados, mejorando ain mas la calidad del
extracto (Chaii-Paucar et al., 2022; Kim et al., 2021).

Figura 6

Espectrofotémetro
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2.2.8. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) es una técnica analitica clave para el analisis cuantitativo
y cualitativo de los extractos obtenidos mediante la extraccion con fluidos supercriticos.
Esta metodologia es especialmente eficaz para separar e identificar compuestos volatiles
y semi-volatiles presentes en los extractos. Al aplicar GC a los extractos de SFE, se
pueden identificar una amplia variedad de componentes, como terpenos, acidos grasos y
otros metabolitos organicos, proporcionando un perfil quimico preciso. Esto permite una
comprension detallada de la composicion del extracto y facilita la optimizacion del
proceso de extraccion al ajustar parametros como la temperatura y presion para mejorar
la eficiencia y calidad del producto (Santana et al., 2023; Volpini-Klein et al., 2021).
Ademas, la cromatografia de gases contribuye a la evaluacién de la pureza y calidad de
los extractos obtenidos por SFE al detectar y cuantificar posibles impurezas y
contaminantes. Esta capacidad de analisis detallado asegura que los extractos sean
consistentes y cumplan con los estandares requeridos para aplicaciones industriales,
farmacéuticas y cosméticas. Al ofrecer un perfil quimico completo, la GC no solo ayuda
a verificar la eficacia de la extraccion, sino que también proporciona informacion valiosa
para el desarrollo de productos y el control de calidad (Atapattu & Temerdashev, 2023;
Santana et al., 2023).

Figura7

Equipo de cromatografia de gases
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2.3. Definicion de términos

2.3.1. Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante de un extracto aromatico es un indicador de su potencial para

proteger contra el dafio oxidativo (Giaquinta et al., 2017).

2.3.2. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica esencial para el analisis detallado de extractos
aromaticos, que permite la separacion, identificacion y cuantificacion de sus componentes
volatiles y semi-volatiles. Esta técnica es particularmente Util para analizar extractos de

aceites esenciales y otros extractos derivados de plantas aromaticas (Mota et al., 2021).

2.3.3. COz2 supercritico
El CO; supercritico es un fluido con propiedades intermedias entre liquidos y gases que
se utiliza ampliamente en aplicaciones de extraccion, purificacion, y limpieza debido a su

capacidad para disolver compuestos apolares (NIST, 2024).

2.3.4. 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

ElI DPPH es un radical libre estable utilizado en la investigacion como reactivo para medir
la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos de las hojas y semillas oleaginosas
(PubChem, 2024).

2.3.5. Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos es una técnica eficiente y versatil que ofrece la
capacidad de obtener extractos puros y de alta calidad, manteniendo la integridad de los
compuestos valiosos y contribuyendo a procesos mas sostenibles (Chafi-Paucar et al.,
2022).

2.3.6. Solvente GRAS

Los solventes GRAS son sustancias reconocidas por su seguridad para el uso en procesos
de extraccion y fabricacion relacionados con alimentos, productos farmacéuticos y
cosméticos. Su clasificacion asegura que, cuando se usan adecuadamente, no presentan

riesgos significativos para la salud humana (FDA, 2023).
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I1l. MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipoy nivel de investigacion

El presente trabajo de investigacion retne las condiciones metodologicas de una
investigacion basica y un nivel experimental, debido a que se aplico la tecnologia de
fluidos supercriticos para la obtencion de extracto aromatico de las hojas de S. molle.
Posteriormente, el analito recuperado fue sometido a andlisis por cromatografia de gases,

donde se determind la composicion de metabolitos bioactivos.

3.2. Variables

3.2.1. Variables independientes
e Presion (bar)
e Temperatura (°C)

3.2.2. Variables dependientes

¢ Rendimiento global de extraccion (%, m/m)
e Capacidad antioxidante

e Composicion de metabolitos bioactivos



3.3. Operacionalizacion de variables
Tabla 2

Operacionalizacién de variables independientes y dependientes
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Variables Definicion conceptual Indicador Unidad Fuente y/o
Instrumento
Variables independientes: Estos son los parametros de Temperaturas de
funcionamiento que se modificaran  trabajo (35, 45y °C Equipo de
e Presion en el equipo de extraccion por fluido  55) y presiones de bar extraccion por
o Temperatura supercritico, a las que se sometera trabajo (150, 250 y fluidos supercriticos
las muestras de hojas de S. molle. 350)
Variables dependientes:
Es el rendimiento de extracto (Extracto aromatico
e Rendimiento global de aromatico obtenido bajo diferentes (9) /peso muestra %, m/m Formula
extraccion condiciones de extraccion (9)) * 100
supercritica.
e Capacidad Es la capacidad de inhibicion de la Radical libre DPPH % Inhibicion Espectrofotometro

antioxidante

degradacion oxidativa que tiene el
extracto de S. molle sobre las

especies reactivas.




Composicién de
metabolitos bioactivos

Son los compuestos bioactivos
presentes en el extracto aromatico de

S. molle.

Espectro de masas y
tiempo de retencion

de los bioactivos.

%
m/z
CAS

Cromatografia de

gases

25
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3.4. Poblacion, muestra y muestreo

3.4.1. Poblacion

Un total de 10 kg de hojas de S. molle fue colectada en el Centro Poblado de Huanuquillo
perteneciente a la provincia de Tarma, con previa autorizacion del presidente de la junta
vecinal (Sociedad Unién Progreso Huanuquillo). En cuanto al punto de colecta se
tomaron coordenadas UTM, GMS, DEC y MGRS empleando un GPS.

Figura 8

Coordenadas de colecta de las hojas de S. molle

T S 0 >
-11.439027,-75.691931
-~ ‘ GMS 11°26'20"S, 75°41'30"W
| UTM 18 S 424522.98 8735386.07
MGRS : 18L VN 24523 35386

HIBRIDO

3.4.2. Muestra

La extraccion supercritica se realizd empleando 10 g de hojas secas de S. molle, esta

cantidad de muestra fue establecida en funcién a la capacidad de la columna de extraccién
(100mL). Cabe sefialar que 10 g de muestra permiten obtener una cantidad adecuada de
extracto aromatico para realizar los analisis de cromatografia de gases y capacidad
antioxidante.

3.4.3. Muestreo
Se aplico la técnica de muestreo no probabilistico por conveniencia, el cual permitié

emplear muestras de S. molle de acuerdo a la facilidad de acceso.
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3.5. Disefio experimental

Los experimentos del presente estudio se realizaron por duplicado empleando un disefio
factorial 32, constando de 2 factores y 3 niveles. Las variables a estudiar fueron la
temperatura (35, 45, 55 °C) y presion (150, 250 y 350 bar). En total se desarrollaron 18
tratamientos incluidas las réplicas, que corresponden a todas las posibles combinaciones
de los factores con sus niveles, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3

Disefo factorial para el proceso de extraccion supercritica de extracto aromatico de

las hojas de S. molle

Variables Variables respuesta
Corrida  Cddigode  Densidad de independientes
muestra CO2 (kg/m?) X1 X2 RG CA
(bar) (°C) (%, (mmol
m/m) Tx/g DS)

1 HSM-45150-1 741,97 150 45 RG1 CAl
2 HSM-55250-1 810,65 250 55 RG2 CA2
3 HSM-35250-1 901,23 250 35 RG3 CA3
4 HSM-45150-2 741,97 150 45 RG4 CA4
5 HSM-45350-1 917,12 350 45 RG5 CA5S
6 HSM-35150-1 815,06 150 35 RG6 CA6
7 HSM-35250-2 901,23 250 35 RG7 CA7
8 HSM-55350-1 881,17 350 55 RG8 CAS8
9 HSM-55250-2 810,65 250 55 RG9 CA9
10 HSM-35350-1 952,29 350 35 RG10 CA10
11 HSM-45250-1 857,14 250 45 RG11 CAll
12 HSM-35150-2 815,06 150 35 RG12 CAl12
13 HSM-35350-2 952,29 350 35 RG13 CA13
14 HSM-55350-2 881,17 350 55 RG14 CAl4
15 HSM-45250-2 857,14 250 45 RG15 CA15
16 HSM-55150-1 653,50 150 55 RG16 CAl6
17 HSM-45350-2 917,12 350 45 RG17 CAl7
18 HSM-55150-2 653,50 150 55 RG18 CA18

X1= Presion; X2= Temperatura; RG= Rendimiento global; CA= Capacidad antioxidante.
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3.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
La obtencidn de extracto aromatico de las hojas de S. molle empleando CO; supercritico
se realizo siguiendo una serie de operaciones unitarias, como se detalla en la Figura 9.

Figura 9

Diagrama de operaciones para la obtencion de extracto aromatico de las hojas de S.
molle por tecnologia supercritica

5. molle —» [ Materia prima ]
+
[ Seleccion y limpieza ]
+
[ Secado ]—— &5 dias
+
[ Empacado al vacio ]
4
[ Almacenamiento ]—- -20°C

| Descongelamiento
de la muestra

[ Molitnda ]_,, 2 min
-

10 g de muesira —.-.| Preparacion del |

lecho de extraccion

!

| Acondicionamiento

— G35, 45y 55

de las condiciones bar: 150, 250 y 350

de extraccion

+
[ Extraccidn estatica ]—... 15 min
L
| Extraccién e SIF:12
supercrltlc:a mim: 50

[ DESDFES-LITIIEBIDI'I ]

Colecta de extracto ]

Pesado vy sellado de
frascos

+

[ Almacenamiento ]_.. 205
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3.6.1. Acondicionamiento y secado de las hojas de S. molle

Las hojas de S. molle fueron colectadas en la provincia de Tarma, como se muestra en la
Figura 10. El acondicionamiento de las hojas se realiz0 siguiendo las operaciones que se
describen a continuacion:

Figura 10

Colecta de materia prima (Hojas de S. molle)

a). Seleccion
Esta operacion se realiz6 manualmente en donde se elimind las hojas de S. molle con
signos de dafio mecéanico y con indicios de decoloracion.

b). Limpieza
Las hojas de S. molle por lo general contienen fragmentos de tallos, residuos de los frutos
y particulas de tierra, estos se retiraron de forma manual utilizando un tamiz y una tijera

de poda.
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c). Secado

Las hojas de S. molle se secaron a la sombra a temperatura ambiente, con una temperatura
promedio anual de 13 °C y una humedad relativa promedio anual de 72 %, durante un
periodo de 5 dias. Este proceso permitio reducir el contenido de humedad y dejar méas
quebradizas a las hojas de S. molle.

Figura 11

Secado de las hojas de S. molle

d). Empacado al vacio
Para el empacado al vacio de las hojas de S. molle se utilizaron bolsas de media densidad
con capacidad de 250 g. Este procedimiento permitié conservar las muestras hasta la

realizacion de los ensayos de extraccion.
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Figura 12

Empacado al vacio de las hojas de S. molle

e). Almacenamiento
Las hojas de S. molle empacadas al vacio fueron envueltos con papel aluminio para
protegerlos de la luz. Luego se almacenaron en un congelador de laboratorio a -20°C

hasta los ensayos de extraccion.

3.6.2. Proceso de extraccion supercritica
A continuacion, se describe las operaciones realizadas para la obtencion de extracto

aromatico de las hojas de S. molle por SFE:

a). Descongelamiento de la muestra
Las hojas de S. molle empacadas al vacio, fueron retiradas del congelador y se sometieron
a descongelamiento a temperatura ambiente para evitar la degradacion de compuestos

bioactivos termosensibles.

b). Molienda

Las hojas secas de S. molle se sometieron a molienda en un molino de laboratorio por un
tiempo de 2 minutos, esto con el objetivo de facilitar la extraccién de los compuestos
bioactivos. Cabe mencionar, que la reduccién de tamafio incrementa el area de

transferencia de masa.
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Figura 13

Molienda de las hojas de S. molle

c). Preparacion del lecho de extraccion

Se pes6 10 g de hojas de S. molle molidas y se introdujeron en la columna de extraccion.
El lecho de extraccion se estructuro de la siguiente forma: la muestra de hojas molidas
fue colocada entre 2 capas de lana de vidrio, las cuales se situaban en la parte inferior y
superior de la muestra. El espacio excedente en la columna fue rellenado con perlas de
vidrio con la finalidad de ahorrar el consumo de CO..

Figura 14

Acondicionamiento del lecho de extraccién
45 ~

<— Perlas

<—Lana de vidrio

<— Muestra de S. Molle

<—Lana de vidrio
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d). Acondicionamiento de las condiciones de extraccion

Para iniciar con el proceso de obtencion de extracto aromético, se regulé la temperatura
y presion de extraccion de acuerdo con el disefio experimental (Tabla 3). También se
ajustd la temperatura del chiller a— 4°C para garantizar que el COz ingrese a la bomba en
estado liquido.

Figura 15

Acondicionamiento de los pardmetros termodinamicos para la obtencion de extracto

aromatico de S. molle por tecnologia supercritica

e). Extraccion estatica

Se empled un tiempo de 15 minutos para la extraccion estatica, periodo en donde la
materia prima fue sometida a las condiciones de extraccion (presion y temperatura) sin
flujo del solvente (CO>), este proceso tuvo por objetivo asegurar que el solvente se
difunda hacia el interior de las particulas.

f). Extraccion dinamica

Se abrieron las valvulas de bloqueo y se permitié el flujo del solvente (CO>) en las
condiciones de extraccion prefijadas (Tabla 2). El tiempo de extraccion se midié en
funcién aun S/F de 12 y se control6 a través del medidor de gases. Para mantener un flujo
constante del solvente se regulo la valvula micrométrica y el fluxémetro a un caudal de
50 mm (Anexo 4).
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g). Despresurizacion

Una vez finalizada la extraccion se cort6 el flujo de CO utilizando la valvula de bloqueo,
luego se descomprimié la bomba del solvente y se cerro el cilindro de alimentacién de
COo. A seguir se retir6 el frasco de colecta de la linea de extraccion, para luego iniciar
con la despresurizacion del sistema colocando un frasco limpio y abriendo la valvula de
bloqueo y micrométrica.

h). Colecta de extracto

El frasco de colecta con el extracto aromatico de S. molle fue retirado de la linea de
extraccion, seguido se quito la tapa y se dejé en reposo para promover la separacion del
CO- impregnado en el extracto aromatico.

Figura 16

Colecta del extracto aromatico de S. molle

I). Registro del peso y sellado de frascos

Se procedio a pesar los frascos con el extracto aromatico, el dato obtenido se rest6 con el
peso del frasco vacio para calcular el peso neto del extracto aromatico obtenido por CO>
supercritico. Seguido se rotularon y sellaron los frascos con tapas de goma y papel
aluminio para evitar el contacto con el medio ambiente.
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Figura 17
Pesado del extracto aromatico de S. molle

e 268’

553033,

j). Almacenamiento del extracto
Los extractos aromaticos obtenidos se almacenaron en un congelador de laboratorio a -

20°C y protegidos de la luz hasta los analisis posteriores.

3.6.3. Analisis de colorimetria

El color del extracto aromatico y los residuos solidos (hojas de S. molle después de la
extraccion SFE) se midieron utilizando un colorimetro portétil (Konica Minolta). Los
valores de color se expresaron como L* (luminosidad), a* (coordenadas rojo/verde), b*
(coordenadas amarillo/azul), C* (croma o saturacion) y °h (angulo de tono) (Durmus,
2020).

Los valores C* y °h se calcularon de la siguiente manera:

Croma (C*) = Va*2 + b*2

Angulo de tono (°h) = arctan (%)
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3.6.4. Analisis de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de todos los extractos aromaticos de S. molle se evaluo
siguiendo el procedimiento de Brand-Williams et al. (1995). Para la preparacion de la
solucion metandlica de DPPH se pes6 0,0025 g de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo y se diluyo
en 250 mL de metanol absoluto. En cuanto a la preparacion de las muestras, se diluyo 0,1
g de extracto aromético en 5 mL de metanol absoluto, seguido se agité por 3 minutos y
se insert6 en un tubo de ensayo con previa filtracion (filtro pirinola) del extracto diluido.
Para la determinacion del tiempo de medicion de la absorbancia se realiz6 una curva de
ajuste el cual consisti6 en medir la absorbancia de un control (3,9 mL de solucién
metandlica de DPPH + 0,1 mL de metanol) y la absorbancia del extracto preparado (0,1
mL de extracto + 3,9 mL de solucion metandlica de DPPH), ambas mediciones se
realizaron a 517 nm. En la Figura 18 se visualiza que al minuto 20 la medicion de la
absorbancia se estabiliza, por lo que se establecié ese tiempo como periodo de incubacion.
Figura 18

Curva de ajuste para la determinacion del tiempo de medicién de la absorbancia de los

extractos aromaticos de S. molle

0.5

o
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Una vez definido el tiempo de medicion de la absorbancia de los extractos aromaticos de
S. molle, se procedié con la lectura por triplicado de los 9 extractos obtenidos por
diferentes condiciones de extraccidn supercritica. La actividad antioxidante se estima de

acuerdo con la siguiente ecuacion.

Abs control — Abs muestra

% Inhibicion = ( ) x 100

Abs control
Donde:

Abs control: Es la absorbancia del control negativo,
Abs muestra: Es la absorbancia del compuesto probado.

3.6.5. Analisis de cromatografia de gases

La identificacion fitoquimica del extracto aromatico obtenido de las hojas de S. molle por
tecnologia supercritica se determiné por cromatografia de gases (SHIMADZU, GC-2010
Plus) en el Laboratorio de Investigacién y Certificaciones (LABICER) de la Universidad
Nacional de Ingenieria (UNI), la metodologia fue ajustada a partir del método
desarrollado por Bendif et al. (2018).

Los compuestos se separaron utilizando una columna capilar (RTX-5MS, 30m x 0,25 mm
ID x 0,25 um) y el siguiente programa de temperatura del horno: 5min a 60 °C,
aumentado a 220 °C a 4 °C/min, luego hasta 280 °C a 11 °C/min, mantenido durante
15 min. La temperatura del inyectory del detector fue de 280 °C y 290 °C,
respectivamente. El gas portador fue helio con un caudal de 1 mL/min. La relacién de
Split fue de 1:50. Los espectros de masas se adquirieron en el rango: 29—
500 m / z utilizando el modo de impacto electronico (EI) con un voltaje de ionizacion de
70 eV. El extracto HSM-45150-2 (0,1343 g) se diluyo 1:100 en n -hexano y se inyecto 2
uL de solucion en el cromatdgrafo de gases. Los picos cromatograficos obtenidos se

analizaron en la libreria de espectros NIST 2014.
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Figura 19
Cromatdgrafo de gases (SHIMADZU, GC-2010 PLUS)

Tabla 4
Condiciones de analisis CG-MS

Equipos utilizados

Cromatdgrafo de gases SHIMADZU, GC-2010 Plus
Auto muestreador SHIMADZU, AOC-6000
Detector de espectrometria de masas SHIMADZU, GCMS-QP210 Ultra

Inyeccion liquida (AOC-6000)

Jeringa LS1-10 pL
Ciclo de pre-enjuague 3

Ciclos de enjuague con muestra 1

Razon de flujo de aspiracion 1 ul/s
Inyector SPL1
Razon de flujo de inyeccién 100 pL/min
Ciclos post-enjuague 3

Volumen de inyeccion 2.0 uL
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Puerto de inyeccion

Tipo Split
Razon de Split 50
Temperatura 280 °C
Tipo Helio
Modo de control de flujo Velocidad lineal (36.5 cm/sec)
Flujo de columna 1 mL/min
Flujo de purga 3 mL/min
Rampa de temperatura de columna
Razon Temperatura Hold time
- 60 °C 5 min
4 °C/min 220 °C 0 min
11 °C/min 280 °C 15 min

Tiempo total: 65.45 min

Detector

Tipo Masas
Temperatura de fuente de iones 250°C
Temperatura de interface 290°C
Tiempo de corte 2 min
Tiempo de inicio MS 3 min
Energia de ionizacion 70eV
Modo de adquisicién Scan
Rango SCAN 29-500 m/z

Columna cromatogréfica
Tipo Rtx®-5 MS
Dimensiones 30 m x 0.25 mm x 0.25 um

3.7. Métodos de analisis de datos

El analisis estadistico se desarroll6 en el software Minitab Statistical 19. Para determinar
si existe efecto de los factores termodinamicos sobre el rendimiento global de los
extractos aromaticos de S. molle, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y para
comprobar diferencias significativas entre las medias de los niveles de cada factor se uso

la prueba estadistica Bonferroni a un nivel de significancia de o= 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1. ldentificacidn botanica de la especie S. molle

La especie S. molle fue identificada y depositada en el Laboratorio de Dendrologia y
Herbario (MOL) de la Facultad de Ciencias Forestales, emitiendo la respectiva constancia
de deposito (Anexo 4) y constancia de determinacion botanica (Anexo 5).

4.2. Analisis de granulometria de las hojas de S. molle molidas

El andlisis de granulometria se llevo a cabo utilizando un tamiz vibratorio, con un tiempo
de operacion de 15 min, una amplitud de 2.70 mm y una cantidad de muestra de 30.02 g.
Este analisis de indice de finura permitié determinar el tamafio de particula y la
distribucion de las hojas de S. molle molidas. Es importante destacar que este analisis
tiene relevancia en el proceso de extraccion supercritica, debido a que influye en las
propiedades fisicas y quimicas de la muestra, como su fluidez, solubilidad, reactividad y
comportamiento en procesos de laboratorio.

Tabla 5

Determinacion del tamafio de particula de las hojas de S. molle molidas

Numero de Peso de % delas % acumulado
malla (um) tamiz () Pesodetamiz  Pesode  fracciones de las
+ muestra (g) muestra (g) fracciones
> 3350 351,70 351,70 0,00 0,00 0,00
3350 - 1400 323,39 326,17 2,78 9,26 9,26
1400 - 850 311,15 324,55 13,40 44,64 53,90
850 - 500 283,89 293,80 9,91 33,01 86,91
500 - 250 256,42 259,30 2,88 9,59 96,50
Base 364,72 365,77 1,05 3,50 100,00
Total 30,02 100,00

En la tabla 5 se observa que la mayor cantidad de hojas de S. molle molidas se quedan
retenidas entre las mallas 1400 y 850 um, alcanzando un 44,64%. Por otro lado, la menor
retencion de las fracciones se da entre la base y la malla 250 um, alcanzando un 3,50 %.
De acuerdo con la investigacion desarrollada por Melo et al. (2020), donde se realizé la
extraccion de bioactivos con CO2 supercritico de hojas de V. vinifera empleando 2
tamanos de particula (<1000 pm y <10000 um), se concluyd que cuanto mas pequefias
sean las particulas de biomasa, mayor serd el coeficiente de transferencia de masa
convectiva. Por lo tanto, para condiciones similares de extraccion supercritica y tamafos
de particula distintos, los resultados finales de SFE fueron 40,3 % mas altos para la corrida
B4G (400 bar, 80 °C y <1000 um) en comparacion con B3 (400 bar, 80 °C y <10000 pm).
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4.3. Andlisis de color de las hojas de S. molle y el extracto aromatico

Las muestras de S. molle empleadas en el proceso de extraccidn supercritica se sometieron
a un andlisis de colorimetria en base al sistema CIELAB (L*, a*, b*) y (C*, °h). En la
Tabla 6 se aprecia como los parametros de color de las hojas de S. molle sufren cambios
luego de finalizar la obtencion de extracto aromatico, siendo la variable mas influyente la
temperatura. Las muestras que fueron sometidas a una temperatura de 35°C se tornan de
color verde a verde oscuro, mientras que una condicion de 55 °C cambia la tonalidad de
las hojas de S. molle a un color verde amarillento. La razon del cambio de color de las
muestras es debido al aumento de temperatura en la extraccion supercritica, el cual
provoca la degradacion de la clorofila haciendo que las hojas cambien de color,
adquiriendo tonos amarillos o marrones, siendo indicio de estrés térmico (Paramadhas et
al., 2024).

Tabla 6
Analisis de colorimetria de las hojas de S. molle después del proceso SFE

Coordenadas de color

Muestra
L* ax b* Cc* °h
HSM- 35150 79,35+0,23 -550+0,09 33,95+0,15 34,39+0,07 99,20+ 0,17
HSM- 45150 78,40 +0,16 -3,85+0,18 34,33+0,23 34,54+0,15 96,40+ 0,20
HSM- 55150 71,35+0,28 -0,60+0,26 34,24+0,36 34,24+0,24 91,00+ 0,38
HSM- 35250 88,40 +0,13 -7,77+0,35 35,20+0,17 36,04 +0,33 102,45+ 0,18
HSM- 45250 84,60+0,46 -444+0,24 37,84+0,42 38,10+0,25 96,69 + 0,39
HSM- 55250 84,95+0,39 -2,75+0,34 40,40+0,35 40,49+0,30 93,89 +0,33
HSM- 35350 87,40 +0,25 -7,29+0,09 35,86+0,24 36,59+0,07 101,49 £+ 0,25
HSM- 45350 81,45+0,17 -5,27+0,16 37,02+0,12 37,39+0,18 98,10+ 0,13
HSM- 55350 83,15+0,08 -3,10+0,37 38,92+0,32 39,04 +0,40 94,55+ 0,35

Los valores se expresan como media + DE (n=3)
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Figura 20
Analisis de color de las hojas de S. molle después del proceso SFE

H:58S:76% V:39%
R99G:978B:24
CIEL:40.02%:-8.8b*39.5

En la Figura 21 se observa como la temperatura y presion influyen en el color de los
extractos aromaticos. Las tonalidades van de amarillo claro a marron amarillento a
medida que se incrementa la presion y temperatura, esta caracteristica podria deberse a
una menor concentracion de ciertos compuestos fitoquimicos. Algunas investigaciones
también reportaron estos colores en los extractos obtenidos a partir de hojas y tallo, por
ejemplo, los extractos de Mentha piperita (Abbas et al., 2024), Eucalyptus camaldulensis
(Abbas, Anwar, Algahtani, et al., 2022) y Coriandrum sativum (Abbas, Anwar, Ahmad,
et al., 2022) obtenidos a condiciones de extraccion supercritica similares (45 °C y 100
bar) presentaron una coloracion marrén amarillento, amarillo brillante y amarillo claro,

respectivamente.
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Figura 21
Extractos arométicos de S. molle obtenidos a 1) 35°C, 150 bar 2) 45°C, 250 bar y 3)
55°C, 350 bar

4.4. Efecto de la presion y temperatura sobre el rendimiento de los extractos
aromaticos de S. molle obtenidos por SFE

Las variables termodindmicas de presion y temperatura influyeron en el rendimiento
global de los extractos aromaticos de S. molle, siendo 1,36 + 0,03 % el mayor rendimiento
y 0,88 + 0,08 % el menor rendimiento, estos extractos se obtuvieron a una condicion
supercritica de 45 °C,150 bar y 55 °C,150 bar, respectivamente. Estos resultados difieren
con los datos obtenidos por Marongiu et al. (2004), donde el mayor rendimiento
alcanzado fue 0,7 %. Cabe indicar que la investigacion mencionada solo extrajo la
fraccion volétil de las hojas de S. molle, razon por la cual las ceras fraccionadas no
formaron parte del rendimiento global. También se ha reportado investigaciones donde
se extrajo compuestos volatiles y no volatiles de las hojas y tallo de S. molle, por ejemplo,
la investigacidn ejecutada por Barroso et al. (2011) report6 un rendimiento global de 4,65
% alcanzado a una condicidn supercritica de 150 bar y 50 °C, mientras que el estudio de
Scopel et al. (2013) reportaron rendimientos de 2,70 % (CO3); 1,89 % (COz + C2Hs0OH)
y 0,41 % (CO2 + H20) los cuales se obtuvieron aplicando cosolventes y una condicion

supercritica de 150 bar y 60 °C.
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Figura 22
Rendimiento de los extractos arométicos de S. molle obtenidos por SFE
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En la Tabla 7 se presenta el andlisis de varianza (ANOVA) aplicado a los datos
experimentales. Los resultados del ANOVA, realizado con un nivel de significancia de
0,05; indican que las variables termodinamicas de presion (P-valor = 0,002) y temperatura
(P-valor = 0,005) tienen un efecto significativo en el rendimiento de extraccién de
extracto aromético de S. molle. Ademas, la interaccion entre estas dos variables también
influye significativamente en el proceso de extraccion con CO. supercritico.

Cabe mencionar que el incremento y la disminucion de estas 2 variables termodindmicas
influyen en la solubilidad del extracto y la densidad del CO2. Un incremento en la presion
mejora la densidad del CO> y aumenta la solubilidad del extracto. Por otro lado, aumentar
la temperatura a alta presion mejora la volatilidad del soluto y su solubilidad; permitiendo
una mayor eficiencia de extraccion, mientras que el incremento de la temperatura a baja
presion tiende a disminuir la solubilidad y la densidad del CO (Chafii-Paucar et al., 2023;
Martinez-Avila et al., 2022).



45

Tabla 7
Analisis de varianza del rendimiento de extracto aromatico obtenido por SFE
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 032994 0,041243 16,35 0,000
Lineal 4 011476  0,028689 11,37 0,001
Temperatura (°C) 2 0,05041 0,025206 9,99 0,005
Presion (bar) 2 006434 0,032172 12,76 0,002
Interacciones de 2 términos 4 0,21519  0,053797 21,33 0,000
Temperatura (°C) * Presion (bar) 4 0,21519  0,053797 21,33 0,000
Error 9 0,02270  0,002522
Total 17  0,35264

La prueba de Bonferroni mostré que los rendimientos medios de los extractos aromaticos
de S. molle fueron significativamente diferentes cuando se trabajo a una presion (150 bar)
y temperaturas (45 °C, 55 °C), mientras que los rendimientos promedio obtenidos a 250
y 350 bar no fueron significativamente diferentes, considerando un nivel de significancia
de 0,05.

Tabla 8

Comparacion de medias por la prueba de Bonferroni

Temperatura (°C) *

Presion (bar) N Media Agrupacion
45 150 2 1360 A

55 250 2 1300 A B

55 350 2 1275 A B

45 350 2 1265 A B

35 250 2 1255 A B

45 250 2 1185 A B

35 350 2 1145 A B
35150 2 1,095 B C
55 150 2 0,880 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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En la Figura 23 se visualiza que los residuos estandarizados siguen una distribucion
normal, puesto que los puntos de los datos obtenidos estan muy proximos a la linea
central.

Figura 23

Distribucidn normal de residuos para rendimiento global de los extractos aromaticos

de S. molle obtenidos por SFE
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La ecuacion de regresion del disefio factorial se presenta a continuacion:

R (%, m/m) = 1.1956 — 0.0306 T(35 °C) + 0.0744 T(45°C) — 0.0439 T(55°C)
— 0.0839 P(150 bar) + 0.0511 P(250 bar) + 0.0328 P(350 bar)
+0.0139 T(35°C) * P(150 bar) + 0.0389 T(35°C) * P(250 bar)
— 0.0528 T(35°C) * P(350 bar) + 0.1739 T(45°C) * P(150 bar)
— 0.1361 T(45°C) * P(250 bar) — 0.0378 T(45°C) * P(350 bar)
— 0.1878 T(55°C) * P(150 bar) + 0.0972 T(55°C) * P(250 bar)
+0.0906 T(55°C) * P(350 bar)
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Los rendimientos globales del extracto de S. molle se vieron afectados por la interaccion
entre la presion y la temperatura. En la figura 24 se visualiza que el efecto de la
temperatura sobre el rendimiento de extraccion es mas complejo que el de la presion. A
350 bar se produce un aumento de la densidad del CO. debido a la reduccion de la
temperatura de 55 °C a 35 °C, lo que resulta en un incremento del rendimiento global,
mientras que para presiones superiores a 265 bar (punto donde las isotermas se interceptan
entre si) el aumento de la temperatura de 35 °C a 55 °C logré un mayor rendimiento
global. Este comportamiento se conoce como presidn de cruce y se define como el punto
donde la presidn de vapor de los compuestos del extracto es mas pronunciada que el efecto
de la densidad del disolvente sobre la solubilidad de los compuestos (De Vieira Melo et
al., 2009). Este fendmeno también se ha reportado en investigaciones donde se extrajo
aceite de Geoffroea decorticans (Salinas et al., 2020) y Prunus persica (Mezzomo et al.,
2010).

Figura 24

Rendimiento de los extractos aromaticos de S. molle obtenidos por SFE en funcion a la

interaccion presion (bar) y temperatura (°C)
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El efecto de la temperatura en el rendimiento es bastante complejo, ya que afecta tanto al
disolvente como al material vegetal. En la figura 25 se visualiza que una alta temperatura
genera una baja tasa de recuperacion de compuestos bioactivos, debido a que afecta la
solubilidad y la volatilidad del soluto. La condicion supercritica de 150 bar y 45 °C resulto
en el mayor rendimiento de extracto aromatico de S. molle (1,36 £ 0,03 %), sin embargo,
un aumento posterior de la temperatura a 55 °C provocé una disminucion significativa de
la recuperacion del extracto total (0,88 + 0,08 %) debido a la disminucion de la densidad
del disolvente de 741,97 a 653,50 kg/m® (Fornari et al., 2012). Se ha reportado
investigaciones donde se trabajé con hojas y flores de Lavandula officinalis (Nadalin et
al., 2014) y semillas de Coriandrum sativum (Zekovi¢ et al., 2017), evidenciando que la
interaccion de la presion y temperatura tienen un efecto significativo en el rendimiento,
la solubilidad de la muestra y la densidad del CO..

Figura 25

Superficie 3D del rendimiento de los extractos aromaticos de S. molle obtenidos por
SFE en funcion a la interaccién presion (bar) y temperatura (°C)

Rendimiento (%, m/m) vs Presion (bar); Temperatura (°C)

1.4

1.2

Rendimiento (%, m/m)
1.0

86D

300

Presién (bar) 240

56
180 48
40

Temperatura (°C)



49

4.5. Cinética de extraccion

La condicion seleccionada para el estudio cinético fue 45 °C y 150 bar, debido a que estos
parametros alcanzaron el mayor rendimiento global (1,36 + 0,03 %) en las corridas
experimentales realizadas. En la figura 26 se presenta la curva global de extraccion del
extracto aromatico de S. molle, el cual logro alcanzar un rendimiento global de 5,69 +
0,63 % en un tiempo transcurrido de 139,60 min. Estos resultados son diferentes a otros
estudios que también investigaron la extraccion con COa supercritico del S. molle. En la
investigacion ejecutada por Marongiu et al. (2004), donde se recuperé solo la fraccion
volatil de las hojas de S. molle, se alcanzé un rendimiento de 0,7 % en un tiempo de
extraccion de 180 min, mientras que el estudio de Scopel et al. (2013) donde se obtuvo el
extracto de las hojas y tallo de S. molle, reportaron un rendimiento de 2,70 % alcanzado
en 170 min.

Figura 26

Cinética de extraccion del extracto aromatico de S. molle obtenido por SFE
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En la figura 27 se aprecia como los frascos con extracto aromatico de S. molle van
disminuyendo conforme pasa el tiempo de extraccion. Cabe sefialar que la curva global
de extraccion del presente trabajo tiene el comportamiento tipico de la cinética de SFE,
donde se puede observar que el proceso de extraccion inicia con un periodo de tasa de
extraccion constante (CER), caracterizado por la remocion de compuestos facilmente
extraibles por el solvente, controlado principalmente por transferencia de masa
convectiva en la pelicula de fluido alrededor de las particulas molidas. Después del
periodo CER, la tasa de extraccién se reduce porque comienza un periodo de transicion,
donde la tasa de extraccion es controlada tanto por mecanismos de transferencia de masa
convectivos como difusionales. Esta etapa es cominmente llamado periodo de tasa de
extraccion descendente (FER). Cuando el soluto de facil acceso se vuelve escaso en la
matriz vegetal, la difusion intraparticula se convierte en el principal mecanismo de
transferencia de masa en SFE y la curva global de extraccion asume la forma tipica de
curva de difusion, con tasa de extraccion reducida (da Silva et al., 2016; Salinas et al.,
2020).

Figura 27

Frascos colectados en la cinética de extraccion
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4.6. Capacidad antioxidante

En la Figura 28 se visualiza la capacidad de eliminacion de radicales libres (DPPH) de
los extractos arométicos de S. molle, siendo la condicidn supercritica de 350 bar y 35 °C
el que permitié obtener el extracto con el mayor porcentaje de inhibicién (62,50 + 0,62
%), mientras que el extracto obtenido a 150 bar y 45 °C fue la muestra con el menor
porcentaje de inhibicion (26,13 + 1,37 %). Este comportamiento en la actividad
antioxidante es influenciado por la naturaleza quimica de los componentes extraibles.
Figura 28

Actividad antioxidante de los extractos aromaticos de S. molle obtenidos por SFE
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4.7. Composicion del extracto aromatico obtenido de las hojas de S. molle por SFE
La composicidon de metabolitos bioactivos del extracto aromatico de S. molle extraido a
45 °C y 150 bar se visualiza en la Tabla 9. Los principales compuestos identificados
fueron el shyobunol (33,42 %), bicyclogermacrene (12,61 %), elemol (10,36 %),
lupenone (6,55 %), germacrene D-4-ol (6,28 %) y y-gurjunene (5,70 %). Estos resultados
varian en cuanto a las concentraciones masicas de los compuestos bioactivos reportados
por otras investigaciones donde se extrajo la fraccion volatil y no volatil de las hojas de
S. molle empleando diversas metodologias como la hidrodestilacion (da Silva et al.,
2023), el arrastre de vapor (Volpini-Klein et al., 2021) y fluidos supercriticos (Scopel et
al., 2013). Por ejemplo, en la investigacion desarrollada por Shehata et al. (2024) se

reportd que el escualeno (16,87%) era el compuesto principal del extracto obtenido de las
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hojas S. molle, mientras que Herrera-Calderon et al. (2022) informo que el a-phellandrene
(32,68 %) fue el compuesto méas abundante en el aceite esencial extraido de las hojas de
S. molle. De acuerdo a los resultados del presente trabajo y los reportados en la literatura
consultada se puede mencionar que la composicion fitoquimica de los extractos obtenidos
de las hojas de S. molle varia en gran medida dependiendo el método de extraccion y las

condiciones de operacion.

Tabla 9

Metabolitos bioactivos identificados en el extracto aromatico de S. molle extraido a 150

bary 45 °C

#Pico TR CAS Nombre quimico NQC Area IS
(min) (%)

1 7,073 99-83-2 a-phellandrene HM 0,19 92
2 7,983 499-97-8 pseudolimonene HM 0,17 91
3 19,226 3242-08-8 y-elemene HS 1,16 94
4 21,050 515-13-9 B-elemene HS 1,14 97
5 21,591 489-40-7 a-gurjunene HS 051 95
6 21,887 87-44-5 caryophyllene HS 1,82 96
7 22,959 6753-98-6 humulene HS 0,63 97
8 23,194  68832-35-9 9-epi-p-Caryophyllene HS 0,34 95
9 23,828  23986-74-5 germacrene D HS 0,26 92
10 24,323  24703-35-3 bicyclogermacrene HS 12,61 93
11 24,457  10208-80-7 a-muurolene HS 020 94
12 24,893  23445-02-5 cubebol HS 059 93
13 25,012  69350-61-4 6-epi-shyobunol SO 452 90
14 25,183  69350-61-4 6-epi-shyobunol SO 4,33 92
15 25,368  69350-61-4 6-epi-shyobunol SO 0,19 89
16 25,914 639-99-6 elemol SO 10,36 97
17 26,416 5986-49-2 palustrol SO 0,30 95
18 26,661  198991-79-6 germacrene D-4-ol SO 6,28 95
19 27,124 552-02-3 viridiflorol SO 0,80 94
20 27,242 552-02-3 viridiflorol SO 0,71 86
21 27,453 577-27-5 ledol SO 048 93
22 28,193  88728-58-9 epiglobulol SO 032 85

23 29,274 639-99-6 elemol SO 0,74 92
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

29,916
32,231
33,018
47,178
47,281
47,516
50,602
56,688
57,110
57,564

35727-45-8
22567-17-5
S77-27-5
7459-33-8
463-40-1
629-94-7
111-02-4
638-97-1
559-70-6
1617-70-5

shyobunol
y-gurjunene
ledol
linoleoyl chloride
a-linolenic acid
heneicosane
squalene
-amyrone
B-amyrin

lupenone

SO

33,42
5,70
1,01
0,25
0,09
0,08
0,36
3,26
0,62
6,55

96
87
82
90
85
93
94
93
91
94

TR: Tiempo de retencién

CAS: NUmero de registro CAS

IS: indice de similitud

NQS: Naturaleza quimica de los compuestos
HM: Hidrocarburos monoterpénicos (0,36 %)
HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos (28,22 %)
SO: Sesquiterpenos oxigenados (63,46 %)

AG: Acidos grasos (0,34 %)
A: Alcanos (0,08 %)
T: Triterpenoides (7,53 %)

Nota: Elaborado con datos de analisis CG-MS realizado por LABICER — UNI

El perfil cromatogréafico de los compuestos bioactivos presentes en el extracto aromatico

de S. molle se visualiza en la Figura 29. Los sesquiterpenos oxigenados (63,46 %), los

hidrocarburos sesquiterpénicos (28,22 %) y los triterpenoides (7,53 %) fueron los

compuestos de mayor abundancia. Cabe sefialar que estos fitoquimicos son muy

requeridos por la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica para el desarrollo de

nuevos productos.
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Figura 29
Perfil cromatografico de los compuestos bioactivos del extracto aromético obtenido de las hojas de S. molle por SFE
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V. DISCUSION

La aplicacion de CO; supercritico (45 °C y 150 bar) en la obtencion de extracto aromético
de las hojas de S. molle permitio alcanzar un rendimiento global de 1,36 + 0,03 %. Este
rendimiento supera a los obtenidos en la extraccion supercritica de diversos tipos de hojas,
dentro de las cuales se resaltan las materias primas de Rosmarinus eriocalyx (Bendif et
al., 2018), Syzygium aromaticum (Frohlich et al., 2023), Mentha piperita (Abbas et al.,
2024), Eucalyptus camaldulensis (Abbas, Anwar, Algahtani, et al., 2022) y Coriandrum
sativum (Abbas, Anwar, Ahmad, et al., 2022). Estas especies alcanzaron un rendimiento
global de 0,36 % (450 bar y 70 °C); 1,94 % (300 bar y 60 °C); 0,13 % (100 bar y 45 °C);
0,52 % (100 bar y 45 °C) y 0,09 % (100 bar y 45 °C), respectivamente. La variacion de
los rendimientos se atribuye a diferentes factores como la variedad de la planta, el tamafio
de particula, el estado de madurez del material vegetal y las condiciones de extraccion
supercritica (Dashtian et al., 2024).

Se determind que los metabolitos bioactivos de los extractos aromaticos de S. molle tienen
un efecto en la inhibicion de radicales libres (DPPH), influyendo en su capacidad
antioxidante. La condicion supercritica de 350 bar y 35 °C permitio obtener el extracto
con el mayor porcentaje de inhibicion (62,50 + 0,62 %), mientras que el extracto obtenido
a 150 bar y 45 °C fue la muestra con el menor porcentaje de inhibicion (26,13 £ 1,37 %).
En la investigacion ejecutada por Kazan et al. (2014), donde se extrajo compuestos
fenolicos de las hojas de Prunus persica empleando CO; y cosolvente, se reporté que el
extracto con mayor porcentaje de inhibicion (53,25 %) se logré a 150 bar y 60 °C,
mientras que el extracto con el menor porcentaje de inhibicion (20,83 %) fue obtenido a
225 bar y 40 °C (Kazan et al., 2014).

En otra investigacion desarrollada por Bendif et al. (2018) se report6 que los compuestos
lipofilicos extraidos de las hojas y flores de R. eriocalyx con CO> presentan menores
efectos de eliminacion de radicales debido a las complejas interacciones moleculares que
se producen entre los constituyentes polares y apolares. Considerando nuestros resultados
y la informacién reportada por otros investigadores se demuestra que la disminucion
significativa en la actividad antirradical se atribuye a las condiciones de extraccion
supercritica y a la falta de compuestos fendlicos solubles en agua en los extractos de SFE
(Bendif et al., 2017).
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Los principales compuestos identificados en el extracto aromatico de S. molle fueron el
shyobunol (33,42 %), bicyclogermacrene (12,61 %), elemol (10,36 %), lupenone (6,55
%), germacrene D-4-ol (6,28 %) y vy-gurjunene (5,70 %). Cabe sefialar que estos
fitoquimicos son muy requeridos por la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica
para el desarrollo de nuevos productos.

Dentro de los metabolitos bioactivos identificados el shyobunol (33,42 %) fue el
componente principal del extracto aromatico de S. molle. Este compuesto posee
propiedades nutracéuticas que son de gran valor para la aplicacién en la medicina.
Investigaciones reportaron que el shyobunol presente en los aceites esenciales tiene un
efecto terapéutico contra la diabetes mellitus (Sriramavaratharajan et al., 2022), también
posee una actividad antinflamatoria y antibacteriana contra Bacillus subtilus, Entrococcus
faecalis y Bacillus cereus (Hasni et al., 2023).

En cuanto al valor comercial del bicyclogermacrene (12,61 %) y el elemol (10,36 %) se
destaca el desarrollo de larvicidas ecoldgicos contra los mosquitos vectores de la malaria
y el dengue (Govindarajan & Benelli, 2016) y la formulacién de peliculas hibridas con
efecto protector contra la podredumbre poscosecha del tomate (Morales-Rabanales et al.,
2022).

Los otros compuestos bioactivos como el lupenone (6,55 %), germacrene D-4-ol (6,28
%) y y-gurjunene (5,70 %) también son de gran valor para la industria. Por ejemplo, el
lupenone se utiliza como inhibidor contra Fusarium circinatum demostrando que este
fitoquimico es un gran antifngico y puede ayudar a los sembrios a que no se infecten de
este patdgeno (Perveen et al., 2024). EI germacrene D-4-ol también posee actividad
insecticida y puede usarse para producir larvicidas mas amigables con el medio ambiente
en el control de A. aegypti (Seixas et al., 2023). Finalmente, el y-gurjunene presente en el
aceite esencial de S. pisidica demuestra una considerable actividad citotoxica debido a un
mecanismo relacionado con la apoptosis, indicando que sus componentes bioactivos

podrian utilizarse como sustancias anticancerigenas naturales (Semiz et al., 2023).
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VI. CONCLUSIONES

La interaccion de las variables termodinamicas de presion y temperatura
influyeron en el rendimiento global de los extractos aromaticos de S. molle, siendo
1,36 + 0,03 % el mayor rendimiento y 0,88 £+ 0,08 % el menor rendimiento, estos
extractos se obtuvieron a una condicion supercritica de 45 °C,150 bar y 55 °C,150
bar, respectivamente. Estos resultados evidencian que la modificacion de una
variable termodindmica afecta la densidad del CO. y la solubilidad de los
compuestos; influyendo directamente en el rendimiento global de los extractos

aromaticos de S. molle.

La capacidad antioxidante de los extractos aromaticos de S. molle es influenciada
por la naturaleza quimica de los metabolitos bioactivos y las diferentes
condiciones de extraccion supercritica. La muestra HSM-35350 fue la que alcanz6
el mayor porcentaje de inhibiciéon (62,50 + 0,62 %) de DPPH (0,01 mg/mL),
mientras que la muestra HSM-45150 fue la de menor porcentaje de inhibicion
(26,13 + 1,37 %) de DPPH (0,01 mg/mL).

Los principales compuestos identificados en la muestra HSM- 45150 fueron el
shyobunol (33,42 %), bicyclogermacrene (12,61 %), elemol (10,36 %), lupenone
(6,55 %), germacrene D-4-ol (6,28 %) y y-gurjunene (5,70 %). Estos metabolitos
bioactivos son muy requeridos por la industria alimentaria, cosmética y
farmacéutica para el desarrollo de nuevos productos como larvicidas ecoldgicos,

formulacién de peliculas hibridas y como sustancias anticancerigenas naturales.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Ampliar el estudio para evaluar la rentabilidad de la implementacion del proceso
SFE de las hojas de S. molle a escalas mayores.

e Estudiar la vida util del extracto aromatico de S. molle, analizando los principales
compuestos bioactivos a diferentes condiciones de almacenamiento.

e Realizar estudios de aplicacion del extracto aromatico de S. molle en la
formulacion de productos alimentarios, cosméticos y farmacéuticos.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos arométicos de S. molle

empleando otras metodologias como FRAP y ABTS.



59

VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abbas, A., Anwar, F., Ahmad, N., Rehman, A. tur, Mohammed, O. A., Abdel-Reheim,
M. A,, Igbal, M., Igbal, S., & Nazir, A. (2024). GC-MS analysis and nutra-
pharmaceutical potential of Mentha piperita essential oil extracted by supercritical
fluid extraction and hydro-distillation. Heliyon, 10(16), e35282.
https://doi.org/10.1016/J.HELIYON.2024.E35282

Abbas, A., Anwar, F., Ahmad, N., Shahid, M., Al-Mijalli, S. H., Yaseen, M., Farooq,
S., & Igbal, M. (2022). Characterization of Bioactives and Nutra-Pharmaceutical
Potential of Supercritical Fluid and Hydro-Distilled Extracted Coriander Leaves
Essential Oil. Dose-Response, 20(4).
https://doi.org/10.1177/15593258221130749/ASSET/IMAGES/LARGE/10.1177_
15593258221130749-FIG1.JPEG

Abbas, A., Anwar, F., Algahtani, S. M., Ahmad, N., Al-Mijalli, S. H., Shahid, M., &
Igbal, M. (2022). Hydro-Distilled and Supercritical Fluid Extraction of Eucalyptus
camaldulensis Essential Oil: Characterization of Bioactives Along With
Antioxidant, Antimicrobial and Antibiofilm Activities. Dose-Response, 20(3).
https://doi.org/10.1177/15593258221125477/ASSET/IMAGES/LARGE/10.1177_
15593258221125477-FIG3.JPEG

Abdel-Sattar, E., Zaitoun, A. A., Farag, M. A,, El Gayed, S. H., & Harraz, F. M. H.
(2010). Chemical composition, insecticidal and insect repellent activity of Schinus
molle L. leaf and fruit essential oils against Trogoderma granarium and Tribolium
castaneum. Natural Product Research, 24(3), 226-235.
https://doi.org/10.1080/14786410802346223

Alagon, J. M. (2024). Capacidad probiética de los microorganismos en la chicha de
Schinus molle “molle.”” Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
http://repositorio.unsch.edu.pe/handle/UNSCH/6476

Albuquerque, C. L. C., & Meireles, M. A. A. (2012). Defatting of annatto seeds using
supercritical carbon dioxide as a pretreatment for the production of bixin:
Experimental, modeling and economic evaluation of the process. The Journal of
Supercritical Fluids, 66, 86-95. https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2012.01.004

Angulo-Gutiérrez, O. E. (2015). Extraccion y caracterizacion de aceite esencial del

Molle Schinus linneo por medio de fluidos supercriticos [Universidad Nacional del



60

Centro del Perd ]. In Universidad Nacional del Centro del Perd.
http://repositorio.uncp.edu.pe/handle/20.500.12894/1198

Atapattu, S. N., & Temerdashev, A. (2023). Recent advances in gas chromatography
injection port derivatization in analytical method development. TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 168, 117334. https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2023.117334

Barroso, M. S. T., Villanueva, G., Lucas, A. M., Perez, G. P., Vargas, R. M. F., Brun,
G. W., & Cassel, E. (2011). Supercritical fluid extraction of volatile and non-
volatile compounds from Schinus molle L. Brazilian Journal of Chemical
Engineering, 28(2), 305-312. https://doi.org/10.1590/S0104-66322011000200015

Belayneh, Y. M., Mengistu, G., & Hailay, K. (2024). Evaluation of hepatoprotective
and antidiarrheal activities of the hydromethanol crude extract and solvent
fractions of Schinus molle L. (Anacardiaceae) leaf and fruit in mice. Metabolism
Open, 21, 100272. https://doi.org/10.1016/J.METOP.2024.100272

Belhoussaine, O., El Kourchi, C., Harhar, H., Bouyahya, A., El Yadini, A., Fozia, F.,
Alotaibi, A., Ullah, R., & Tabyaoui, M. (2022). Chemical Composition,
Antioxidant, Insecticidal Activity, and Comparative Analysis of Essential Qils of
Leaves and Fruits of Schinus molle and Schinus terebinthifolius. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, 2022.
https://doi.org/10.1155/2022/4288890

Belhoussaine, O., El Kourchi, C., Harhar, H., El Moudden, H., El Yadini, A., Ullah, R.,
Igbal, Z., Goh, K. W., Goh, B. H., Bouyahya, A., & Tabyaoui, M. (2024).
Phytochemical characterization and nutritional value of vegetable oils from ripe
berries of Schinus terebinthifolia raddi and Schinus molle L., through extraction
methods. Food Chemistry: X, 23, 101580.
https://doi.org/10.1016/J.FOCHX.2024.101580

Bendif, H., Boudjeniba, M., Djamel Miara, M., Bigiku, L., Bramucci, M., Caprioli, G.,
Lupidi, G., Quassinti, L., Sagratini, G., Vitali, L. A., Vittori, S., & Maggi, F.
(2017). Rosmarinus eriocalyx: An alternative to Rosmarinus officinalis as a source
of antioxidant compounds. Food Chemistry, 218, 78-88.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2016.09.063

Bendif, H., Miara, M. D., Kalboussi, Z., Grauzdyté, D., Povilaitis, D., Venskutonis, P.
R., & Maggi, F. (2018). Supercritical CO2 extraction of Rosmarinus eriocalyx

growing in Algeria: Chemical composition and antioxidant activity of extracts and



61

their solid plant materials. Industrial Crops and Products, 111, 768-774.
https://doi.org/10.1016/J.INDCROP.2017.11.056

Bocangel, J. C., Sucasaca, A., Sanchez-Gonzales, G., Flores, G. M., & Barriga-Sanchez,
M. (2021). Estudio preliminar de tefiido de fibra de alpaca utilizando extracto
acuoso de molle (Schinus molle) como pigmento natural. Revista de innovacion y
transferencia productiva, 2(1), e003—-003.
https://doi.org/10.54353/RITP.VV2I1.E003

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. (1995). Use of a free radical method
to evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, 28(1), 25—
30. https://doi.org/10.1016/S0023-6438(95)80008-5

Cervantes-Ramos, J. G. (2022). Efecto del biochar de molle (Schinus molle L.) en la
recuperacion de suelos degradados, usando como indicador el maiz (Zea mays L.),
Huanuco 2021.

Chani-Paucar, L. O., dos Santos, L. C., Scopel, E., Torres-Mayanga, P. C., Hatami, T.,
& Martinez, J. (2023). Supercritical fluid extraction of bioactive compounds from
quinilla (Manilkara bidentata) seed. The Journal of Supercritical Fluids, 193,
105831. https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2022.105831

Chaiii-Paucar, L. O., Johner, J. C. F., Zabot, G. L., & Meireles, M. A. A. (2022).
Technical and economic evaluation of supercritical CO2 extraction of oil from
sucupira branca seeds. The Journal of Supercritical Fluids, 181, 105494,
https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2021.105494

Chafii-Paucar, L. O., Santana, A. L., Albarelli, J. Q., & Meireles, M. A. A. (2022).
Extraction of polyphenols by sub/supercritical based technologies. Technologies to
Recover Polyphenols from AgroFood By-Products and Wastes, 137-168.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-85273-9.00006-5

Chavez-Marquez, E., Bernedo, M. S. B., de Jara, E. M., Quequezana-Bedregal, M. J.,
Gutierrez-Oppe, E. E., & Pessoa Filho, P. de A. (2023). Development of intelligent
and active potato starch films based on purple corn cob extract and molle essential
oil. International Journal of Biological Macromolecules, 242, 125080.
https://doi.org/10.1016/J.1JBIOMAC.2023.125080

Chemat, F., Vian, M. A., & Cravotto, G. (2012). Green Extraction of Natural Products:
Concept and Principles. International Journal of Molecular Sciences 2012, Vol.
13, Pages 8615-8627, 13(7), 8615-8627. https://doi.org/10.3390/1JMS13078615



62

da Silva, I. R. R., Fernandes, C. C., Gongalves, D. S., Martins, C. H. G., & Miranda, M.
L. D. (2023). Chemical composition and anti-Xanthomonas citri activities of
essential oils from Schinus molle L. fresh and dry leaves and of its major
constituent spathulenol. Natural Product Research.
https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2249584

da Silva, R. P. F. F., Rocha-Santos, T. A. P., & Duarte, A. C. (2016). Supercritical fluid
extraction of bioactive compounds. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 76, 40—
51. https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2015.11.013

Dashtian, K., Kamalabadi, M., Ghoorchian, A., Ganjali, M. R., & Rahimi-Nasrabadi,
M. (2024). Integrated supercritical fluid extraction of essential oils. Journal of
Chromatography A, 1733, 465240.
https://doi.org/10.1016/J.CHROMA.2024.465240

de Melo, M. M. R, Carius, B., Simbdes, M. M. Q., Portugal, |., Saraiva, J., & Silva, C.
M. (2020). Supercritical CO2 extraction of V. vinifera leaves: Influence of
cosolvents and particle size on removal kinetics and selectivity to target
compounds. The Journal of Supercritical Fluids, 165, 104959.
https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2020.104959

De Vieira Melo, S. A. B., Costa, G. M. N., Viana, A. C. C., & Pessoa, F. L. P. (2009).
Computation of Crossover Pressure for Synthesis of Supercritical Fluid Separation
Systems. Computer Aided Chemical Engineering, 27(C), 399-404.
https://doi.org/10.1016/S1570-7946(09)70287-1

Diaz-Reinoso, B., Moure, A., Dominguez, H., & Paraj6, J. C. (2006). Supercritical CO2
Extraction and Purification of Compounds with Antioxidant Activity. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 54(7), 2441-2469.
https://doi.org/10.1021/JF052858J

dos Santos Cavalcanti, A., Alves, M. de S., da Silva, L. C. P., Patrocinio, D. D. S.,
Sanches, M. N., Chaves, D. S. de A., & de Souza, M. A. A. (2015). Volatiles
composition and extraction kinetics from Schinus terebinthifolius and Schinus
molle leaves and fruit. Revista Brasileira de Farmacognosia, 25(4), 356-362.
https://doi.org/10.1016/J.BJP.2015.07.003

Durmus, D. (2020). CIELAB color space boundaries under theoretical spectra and 99
test color samples. Color Research & Application, 45(5), 796-802.
https://doi.org/10.1002/COL.22521



63

Espinoza, E. J. (2020). Efecto cicatrizante de una crema elaborada a base de aceite
esencial de las hojas de Schinus Molle L. (Molle). Universidad Catdlica Los
Angeles de Chimbote.
https://repositorio.uladech.edu.pe/handle/20.500.13032/16254
FDA. (2023). Generally Recognized as Safe (GRAS) | FDA.
https://www.fda.gov/food/food-ingredients-packaging/generally-recognized-safe-
gras
Feriani, A., Tir, M., Hamed, M., Sila, A., Nahdi, S., Alwasel, S., Harrath, A. H., & Tlili,
N. (2020). Multidirectional insights on polysaccharides from Schinus
terebinthifolius and Schinus molle fruits: Physicochemical and functional profiles,
in vitro antioxidant, anti-genotoxicity, antidiabetic, and antihemolytic capacities,
and in vivo anti-inflammatory and anti-nociceptive properties. International
Journal of Biological Macromolecules, 165, 2576-2587.
https://doi.org/10.1016/J.1JBIOMAC.2020.10.123
Fornari, T., Vicente, G., Vazquez, E., Garcia-Risco, M. R., & Reglero, G. (2012).
Isolation of essential oil from different plants and herbs by supercritical fluid
extraction. Journal of Chromatography A, 1250, 34-48.
https://doi.org/10.1016/J.CHROMA.2012.04.051
Frohlich, P. C., Santos, K. A., Ascari, J., Santos Refati, J. R. dos, Palu, F., Cardozo-
Filho, L., & da Silva, E. A. (2023). Antioxidant compounds and eugenol
quantification of clove (Syzygium aromaticum) leaves extracts obtained by
pressurized liquid extraction and supercritical fluid extraction. The Journal of
Supercritical Fluids, 196, 105865. https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2023.105865
GBIF. (2024). Schinus molle L. Global Biodiversity Information Facility.
https://www.gbif.org/es/species/3190642

Giaquinta Aranda, A., Ferndndez Araque, A., Curbelo Rodriguez, R., & Rojo Aragues,
A. (2017). Glaucoma y antioxidantes: revision sistematica. Revista Mexicana de
Oftalmologia, 91(3), 112-121. https://doi.org/10.1016/J.MEXOFT.2016.03.007

Giuffrida, D., Martinez, N., Arrieta-Garay, Y., Farifia, L., Boido, E., & Dellacassa, E.
(2020). Valorisation of Schinus molle fruit as a source of volatile compounds in
foods as flavours and fragrances. Food Research International, 133, 109103.
https://doi.org/10.1016/J.FOODRES.2020.109103

Govindarajan, M., & Benelli, G. (2016). Eco-friendly larvicides from Indian plants:

Effectiveness of lavandulyl acetate and bicyclogermacrene on malaria, dengue and



64

Japanese encephalitis mosquito vectors. Ecotoxicology and Environmental Safety,
133, 395-402. https://doi.org/10.1016/J.ECOENV.2016.07.035

Hasni, M., Belboukhari, N., Sekkoum, K., Stefan-van Staden, R. I., Alothman, Z. A.,
Demir, E., & Ali, 1. (2023). Heliotropium bacciferum essential oil extraction:
Compositions determination by GC-MS and anti-inflammatory and antibacterial
activities evaluation. Analytical Biochemistry, 683, 115366.
https://doi.org/10.1016/J.AB.2023.115366

Herrera-Calderon, O., Chavez, H., Enciso-Roca, E. C., Comun-Ventura, P. W., Hafiari-
Quispe, R. D., Figueroa-Salvador, L., Loyola-Gonzales, E. L., Pari-Olarte, J. B.,
Aljarba, N. H., Alkahtani, S., & Batiha, G. E. S. (2022). GC-MS Profile,
Antioxidant Activity, and in Silico Study of the Essential Oil from Schinus molle
L. Leaves in the Presence of Mosquito Juvenile Hormone-Binding Protein
(mJHBP) from Aedes aegypti. BioMed Research International, 2022.
https://doi.org/10.1155/2022/5601531

Herrero, M., Cifuentes, A., & Ibafiez, E. (2006). Sub- and supercritical fluid extraction
of functional ingredients from different natural sources: Plants, food-by-products,
algae and microalgae: A review. Food Chemistry, 98(1), 136-148.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2005.05.058

Ilgiin, S., Seker Karatoprak, G., Cigek Polat, D., Kéngiil Safak, E., Yiicel, C., ince, U.,
Uvat, H. O., & Kiipeli Akkol, E. (2023). Assessment of Phenolic Composition,
Antioxidant Potential, Antimicrobial Properties, and Antidiabetic Activity in
Extracts Obtained from Schinus molle L. Leaves and Fruits. Frontiers in
Bioscience (Landmark Edition), 28(12), 353.
https://doi.org/10.31083/J.FBL2812353/DE09AIF05AC5A24B24B716084B85BC
7E.PDF

Johner, J. C. F., & Meireles, M. A. de A. (2016). Construction of a supercritical fluid
extraction (SFE) equipment: validation using annatto and fennel and extract
analysis by thin layer chromatography coupled to image. Food Science and
Technology, 36(2), 210-247. https://doi.org/10.1590/1678-457X.0027

Katekar, V. P., Rao, A. B., & Sardeshpande, V. R. (2023). A hydrodistillation-based
essential oils extraction: A quest for the most effective and cleaner technology.
Sustainable Chemistry and Pharmacy, 36, 101270.
https://doi.org/10.1016/J.SCP.2023.101270



65

Kazan, A., Koyu, H., Turu, I. C., & Yesil-Celiktas, O. (2014). Supercritical fluid
extraction of Prunus persica leaves and utilization possibilities as a source of
phenolic compounds. The Journal of Supercritical Fluids, 92, 55-59.
https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2014.05.006

KEW SCIENCE. (2024). Schinus molle L. | Plants of the World Online | Kew Science.
Royal Botanic Gardens.
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:71044-1

Khaw, K. Y., Parat, M. O., Shaw, P. N., & Falconer, J. R. (2017). Solvent Supercritical
Fluid Technologies to Extract Bioactive Compounds from Natural Sources: A
Review. Molecules 2017, Vol. 22, Page 1186, 22(7), 1186.
https://doi.org/10.3390/MOLECULES22071186

Kim, M. J., Kim, D. W., Kim, J. G., Shin, Y., Jung, S. K., & Kim, Y. J. (2021).
Analysis of the chemical, antioxidant, and anti-inflammatory properties of pink
pepper (Schinus molle 1.). Antioxidants, 10(7), 1062.
https://doi.org/10.3390/ANTIOX10071062/S1

Lalia, A., Harizia, A., Righi, K., & Daikh, Z. E. (2023). Chemical composition and
allelopathic potential of Schinus molle L. (Anacardiaceae) essential oils against
common weeds of wheat crop. Natural Product Research.
https://doi.org/10.1080/14786419.2023.2287174

Marongiu, B., Porcedda, A. P. S., Casu, R., & Pierucci, P. (2004). Chemical
composition of the oil and supercritical CO2 extract of Schinus molle L. Flavour
and Fragrance Journal, 19(6), 554-558. https://doi.org/10.1002/FFJ.1350

Martinez-Avila, M., Rodriguez-Rodriguez, J., Gutiérrez Uribe, J. A., & Guajardo-
Flores, D. (2022). Selective supercritical fluid extraction of non-polar
phytochemicals from black beans (Phaseolus vulgaris L.) by-products. The Journal
of Supercritical Fluids, 189, 105730.
https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2022.105730

Mezzomo, N., Mileo, B. R., Friedrich, M. T., Martinez, J., & Ferreira, S. R. S. (2010).
Supercritical fluid extraction of peach (Prunus persica) almond oil: Process yield
and extract composition. Bioresource Technology, 101(14), 5622-5632.
https://doi.org/10.1016/J.BIORTECH.2010.02.020

Morales-Rabanales, Q. N., Coyotl-Pérez, W. A., Rubio-Rosas, E., Cortes-Ramirez, G.
S., Sanchez Ramirez, J. F., & Villa-Ruano, N. (2022). Antifungal properties of

hybrid films containing the essential oil of Schinus molle: Protective effect against



66

postharvest rot of tomato. Food Control, 134, 108766.
https://doi.org/10.1016/J.FOODCONT.2021.108766

Mota, M. F. S., Waktola, H. D., Nolvachai, Y., & Marriott, P. J. (2021). Gas
chromatography — mass spectrometry for characterisation, assessment of quality
and authentication of seed and vegetable oils. TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 138, 116238. https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2021.116238

Migge, F. L. B., & Morlock, G. E. (2023). Chemical and cytotoxicity profiles of 11
pink pepper (Schinus spp.) samples via non-targeted hyphenated high-performance
thin-layer chromatography. Metabolomics, 19(5), 1-15.
https://doi.org/10.1007/S11306-023-02008-8/FIGURES/6

Murrieta-Dionicio, U., Medrano-Hernandez, J. M., Guerra-Ramirez, D., & Valle-
Guadarrama, S. (2023). Composicion de aceite esencial de hojas de Schinus molle
L. afectada por el tiempo de extraccién y escalamiento del proceso. Revista
Chapingo Serie Ciencias Forestales y Del Ambiente, 29(2), 25-40.
https://doi.org/10.5154/R.RCHSCFA.2022.04.027

Nadalin, V., Lepojevi¢, 7., Risti¢, M., Vladi¢, J., Nikolovski, B., & Adamovié, D.
(2014). Investigation of cultivated lavender (Lavandula officinalis L.) extraction
and its extracts. Chemical Industry and Chemical Engineering Quarterly, 20(1),
71-86. https://doi.org/10.2298/CICEQ120715103N

NIST. (2024). I1sothermal Properties for Carbon dioxide. NATIONAL INSTITUTE OF
STANDARDS AND TECHNOLOGY.
https://webbook.nist.gov/cgi/fluid.cgi? Action=Load&Applet=on&ID=C124389&T
ype=IsoTherm&Digits=5&PLow=150&PHigh=350&PInc=50& T=35&RefState=
DEF&TUnit=C&PUnit=bar&DUnit=mol%2FI&HUnit=kJ%2Fmol&WUnit=m%?2
Fs&VisUnit=uPa*s&STUnit=N%2Fm

Ovidi, E., Garzoli, S., Laghezza Masci, V., Turchetti, G., & Tiezzi, A. (2021). GC-MS
investigation and antiproliferative activities of extracts from male and female
flowers of Schinus molle L. Natural Product Research, 35(11), 1923-1927.
https://doi.org/10.1080/14786419.2019.1644628

Palacios, A. L., & Castillo, W. E. (2015). Modelamiento de extraccion del aceite
esencial de Aloysia citriodora y Schinus molle. INGENIERIA: Ciencia, Tecnologia
e Innovacion, 2(2), 14-14. https://doi.org/10.26495/ICTI1.V212.254

Paramadhas, S., Selvi, P., Shridar, B., Palanisamy, P., Baburaj, N. S., Govindarajan, N.,

& Pandiselvam, R. (2024). Optimization and extraction of annatto pigments



67

obtained from Bixa orellana L. using supercritical fluid extraction. Microchemical
Journal, 206, 111494. https://doi.org/10.1016/J.MICROC.2024.111494

Pasquel Reétegui, J. L., Machado, A. P. D. F., Barbero, G. F., Rezende, C. A., &
Martinez, J. (2014). Extraction of antioxidant compounds from blackberry (Rubus
sp.) bagasse using supercritical CO2 assisted by ultrasound. The Journal of
Supercritical Fluids, 94, 223-233. https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2014.07.019

Pereira, C. G., & Meireles, M. A. A. (2009). Supercritical Fluid Extraction of Bioactive
Compounds: Fundamentals, Applications and Economic Perspectives. Food and
Bioprocess Technology 2009 3:3, 3(3), 340-372. https://doi.org/10.1007/S11947-
009-0263-2

Perveen, K., Debnath, S., Alshaikh, N. A., Khan, F., Suyal, D. C., Alsulaimi, J. A., &
Parikesit, A. A. (2024). Exploring the inhibitory potential of Lupenone against
Fusarium circinatum: An empirical in silico study utilizing molecular docking and
dynamics simulations for novel antifungal agents in canker disease control.
Physiological and Molecular Plant Pathology, 129, 102180.
https://doi.org/10.1016/J.PMPP.2023.102180

PubChem. (2024). 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazine | C18H13N506 | CID 74358.
National Library of Medicine. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/74358

Razzak, A., Khiari, R., Moussaoui, Y., & Belgacem, N. (2023). Schinus Molle:
Currently Status and Opportunity. In Annual Plant: Sources of Fibres,
Nanocellulose and Cellulosic Derivatives (pp. 535-551). Springer, Singapore.
https://doi.org/10.1007/978-981-99-2473-8_18

Rodriguez, C. J., & Garcia, G. A. P. (2017). Capacidad probiética de bacterias lacticas
aisladas de chicha de molle. Revista de La Sociedad Quimica Del Peru, 83(4),
391-402. http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1810-
634X2017000400004&Ing=es&nrm=iso&tIng=es

Ruiz Quiroz, J. R., Salazar Salvatierra, M. E., Ruiz Quiroz, J. R., & Salazar Salvatierra,
M. E. (2021). Composicion quimica y actividad antibacteriana de los aceites
esenciales de Citrus paradisi, Juglans neotropica DIELS, Schinus molle y Tagetes
elliptica Smith. Revista de La Sociedad Quimica Del Peru, 87(3), 228-241.
https://doi.org/10.37761/RSQP.V8713.350

Salinas, F., Vardanega, R., Espinosa-Alvarez, C., Jimenéz, D., Mufioz, W. B., Ruiz-
Dominguez, M. C., Meireles, M. A. A., & Cerezal- Mezquita, P. (2020).

Supercritical fluid extraction of chafiar (Geoffroea decorticans) almond oil: Global



68

yield, kinetics and oil characterization. The Journal of Supercritical Fluids, 161,
104824. https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2020.104824

Santana, A. L., Chafii-Paucar, L. O., Veggi, P. C., Vigano, J., & Meireles, M. A. A.
(2023). Supercritical Fluid Extraction. In Bentham Science (pp. 280-323).
https://doi.org/10.2174/9789815049459123030009

Scopel, R., Neto, R. G., Falcdo, M. A,, Cassel, E., & Vargas, R. M. F. (2013).
Supercritical CO2 extraction of Schinus molle L with co-solvents: mathematical
modeling and antimicrobial applications. Brazilian Archives of Biology and
Technology, 56(3), 513-519. https://doi.org/10.1590/S1516-89132013000300020

Seixas, P. T. L., Demuner, A. J., Barbosa, L. C. A., Cerceau, C. I., Blank, D. E., Santos,
M. H. Dos, Farias, E. de S., & Picanco, M. C. (2023). Chemical composition and
larvicidal activity of essential oils of three Artemisia species. Journal of Applied
Entomology, 147(2), 116-125. https://doi.org/10.1111/JEN.13094

Semiz, G., Mutlu, D., Gunal, B., Semiz, A., & Arslan, S. (2023). The anticancer effect
of Salvia pisidica essential oil through promotion intrinsic and extrinsic apoptosis
pathways in human cancer cell lines. Journal of Herbal Medicine, 39, 100664.
https://doi.org/10.1016/J.HERMED.2023.100664

SERFOR. (2024). Solicitar autorizacion para investigar la flora o fauna silvestre fuera
de un area natural protegida - Tramite - Servicio Nacional Forestal y de Fauna
Silvestre - Plataforma del Estado Peruano. MIDAGRI. https://www.gob.pe/27451-
solicitar-autorizacion-para-investigar-la-flora-o-fauna-silvestre-fuera-de-un-area-
natural-protegida

Shehata, M. E., EI-Sherbiny, G. M., Sharaf, M. H., Kalaba, M. H., & Shaban, A. S.
(2024). Phytochemical analysis, antimicrobial, antioxidant, and cytotoxicity
activities of Schinus molle (L.) extracts. Biomass Conversion and Biorefinery, 1—
18. https://doi.org/10.1007/S13399-024-05301-1/FIGURES/6

Sriramavaratharajan, V., Chellappan, D. R., Karthi, S., llamathi, M., & Murugan, R.
(2022). Multi target interactions of essential oil nanoemulsion of Cinnamomum
travancoricum against diabetes mellitus via in vitro, in vivo and in silico
approaches. Process Biochemistry, 118, 190-204.
https://doi.org/10.1016/J.PROCBI0.2022.04.031

Temelli, F., & Gii¢lu-Ustiindag, O. (2005). Supercritical Technologies for Further
Processing of Edible Oils. Bailey’s Industrial Oil and Fat Products.
https://doi.org/10.1002/047167849X.B10057



69

Umay, A. (2022). Investigation of Chemical Composition and Phytotoxic Effects of
Essential Oils Obtained from Schinus Molle Leaves and Resins. Proceedings of the
Bulgarian Academy of Sciences, 75(1), 26-33.
https://doi.org/10.7546/CRABS.2022.01.04

Volpini-Klein, A. F. N., Lima Janior, S. E., Cardoso, C. A. L., Cabral, M. R. P., Louro,
G. M., Coutinho, E. J., de Jesus, D. A., Junior, D. P., & Simionatto, E. (2021).
Chemical Composition of Essential Oils from Leaves and Fruits of Schinus molle
Obtained by Different Extraction Methods (Hydrodistillation, Fractional
Hydrodistillation and Steam Distillation) and Seasonal Variations. Journal of
Essential Oil Bearing Plants, 24(2), 228-242.
https://doi.org/10.1080/0972060X.2021.1914739

Zekovi¢, Z., Bera, O., Purovié, S., & Pavli¢, B. (2017). Supercritical fluid extraction of
coriander seeds: Kinetics modelling and ANN optimization. The Journal of
Supercritical Fluids, 125, 88-95. https://doi.org/10.1016/J.SUPFLU.2017.02.006



ANEXOS

Anexo 1. Matriz de consistencia

Evaluacion de la capacidad antioxidante y composicion de metabolitos bioactivos del extracto aromatico obtenido de las hojas de Schinus

molle L. con COz2 supercritico

Problema

Objetivo

Hipotesis

Variables Metodologia

Problema general

¢ Cual sera el efecto de
las condiciones de
extraccion supercritica
con COz en el
rendimiento, capacidad
antioxidante y perfil de
metabolitos bioactivos
del extracto aromatico
obtenido de las hojas de

S. molle?

Objetivo general

Evaluar el efecto de las
condiciones de
extraccion supercritica
con COz enel
rendimiento, capacidad
antioxidante y perfil de
metabolitos bioactivos
del extracto aromatico
obtenido de las hojas de

S. molle.

Hipotesis general

La aplicacion de CO;
supercritico en la
obtencién de extracto
aromatico de las hojas de
S. molle, ofrece un proceso
de extraccion ecologico,
eficiente y con un elevado
contenido de metabolitos

bioactivos.

Independientes:

Dependientes:

Temperatura (°C)

Disefio metodologico

Presion (bar) Tipo de investigacion:

Basica

Nivel de investigacion:

Rendimiento (%, o
Explicativo

m/m)

Capacidad Método de investigacion:

antioxidante )
Deductivo

Composicion de

metabolitos bioactivos  Disefio de investigacion:

Experimental




Problemas especificos

¢Cbémo varia el
rendimiento porcentual
del extracto aromatico
obtenido de las hojas de
S. molle a diferentes
condiciones de

extraccion supercritica?

¢ Cual sera la capacidad
antioxidante del extracto
aromatico obtenido de las
hojas de S. molle a
diferentes condiciones de

extraccion supercritica?

Objetivos especificos

Establecer la interaccion
que existe entre el
rendimiento de extracto
aromatico obtenido y las
diferentes condiciones
de extraccion

supercritica.

Determinar la capacidad
antioxidante del
extracto aromatico
extraido de las hojas de
S. molle por tecnologia

supercritica.

Hipotesis especificas

La optimizacion de la

presion y temperatura en la

obtencién de extracto
aromatico de las hojas de
S. molle con CO;

supercritico, permite

incrementar el rendimiento

de extraccion.

La aplicacion de CO;
supercritico en la
obtencién de extracto
aromatico de las hojas de
S. molle es un factor que
determina la capacidad
antioxidante de las

muestras.

Poblacion:

10 kg de hojas de S. molle
colectadas en el Centro
Poblado de Huanuquillo
perteneciente a la

provincia de Tarma.

Muestra:

Para la obtencion de
extracto aromatico de las
hojas de S. molle por
tecnologia supercritica se

utilizé 10 g de muestra.

Técnica de Muestreo:

Muestreo no probabilistico

por conveniencia.




¢Cual sera la
composicion de
metabolitos bioactivos
del extracto aromatico
obtenido de las hojas de
S. molle por tecnologia

supercritica?

Determinar la
composicion de
metabolitos bioactivos
del extracto aromatico
obtenido de las hojas de
S. molle por tecnologia

supercritica.

El extracto aromatico
extraido de las hojas de S.
molle por tecnologia
supercritica es una gran
fuente de metabolitos

bioactivos.




Anexo 2. RESOLUCION ADMINISTRATIVA N.° D000260-2024-MIDAGRI-

SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL

F I Sgtuiments
EAYLOM Am o
T wchl

SERFOR & St e,

San Ramon, 14 de Junio del 2024
RAN® D0D00260-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL

EXPEDIENTE N*® :  2024-0020060

PROCEDIMIENTC :  Autorizacion con fines de investigacion cientifica fuera de Areas
Maturales Protegidas, con colecta de flora

PROCEDENCIA :  Administracion Técnica Forestal y de Fauna Silvestre Selva
Central

ADMINISTRADOD :  Larry Oscar Chani Paucar

REFERENCIA :  Informe Técnico M°D0033-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-

SELVA CENTRAL-HJCR

VISTO:

El Informe Técnico N*039-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL/HJCR, de fecha
12 de mayo de 2023, en referencia la solicitud de la autorizacion con fines de investigacion
cientifica fuera de Areas Maturales Protegidas, con colecta de flora silvestre, presentada por Lamy
Oecar Chafii Paucar vy,

CONSIDERANDO:

1.
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Clue, el art 66 de la Constitucion Politica del Estado establece que los recursos naturales
renovables v no renovables =on patrimonio de la Macion, y el Estado es soberano en su
aprovechamiento y dispone ademas que por ley organica =e fijen las condiciones de su
utilizacion y de su otorgamiento a particulares;

. Que, el articulo 9° de la Ley N* 26821, Ley Organica para el aprovechamiento sostenible de

los Recursos Maturales, establece que el Estado promueve la investigacion cientifica v
tecnologica sobre |a diversidad, calidad, composicion, potencialidad y gestion de los recursos
naturales. Promueve, asimismo, la informacion v el conocimiento de los recursos naturales.
Para estos efectos, podran otorgarse permisos para investigacion;

. CGlue, el articulo 13° de la Ley M® 29763, "Ley Forestal y de Fauna Silvestre”, cred el Servicio

Macional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR. como organismo plblico técnico
especializado, con personeria juridica de derecho plblico intemo, como pliego presupuestal
adscrito al Ministerio de Agricultura y Riego;

. Que, la Primera Disposicion Complementaria Final del Decreto Supremo M* 018-2015-

MINAGRI Reglamento para Gestion Forestal de la Ley N°® 29763 *Ley Forestal y de Fauna
Silvestre”, establece que "En los cazos donde no e haya realizado la transferencia de
competencias sectoriales en materia forestal y de fauna silvestre, el SERFOR ejerce las
funciones como Autoridad Regional Forestal y de Fauna Silvestre (ARFFS). a través de las
Administraciones Técnicas Forestales y de Fauna Silvestre (ATFFS). hasta que culmine la
transferencia antes mencicnada”™

Clue. el articulo 137° de la Ley Forestal y de Fauna Silvestre, Ley 29763, declara de interés
nacional la investigacion, el desarrollo tecnolagico, la mejora del conocimiento y el monitoreo
del estado de conservacion del patrimonio forestal v de fauna silvestre de la Nacion;

CGlue. el articulo 154° del Decreto Supremo N° 018-2015-MINAGRI Reglamento para Gestion

por MEDMA,
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Forestal, establece que, La investigacion cientifica del Patimonio se aprueba mediante
autorizaciones, salvaguardando los derechos del pais respecto de su patrimonio genético
nativa Dichas autorizaciones no requieren del pago de derecho de tramite Las ARFFS
otorgan autorizaciones con fines de investigacion cientifica, que impliquen la utilizacion de
métodos directos e indirectos para especies no categorizadas como amenazadas ¥y no
listadas en los Apéndices CITES y que en ningln caso oforgue el acceso a oS recursos
genéticos o sus productos derivados, de acuerdo con los lineamientos aprobados por el
SERFOR para la evaluacion de las solicitudes, asi como los criterios para la verificacion de
cumplimiento de los compromisos de los investigadores;

7. Que. el articulo 158, del Decreto Supremo N°018-2015-MINAGRI, "Reglamento para la
Gestion Forestal", establece en el segundo pamafo las obligaciones que genera la
autorizacidn para actividades de investigacion cientifica de flora silvestre; a No extraer
especimeneas, ni muestras bioldgicas, de flora silvestre no autorizada; no ceder los mismos a
terceras personas, ni utilizarlos para fines distintos a lo autorizado b Entregar al SERFOR un
informe final en idioma espafiol, incluyendo una version digital en el mismo idioma, como
resultado de la autorizacidn otorgada, asi como copia de las publicaciones producto de la
investigacion realizada, e indicar el nimero de la Autorizacion en las publicaciones
generadas. Esta informacion es ingresada al SNIFFS ¢ Depositar el material colectado en
una institucidn cientifica nacional depositaria de material bioldgico, asi como entregar al
SERFOR la constancia de dicho depdsito. En casos debidamente justificados, v siempre que
el material colectado no constituya holotipos ni ejemplares (nicos, el deposito se podra
realizar en una institucion distinta a la mencionada; para ello se requiere la autorizacion del
SERFOR d Incluir a por lo menos un investigador nacional, cuando la autorizacion de
investigacion sea requerida por extranjeros,  Incluir en las publicacicnes el reconocimiento
comespondiente al investigador nacional que participd en la investigacion, en caso la
autorizacidn haya sido oforgada a investigadores extranjeros;

8. Que, segin lo dispuesto por el articulo 140° de la Ley en mencion, sefiala que el SERFOR
evalla y otorga la autorizacion para extraccion de recursos forestales y de fauna silvestre
con fines de investigacion dentifica cuando: (i) se incluye especies amenazadas1,2, (i)
especies consideradas en los Apéndices de CITES3, (ii) se realiza acceso a recursos
genéticos sin fines de lucro; y (iv) propdsitos culturales. Asimismo, en el citado articulo de la
Ley indica que la colecta o extraccion de recursos forestales y de fauna silvestre con fines de
investigacion orientada a determinacion de genotipo, filogenia, sistematica y biogeografia es
autorizada siguiendo procedimientos simplificados establecidos por el SERFOR;

9. Que, mediante la Cuarta Disposicion Complementaria Transitoria del Decreto Legislativo N°
1497, publicado el 10 de mayo de 2020, se dispuso la suspension hasta el 31 de diciembre
de 2020, de la aplicacion del numeral 134.3 del articulo 134° del Texto Unico Ordenado -
TUOQ de la Ley N* 27444 Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado por
Decreto Supremo N® 004-2019-JUS, respecto a la obligacion de la presentacion fisica del
escrito o documentacion por parte de los administrados; suspension que mediante Decreto
Supremo N* 187-2021-PCM, fue promogada hasta el 31 de diciembre de 2024,

10.Clue, en ese contexto, mediante la carta s/n registrada con Expediente N® 2024-0020060, de
fecha 03 de mayo de 2024, el administrado solicitd a la Direccion de Gestidn Sostenible del
Patrimonio Forestal (DGSPF) la autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora
silvestre, fuera de dreas naturales protegidas (ANP), para desarmollar &f proyecto denominado
Valorizacion de especies vegetales aromaricas comercializadas en la ciudad de Tarma
para fa obrencion de compuestos volatiles usando recnofogia de fluidos supercriticos;
a ser efectuado en los distritos de fa provincia de Tarma, departamento de Jumin;

! Decreto Supremao N° 043-2008-AG. Aprueban categorizacion de especies amenazadas de flora silvestre.

? Decreto Supremo N 004-2014-MINAGRI. Actualizacion de la lista de clasificacion y categorizacion de las especies
amenazadas de fauna silvestre.

* Convencion sobre el Comercio Intemacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres.



11.Que, en el actual Texto Unico de Procedimientos Administrativos - TUPA del SERFOR,
aprobado por Decreto Supremo N° 001-2016-MINAGRI v modificade por Resolucion
Ministerial N® 613-2016-MINAGRI, Resolucion Ministerial N® 026-201 9-MINAGRI, Resolucion
de Direccion Ejecutiva N® DD00103-2020-MINAGRI-SERFOR-DE vy Resolucion de Direccidn
Ejecutiva W® DO00059-2021-MIDAGRI-SERFOR-DE; no se contempla el procedimiento de
autorizacion para realizar investigacion cientifica fuera de ANP;

12.Cue, en observancia del principio de impulso de oficio, el cual se encuentra previsto en el
numeral 1.3 del articulo IV del Titulo Preliminar del Texto Unico Ordenado - TUO de la Ley
M® 27444 ey del Procedimiento Administrativo General, aprobado por Decreto Supremo N®
004-2019-JUS; se desprende que las autoridades deben dirigicr @ impulsar de oficio el
procedimiento v ordenar la realizacion o practica de los actos que resulten convenientes para
el esclarecimiento v resolucion de las cuestiones necesarias;

13.Que, de acuerdo con el articulo 140° de la Ley Forestal v de Fauna Silvestre, Ley N° 29763,
es competencia del SERFOR la evaluacion de la presente solicitud, puesto que la
investigacion se desamollara fuera de areas naturales protegidas, e involucrara especies de
flora silvestre que no se encuentran amenazadas segun la normativa del Decreto Supremo
N® 043-2006-AG, ni listadas en CITES, ademas se realizara en un solo departamento;

14.Cue, por tanto, en ese sentido, la solicitud en evaluacion aplica lo dispuesto en el numeral 9
del ANEXD N° 1 del Reglamento para la Gestion Forestal, establece los requisitos para la
solicitud de autorizaciones con fines de investigacion de flora silvestre; en concordancia con
el numeral 6.6 de los lineamiantos aprobados por Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-
2016-SERFOR/DE, sefialan los siguientas requisitos para la autorizacidn con fines de
investigacion cientifica fuera de ANP: i) Solicitud con cardcfer de declaracion jurada que
contenga informacidn sobre el investigador, segdn formato; i) Hoja de vida del imvestigador
principal vy plan de invesfigacion, segun formato; i) Carta de presentacion de los
investigadores participantes, emitida por la institucion académica u organizacion cientifica
nacional o extranjera de procedencia; iv) Documento que acredite el consentimiento
informado previo, expedido por fa respectiva organizacion comunal representativa, de
comesponder; y vl Documento que acredite &l acuerdo entre las instituciones gue respaidan
a fos imvestigadores nacionales vy exfranjeros, en caso la solicifud sea presenfada por un
investigador extranjero;

15.0ue, en ese sentido, mediante el Informe Técnico N°DO039-2024-MIDAGRI-SERFOR-
ATFFS-SELVA CENTRAL-HJCR, emitido de facha 13 de junio de 2024; concluye que, la
solicitud de investigacion cientifica cumple con los requisitos exigidos en el numeral 9 del
Anexo N° 1 del Reglamento para la Gesfion Forestal y con los “Lineamientos para el
otorgamiento de la autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora wo fauna
silvestre”, aprobado mediante Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE;
asi como, las condiciones minimas v los criterios técnicos para su ejecucion, considerandose
procedente el plazo propuesto para el desarrollo de las actividades con fines de investigacion
de flora silvestre, esto es, por el periodo de veinticuatro (24) meses;

16.Que, asimismo, a través de dicho Informe Técnico, se recomienda la emision del acto
administrativo que aprueba la solicitud de investigacion cientifica de flora silvestre, fuera de
ANP, para el desarrollo del proyecto denominado Valorizacion de especies vegetales
aromdticas comercializadas en la civdad de Tarma para la obtencion de compuesios
volarifes usando recnofogia de fluidos supercriticos;

17.Que, finalmente, en dicho informe se sefiala que la presente investigacion permitird el
desarrolle de un estudio relacionado a tecnologias eficientes v limpias como la de fluidos
supercriticos, para la extraccion de aceites esenciales de plantas aromaticas, a fin de realizar
los experimentos v optimizacion del mismo proceso, para futuras aplicaciones vy
transformacion en productos de valor afiadido; asi mismo, que con el conocimiento adquirido
permitira capacitar a los profesionales, estudiantes de la Escuela Profesional de Ingenieria



Agroindustrial de la Universidad Nacional Auténoma Altoandina de Tarmma - UNAAT y plblico
interesado en la tematica ;

18.Cue, por ofro lado, el articulo 158° del Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado
mediante Decreto Supremo N 018-2015-MINAGRI, establece como obligaciones del
investigador en flora silvestre que son las siguientes:

a. No extraer especimenes, ni muestras bioldgicas, de flora sifvestre no autorizadas; no ceder
los mismos a terceras personas, ni utiizarios para fines distintos a lo autorizado.

b. Entregar a la ATFFS Selva Central un informe final en idioma espafiol y en version digital,
como resultado de la autorizacion otorgada, asi como copia de las publicaciones producto
de la investigacidn realizada, e indicar el nimero de la Autonizacidn en las publicaciones
generadas. Esta informacidn es ingresada al SNIFFS.

c. Solicitar ef correspondiente permiso de exportacian ante el SERFOR a través de [a
Ventaniila Unica de Comercio Exferior - VUCE, asi comao pasar el control respectivo, en
Caso se requiera enviar al extranjero parte del material colectado, por razones cientificas
acotadas. Los glemplares Onicos de los grupos taxondmicos colectados y holotipos solo
podran ser exportados en calidad de présfama.

19.Que, asimismo, en & marco de la autorizacion otorgada, el administrado considerara los
siguientes compromisos:

a. Comunicar con fa debida anticipacion a la autoridad forestal, el ingreso v salida a campo.

b. Indicar el nomero de la resolucion en las publicaciones generadas a partir de la
autorizacion concedida.

c. Solicitar anficipadamante anfe la ATFFS Sefva Cenfral del SERFOR vy dentro del perodo
del cronograma de trabajo del plan de investigacidn, cualguier cambio en las
caracteristicas del estudio aprobado (por ejemplo, cronograma, inclusion de especialistas,
efc.), que demande la modificacion de la presente resolucion.

d. En caso sobrevenga algin hecho o evento gue imposibilite la ejecucion de fa investigacicn
autorizada o que origine gue no se pueda continuar con e desamollo de la misma,
corresponde al administrado solicitar por escrito anfe la ATFFS Selva Ceniral, la renuncia
a la autorizacion oforgada; renuncia gue debers ser solicitada dentro del piazo de vigencia
de la autorizacion, precisandose ef hecho o evento que origina la imposibilidad de efecutar
o de continvar ejeciufando fa investigacion aprobada, debiendo ademas el administrado
adjuntar la documentacion de sustenfo que esfime necesaria, de ser ef caso.

20.Que, por ofro lado, el articule 1007 del Reglamento para la Gestion Forestal y de Fauna
Silvestre en Comunidades Mativas y Comunidades Campesinas, sefiala lo siguiente:
“Investigaciones cientificas realizadas dentro de [as Tierras de comunidades
campesinas y comunidades nativas
Toda investigacion cientifica en maferia forestal y de fauna silvestre a realizarse dentro de
tierras de comunidades campesinas o comunidades nafivas, reguiere de la autorizacion
expresa de la comunidad y autorizacion otorgada por fa autoridad comespondiente. (..)°

21.Que, en adicion a ello, debemos precisar que, 1a presente autorizacion no habilita el ingreso
apredios privados v areas de conservacion privada (ACP) en cuyos casos, deberan gestionar
la autorizacion de ingreso comespondiente ante la autoridad o fitular del @rea, segin
comesponda;

22.Que, en ese senfido, en caso la ejecucion de la investigacion comprenda el ingreso a
temitorios de Comunidades Campesinas o Comunidades Mativas, previamente debera
solicitarse la autorizacion comespondiente;

Cue, de conformidad con la Ley Forestal y de Fauna Silvestre, aprobada por Ley N° 20763, el
Reglamento para la Gestion Forestal, aprobado mediante Decreto Supremo N* 013-2015-
MINAGRI; el Decreto Supremo WN® 004-2019-JUS que aprusha el Texto Unico Ordenado de la



Ley N° 27444 Ley del Procedimiento Administrativo General; e literal g) del Articulo 53° del
Reglamento de Organizacion y Funciones aprobado por Decreto Supremo N° 007-2013-
MINAGRI, y su modificatoria mediante Decreto Supremo N° 014-2016-MINAGR; 1a Resolucion
de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE; v la Resolucidn de Direccion Ejecutiva N°
DO000312-2022-MIDAGRI- SERFOR-DE;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- Otorgar la autorizacion con fines de investigacion cientifica de flora silvestre, fuera
de dreas naturales protegidas (ANP), a favor del sefior Larry Oscar Chaiii Paucar, ciudadano
peruano, identificado con DMl N® 431158124, correspondiéndole el Cadigo de Autorizacian N°12-
SEC/AUT-IFL-2024-001; a efectos de desarrollar el proyecto denominado Valorizacion de
especies vegetales aromaticas comercializadas en la ciudad de Tarma para la obtencion
de compuestos volatiles usando tecnologia de fluidos supercriticos, a ser efectuado en los
distritos de la provincia de Tarma, departamento de Junin, en conformidad con lo sefialado en la
Cuadro N° 1 del Anexo 1 cuya vigencia se contabilizard contado a partir del dia siguienfe habi
de la notificacion de la presente Autorizacion.

Articulo 2.- Autorizar la participacion de los investigadores sefialados por el administrado,
conforme con la Cuadro N° 2 del Anexo 2 de la presente resolucion.

Articulo 3.- El ingreso y desarrollo de las actividades de investigacion cientifica dentro de tierras
comunales (comunidades campesinas) gue abarquen las zonas de muestreo del estudio,
deberan ser autorizadas previamente por la autoridad correspondiente, por lo que es
responsabilidad del fitular obtener la autorizacion de ingreso, antes de la ejecucion de la
investigacion.

Articulo 4.- El administrado se encuentra sujeto al cumplimiento de lo presentado en el plan de
investigacidn v al plazo correspondiente a veinticuatro (24) meses, asi como a la colecta de
material bioldgico de flora silvestre, de acuerdo con lo sefialado en el cuadro N° 3 del Anexo 3
de la presente resolucion. Los ejemplares de herbario seran depositados en la Instifucion
Cientifica Nacional Depositaria de Material Bioldgico — ICNDMB registrada ante el SERFOR, el
Herbario MOL de la Facultad de Ciencias Forestales de [a Universidad Nacional Agraria La
Molina. Asimismo, deberan cumplir con las obligaciones establecidas en la legislacion forestal y
de fauna silvestre, segin lo sefalado en la parte considerativa de la presente resolucion.

Articulo 5.- La presentacion del Informe Final, en version digital como resultado de la
autorizacion otorgada, se realizara de acuerdo con los #&rminos sefialados en el Anexo 4 de la
presente resolucion, y deberd ser presentado dentro de los noventa (90) dias calendarios
posteriores a la culminacion de la investigacion.

Articulo 6.- La presente autorizacion no limita el gjercicio de las funciones yio requisitos de las
entidades, en los Ambitos en los que se realice 1a investigacion (ARFFS, ACR, ACP vy ofros).

Articulo 7.- Toda modificacion en el desamollo de la investigacion sera comunicada al SERFOR
dentro del plazo de vigencia de la presente resolucion.

Articulo 8.- La presente autorizacion no habilita la exportacion de muestras biologicas, en caso
se requiera realizar esta actividad, el administrado v los investigadores identificados en la
presente resolucidn, podran gestionar el comespondiente Permiso de Exportacién ante la
Direccién General de Gestion Sostenible del Patimonio Forestal v de Fauna Silvestre del
SERFOR.

Articulo 9.- La contravencion a las obligaciones yio condiciones establecidas en la presente
resolucion conllevara a la comision de las infracciones tipificadas en el numeral 5) del Anexo 1
del Cuadro de Infraccionss y Sanciones en matera forestal, aprobado mediante Decreto
Supremo N° 007-2021-MIDAGRI.



Articulo 10.- Notificar la presente resolucion directoral al sefior Larmy Oscar Charii Paucar, a
efectos de que tome conocimiento de su contenido. Contra la presente Resolucion es posible la
interposicion de los recursos impugnativos contemplados en el Texto Unico Ordenado de la Ley
N* 27444 Ley del Procedimiento Administrativo General, aprobado mediante Decreto Supremo
MN® 004-2019-JUS, dentro del plaze de quince (15) dias habiles mas el término de la distancia en
caso corresponda, contados a partir del dia siguiente de notificada la misma.

Articulo 11.- Remitir la presente resolucion a la Sub Sede Tarma de esta administracion téenica;
para su conocimiento v fines pertinentes.

Reqgistrese y comuniquese

Documento firmado digitalmente
AMA ELIZABETH MEDINA BAYLOM
Administrador Técnico
Administracion Técnica Forestal y de
Fauna Sivestre Selva Central
Semvicio Macional Forestal y de Fauna Silvestre



RESOLUCION ADMINISTRATIVA

ANEXO 1

Cuadro N* 1. Listado de los distritos para el desarrollo de la investigacion

DEPARTAMENTO

PROVIMNCIA

DISTRITOD

SUFPERPOSICION CON COMUNIDADES
CAMPESIMAL

JUMIN

TARMA

ACOBAMBA

SAN ANTONID DE ATAQUEROD

TUFIM

QCHOMNGA

HUAYLAHUICHAN

HUARICCOLCA

SACAS

HUASAHUASI

CALLAS PALCA

YAMNIC

LA UNICHN

HUAMCOY SACSAMARCA

CHAMCHA

HUAMCAY SACSAMARCA

MNINATAMBO

TUFIM

QCHOMNGA

PALCA

CALLAS PALCA

HUAYLAHUICHAN

TARPD

PALCAMAYD

SAM PEDRO DE CAJAS

QCHOMNGA

SAMN PEDRO DE
CAJAS

YAMNIC

CHUFAM

SAM PEDRO DE CAJAS

SAN FRAMCISCO DE CHICHAUSIRI
LOTE 1

TAPQ

TAPD

CALLAS HUAYAMAY

CALLAS PALCA

TARMA

FlAN SANYACANCHA

HUAMNCAY SACSAMARCA

NIMATAMBO

TUFIN

HUANCOY SACSAMARCA

2

weie Liri: hittps:f fspd.serfor.gob.pefvalidadorDocumental/ Clave: VGBACDA




RESOLUCION ADMINISTRATIVA

ANEXO 2

Cuadro N° 2. Datos de los investigadores que participaran en la presente
investigacion

Mombres y . ] Documento Cargo en el Institucicn de
Apeliidos | e Equipo Procedencia
Lamy Oscar Chafi - In'..'e.ﬁtigadu:-r Uniﬁmiﬁd N.}dﬂl.'lal
P Peruana 43118124 principal Autonoma Altcandina
Auear [Respansable) de Tarma-UNAAT
Walter Javier DM N® _ Universidad Nacianal
Cusdrada C & Peruana SOREE1ZR Co-Investigador Autonoma Altcandina
=me de Tarma-UNAAT
Grimalda Wilfreds DM e _ Universidad Nacianal
Cwizoe Sanfivafiez Peruana DETORA4 Co-Investigador Autonoma Altcandina
P de Tarma-UNAAT
Perfecto Chagua DM N° _ Universidad Nacional
Rodriouss Peruana 44143529 Co-Investigador Autonoma Altoandina
g de Tarma-UNAAT
Josziin Peruana DRI M Tesista :S:immldaidmndr:;
Paucarchuco Soto 71083073 de Tarma-Ll T
Uni idad Macional
Erick Abel Barznla Peruans DNI NE Estudiante/equips A;':xm' NL;Z?:Q
Oillera TEA51324 en formacion))
de Tama
) . . Universidad Macional
E‘ME;DB Vi Peruana 4}5?: I“::G1 Tesista Autonoma Alicandina
snooza vegs de Tarma-UNAAT
. Uni idad MWacional
Maria Angela de Brasilera PAS N° Co-Investigadora AStlxr:nul Altnf'lndli-l:a
Almeida Meireles FO782000 gs
da Tama
) N Universidad Macional
"Iu"'}_ Ce;sar Maceda Peruana DI N Co-Investigador Autdnoma Altcandina
Santivanez 42421138
de Tarma

diocLrreho lecronion archimoo en el Serdc
on Complamantana Final del D L Su s

te Urd: hitps:/fsgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental) Ch.

e: VEBACDA




RESOLUCION ADMINISTRATIVA

ANEXC 3

Cuadro N° 3. Detalle del material bioldgico de flora silvestre a colectar para el
desarrollo de la investigacion

Colecta (flora ylo fauna) o

M® Familia nm?;:n Tipe de muestra Cantidad Captura temporal (solo
para fauna)
Haojas 25 kilogramos Colects
Ramas 5 kilogramos Colects
1 |Fabaceas g?;‘::;‘g" Frutos 10 kilogramos Colects
Semillas 10 kilogramos Colects
muestra botanics 4 sjemplares Colects
Haojas 25 kilogramos Colects
Ramas 5 kilogramos Colects
2 |Anacardiaceas Schinus molie Frutos 10 kilogramos Colects
Semillas 10 kilogramos Colects
muestra botanics 4 sjemplares Colects
Haojas 25 kilogramas Colects
Ramas 5 kilogramos Colects
3 |Asteraceass mgns Frutos 10 kilogramos Colects
Semillas 10 kilogramos Colects
muestra botanics 4 sjemplares Colects
Haojas 25 kilogramos Colects
Ramas 5 kilogramos Colects
4 | Lamiaceas ﬂmﬂshm"r‘g Frutos 10 kilegramos Colects
Semillas 10 kilogramos Colects
muestra botanics 4 sjemplares Colects

ronico archreado =n &l Seraco




RESOLUCION ADMINISTRATIVA
AMNEXO 4
FORMATO DE INFORME FINAL
Como parte del cumplimiente de obligaciones adquiridas en el marco de la autorizacion de

investigacion cientifica de flora wio fauna silvestre, fuera de areas naturales protegidas, el{la)
administrado(a) debera presentar |a siguiente informacion:

a Indicar & mumers de la Resolucion Admisritrativa gue autoeizo la investigasion y elflos) mimerols) de resclucion de
masdificacion, de comespander. Tener en cueria que e fiulo del proyecho debe coincidir con la auorzacion otorgada,

b. Resumen para ser publicado on la wek del SERFOR (donde 2 delberd senalar los resuliados v la relevancia del estadio,
enire ofros, de forma sindetizada Fespecio de o encontrado en la Fvestigacion realizada, hasta 3000 caracteres o 500

palabras). Se adiwnta wn modelo en & siguiente  enlace:  hifps:drive google com/drivefolders EDY-
O iy g7 EGHNKCTAZOTYPayH? -

c. Resultados (Se debe indicar los resultados mas relevanies tomando en cwenta los objefvos planteados para
irvestigacion).

d. Conclusiones [En esh seccion se deberd incorparar |os enunciados generanos producio del analisis de resultados. los
cumles responderan las interrogaries u ckiztivos planteados).

6 Anexos

Adjuntar ajs) copials) de las(s) constancia(s) de depdsito del material biclogico®, en caso de haker realizado colectas.
La{s) constancials) deberaln) ser emifidals) por una institucion cientifica nacional depositaria de matenal kickogico-
ICHOMB, registrada por el SERFOR. 5i desea visualizar el regisiro de |CNDMEB aworizadas, pucde ingresar al siguienis
enlace:

:iisniffs. serfor. gob pelestadi =t calesitablersrecursos-geneticosinstivciones-cientificas-nacionals frias-

de-materiabiclogico
v Material fiotografico, en formaio oniginal. Se resguardara los derechos de autoe.

v Bojuntar las aworzaciones e ingreso a temiorios comunales, ACR, ACP, thuos habiitaries, pregios rarabes cuando
corresponda.

v Listado taxonomico de las especies de fora yio founa silvestre objedo de investigacion (colectadas, capturas
1m1p-:rai11e-nte regsuasmadmteregsh-nsimm;emirecb:s Hx:] iemdumnelmmrﬂcadomel

" En caso de no haber redlizado colectas, remitir la informacion del ambit de estudio, de acuerds con & formato indicado
en el siguienie enlace: hiftps: (drive soogle comddmie folders E0Y-u0UdE jwy pTBGhRH C T A O TY Py Tusp=drive_ink

< Entregar las) puklicacion]es), producio de la investigacion realizada en formato digital, (se podra adjuntar & enlace de
acceso al articulo, DOI, ete ) o de ko contrario sefalar gue no cuenta com pulblicacion. En caso de contar con pulbicacion
de tesis de pre 0 posgrado, ndicar &l emlace del repositonio en donde se encuentra depositado.

Dicha informacion podra ser entregada en formato digital a traveés de la Mesa de Partes Virtual
(hitps:iapps serfor.gob peimesadepartesvirtuali# o fisico en formate impreso en mesa de
partes presencial en cualquiera de las sedes de la ATFFS Selva Central

4 Articulo 135 y <l Articulo 135 del Reglamento para la Gestion Forestal v & Reglamento para la Gestion de Fauna
Sivestre, apmbados con Decreto Supremo N° (ME-2015-MINAGRI y Decreto Supremo N° MB-2015-MINAGRI,
respectivarments: sefialan que el material bicldgico colectsde debe ser depositado en Instituciones Cientficas

Macionales regstradas ante & SERFOR.

Estn &= una opis sutshio g misls de un doosrento slscironico archivedo &n el Seredco Forestal y de Fauna Sivestre, splicando ko dispuesto por
el Art 33 de D5, 070-203-POM y s Teroer Disposidon Gomplementarnia Final del DS, 026-20065-POM. 5u autenticided e integridad pueden ser
confrasiacas & traves de la siguente direcconwebe Urd: hittps:f fsgd.serfor.gob.pefvalidadorDocumental/ Clve: VGBACDA




Anexo 3. Autorizacion para realizar colecta de S. molle




Anexo 4. Constancia de dep6sito de la muestra S. molle

t HOMINEM

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES
LABORATORIO DE DENDROLOGIA Y HERBARIO

A
“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion de las
heroicas batallas de Junimy Ayacucho™ — )

CONSTANCIA DE DEPOSITO

N°101-2024-HF-UNALM

EL DIRECTOR DEL LABORATORIO DE DENDROLOGIA Y HERBARIO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES

Da Constancia:

Que esta institucién ha recibido del Ing. LARRY OSCAR CHANI PAUCAR, 4 muestras
boténicas (segin lista adjunta) en calidad de depasito.

LARRY OSCAR CHANI PAUCAR Identificado con DNI N° 43118124, informa que los
especimenes provienen del Departamento de Junin; Provincia de Tarma, producto del Proyecto
de Investigacion: *Valoracién de especies vegetales aromaticas comercializadas en Ia Ciudad
de Tarma para la obtencién de compuestos veolitiles usando tecnologia de fluidos
supercriticos” y que corresponde a la autorizacién:

¢ RA N°D000260-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL

Se expide el presente documento a solicitud del interesado para los fines que hubiere lugar.

Lima, 14 de Octubre 2024.

Reynel Rodriguez Ph. D.
Profesor Principal, Dpto. Académico de Manejo Forestal
Director del Laboratorio de Dendrologia y
Herbario de la Facultad de Ciencias Forestales (MOL).



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES
CONSTANCIA
N° 101 - 2024 - HF-UNALM

Codigode | No. de pos ’ g s Muestras

o p ; ” s

N Masis | Colaci Familia Especies Departamento | Provincia | Distrito Localidad Depésitadas Autorizacién

holl i ina Vi

1 52113 [LOCP-001  |FABACEAE o 'o o ’.’ubmm Junin Tarma  |Tarma CHRIAC CappTN Vicors 1 RA N° D000260-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL
(Poir.) J.W.Grimes Congas

2| 52114 |LOCP-002  |ANACARDIACEAE |Schinus molle L. Junin Tarma  [Tarma E:nmg:'dad R e 1 RA N° D000260-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS.SELVA CENTRAL

3| 52115 |LOCP-003  |ASTERACEAE Ambrosia arborescens Mill. |Junin Tarma  [Tarma g;";:'dad Campesina Viears 1 RA N° D000260-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL
Minthostachys mollis

4| 52116 |LOCP-004  |LAMIACEAE (Benth) Griseyb Junin Tarma  |Tarma  [Huanuquillo 1 RA N* D000260-2024-MIDAGRI-SERFOR-ATFFS-SELVA CENTRAL

*Informacién proporcionada por el solicitante.




Anexo 5. Constancia de determinacién botanica de la muestra S. molle

¥ HOMINEM
O

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES
LABORATORIO DE DENDROLOGIA Y HERBARIO

"Afio del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independendia, y de la conmemoracién de as heroicas batallas
de Junin y Ayacucho"

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA

A solicitud del Ing. LARRY OSCAR CHANI PAUCAR, investigador de la
Universidad Nacional Auténoma Altoandina de Tarma se proporciona la identidad
de los especimenes indicados.

La informacion proporcionada por el depositante sobre las muestras es:
Proyecto “Valoracion de especies vegetales aromaticas

comercializadas en la Ciudad de Tarma para la obtencion de
compuestos  voldtiles usando tecnologia de fluidos

supercriticos”
Zona de coleccion  : Comunidad Campesina Vicora Congas y Huanuquillo - Tarma
Provincia : Tarma
Departamento : Junin
Colector : Larry Chaiii Paucar
N° COL NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN FAMILIA
LOCP-001 Otholobium pubescens (Poir.) J.W. Grimes “Culen”™ FABACEAE
LOCP-002 Schinus molle L. “Molle™ ANACARDIACEAE
LOCP-003 Ambrosia arborescens Mill. *Marco” ASTERACEAE
LOCP-004 Minthostachys mollis (Benth.) Griseb. “Mufia” LAMIACEAE

/ \

S Laborztodode

Determinado por: / /5,“;> /_é
Y- Dandrologia ¥

( '/ rlos Reynel Rodriguez Ph ortanto MOLH

Profesor Principal, Dpto. Académico de Manej .?.:; gestal
Director del Laboratorio de Dendrologia Y@ T i
Herbario de la Facultad de Ciencias Forestales (MOLY!

La Molina, 29 de Octubre del 2024

A La Moima s'a La Mobina , Linn, Pers B Yalf: (811) 614 9145 £ (511) 610 7830 amexo 248 cel: $1 843 750364
heterkfai@amolisnclep: = wwwlumding sdu pe¥aaitad foreusle:



Anexo 6. Datos de calibracién del caudalimetro

/~? Cole-Parmer: Tokphone: 87540760

Delivering Solutions You Trust Bumdl:  lachitolycolegiias o
e Web: www.coleparmer.com
034-39-GL  FLOWMETER CALIBRATION DATA 034/25
CUSTOMER CUST. P.O. No REF. CURVE NUMBER
0396-AM-02
Max. Flow Min. Flow Units Metering Fluid Date
7485 402 std. ml/min carbon dioxide 30-Nov-1999
Model Number Metering Temperature 700 °F
Tube Number 034-39-GL Metering Pressure 14.70 psia
Serial Number Metering density 0.001835 g/ml
Float Material glass Metering Viscosity 0.01470 cp
Float Density 253 g/ml Density at STD.Cond 0.001835 g/mi
STD. Conditions STP:1am@70° Accuracy Standard
Room Temperature 700 °F Barometric Pressure 14.70 psia
SCALE READINGS AT CENTER OF FLOAT
Scale Reading (mm) Flow
150 7485
140 7008
130 6586
120 6094
110 5567
100 5117
90 4625
80 4120
70 3633
60 3099
50 2582
40 2065
30 1529
20 991
10 402

625 East Bunker Court = Vernon Hills, IL 60061-1844 « ColeParmer.com



Anexo 7. Informe de ensayo N° 0775 — 24 — LABICER

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA
R 5_ FACULTAD DE CIENCIAS I_. ~
F | LABORATORIO LABICER ? AB“;"’I:R
ANALISIS QUIMICO, CONSULTORIA E INVESTIGACION ' Sl mmmm R e EEe

INFORME DE ENSAYQ N° 0775 - 24— LABICER
1.  DATOS DEL CLIENTE

1.1, NOMBRE | RAZON SOCIAL : JOSELIN PAUCARCHUCO 50TO
GERMAN PADILLA PACAHUALA
12 DNI/RUC. : 71083073 / 70832639
13. DIRECCION : -
2. CRONOGRAMA DE FECHAS
2.1. FECHADE RECEPCION DE LA MUESTRA 150872024
22, FECHADE EJECUCION DEL ENSAYO : 201082028
23 FECHADE BEMISION DEL INFORME : 221081 2024
3. ANALISIS SOLICITADO : ANALISIS CUALITATIVO Y SEMICUANTITATIVO
4. DATOS DE LA MUESTRA
41. TIPODE MUESTRA : VEGETALES Y PRODUCTOS NATURALES
4.2 DESCRIPCION DE LA MUESTRA : 01 MUESTRA DE EXTRACTO AROMATICO OBTENIDO

DE LAS HOJAS DE SCHINUS MOLLE [ CON CO:
. SUPERCRITICO (01343 g)
CODIFICACION : HsM-43150-2
TESIS : “EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
COMPOSICION DE METABOLITOS BIOACTIVOS DEL
EXTRACTO AROMATICO OBTENIDO DE LAS HOJAS
DE SCHINUS MOLLE L. CON GOz SUPERCRITICO"

43 OBSERVACIONES (31 APLICA) : ENVASE DE VIDRIO
5. LUGAR DE RECEPCION Y ANALISIS : LABORATORIO LABICER-UNI
6.  CONDICIONES AMBIENTALES : Temperatura: 20.5 °C; Humedad relativa: 59 %

7. EQUIPOS UTILIZADOS

CROMATOGRAFO DE GASES. SHIMADZU, GC-2010 Plus.

* Automuestreador: SHIMADZU, AOC-A000.

= Detector de especirometria de masas: SHIMADZU, GCMS-QF210 Ulra.

COLUMNA GC: RESTEK. RTX-5MS3, 30m « 0.25 mm 1D x 0.25 um df Senal: 1346249

& REACTIVOS

= Helio UHP (5.0), 299.99%%
= n-hexano, P.A Merck Millipore, EMSURE.

9.  PROCEDIMIENTO
9.1. TRATAMIENTO DE MUESTRA

Se recibic 01 muestra de extracto aromatico (descrta en el item 4). Se dilupd 0.10 mL de la muestra con
n-hexano y se llevd a un velumen de 10 mL

Se filtrd usando filros de jeringa de 045 um y se trasvasd la muestra diluida y filrada en un vial 2 g I
colocod mmediataments en el automuestreador del GCMS para su lectura.

INFOFRME DE ENSAYO N°0 775-24- LABICER Pagina 1 de 6

Prohibida [z afferacion o wso indebito dal presants informe. Prohibida la reproduceitn parcial, salvo autorizacion esenia de LABIGER-UNL
Av. Tipac Amaru 210, Rimsc-Lims-Pend. Teléfonos: (511) 481 1070 Anexo: 5018 / (511) 382 0500. E-mail: labicergnum ady pe



92 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Analisis por Inyeccion Liguida

TABLA N*1. Condiciones de Operacion

Equipo GC/MS GCMS-QF210 Utra
Inyeccion Liquida (AOC-6000)
Jernga L531-10 uL
Cicle de Pre-Enjuague 3
Ciclos de Emuague con Muestra 1
Razdn de Flujo de Aspiracion 1uls
Inyector SPL1
Razdn de Flujo de Inyeccion 100 wlimin
Ciclos Post-Enjuague 3
Volumen de Inyeccidn 20ul
Puerto de Inyeccion
Tipo Split
Razon de Split 50.0
Temperatura 280 °C
Tipo Helig
Modo de Conirol de fluip Velocidad Lineal (36.5 cm/sec)
Flujo de columna 1.00 mLfmin
Flujo de purga 3 mLimin
Programa de Temperatura de Columna
Fazdn Temperatura Hold time
- &l =C 5 min
4 *Cimin 20°C (} min
11 *Clmin 280 =C 15 min
wi
]
Tiempo total programade: £5.45 min
Detector
Tipo Mazaz
Temperatura de Fuenie de iones 290°C
Temperatura de Interdacs 290°C
Tiempo de corie 2 min
Tiempo de inicio M3 3 min
Energia de ionizacidn TleV
Modo de adquisicion Scan
Rango SCAN 22-500 miz
Columna Cromatografica
Tipo e ]
Dimensiones 30 mx 025 mm x 0.25 pm
INFORME DE EMSAYO MN® 0775-24- LABICER Pagina 2 de 6
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10.  RESULTADOS
ARAMETRO METODO DE
P RESULTADO REFERENCIA )
Log componentes de la muestra que presentan mayor arsa
relativa son:
#+ Cyclohexanol, 3-ethenyl-3-methyl-2-(1-methylefheny)-6-
e B e e T L P
semicuanitativo de los X U]'-lﬂéca-i & dene: 1'2 1% acoplada a espectrometria de
componentes de la - y Lo masas (GC-MS).
muestra B3 + Cyclohexanemethanol, 4-ethenyl- alpha.,.alpha_4- (Iny=ceion figuids)
rimethyl-3-(1-methylethenyd)-, [1R- ’
{1.alpha., 3 alpha. 4 beta )} 10.36 %
* Lup-20{29)-en-3-one: 6.55%
Log compuesios s muestran en la Tabla N™ [Anexos).
1 Metodo de ensayo de referenda o fonica aceptada por el diente.
A3 idendificacion (analisis cuaifativo) de los compuesios es of resukado probabilistico obienido por & software del equipo GCMS
solution de SHIMADZU whiizands la fbrera NIST 2014, La probabilidad se mide por &f SI [Simiarfly index) que se ancusnira en
cada espectro de masa (en el fexio supeniora la grafica). Nomalments 52 usa =f rango de Sl de §53 100 B
A B analisis semicuantiativo se basa en 13 siguisnte formufa: area relafiva defl compuesto (3] = (AFY TAP x100, donde AFT: Arsa de
pico individual, TAP: Area de picos tofales.
11.  VALIDEZ DEL INFORME DE ENSAYO
Loz resultados del informe de ensayo solo son validos para la(s) muestralz) encayadas, descrtals) en el item
4 del presente documento.
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NOTAS:
1. LABICER-UNI no 52 responsadiiza del muesres ni de la procedencia de @ muesira.
2. LABICER-UNI o 52 hace respansabie de (@ insormacion proporcionada por el dients, incuidos en los items 1y del 4.1 a1 4.2 dal presente documents.
3. Los resuitados de los ensayos obtenidos no deben ser uiizados como una cerSicacion de cordarmidad con Rormas de produd o como certifcads
el sistema de calidad de |3 enidad que ko produce.
4, Este 00CUMEN0 carece de validez sin sedo y fimas comespondiemss.
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Anexo 8. Perfil cromatografico del extracto aromatico extraido de las hojas de S. molle

a 150 bary 45 °C

Perfil cromatografico (6 a 34 min) TIC

5,000,000 o
10.0

Perfil cromatografico (46 a 59 min) 11C

2,000,000
| = ':.
I e
’—-31}'_-’_} . - ,
50.0 9.

min



Anexo 9. Instrumento de recoleccién de datos

| SAMPLE: Schinus Molle L

Date: Juio Totalizer estimate (ur): 0.192 SF:121 €O, densty (kg/ur’): 1257

Static time (min): 10

N | Pressue (bar)  |Temperatwre ()| Frometer Sﬂmp‘;g)‘"dght Bote (&) Bame:g;mr il totalzer (x| Fnal totazer () ;ﬂ; Extact(y) | Yild(o,mam) | Mem
1 150 35 30 1000 | 83312 | 584528 14871 14966 | 3707 | 01156 115
2 150 35 50 100125 | 53440 | 535487 18.158 18253 | 4005 | 01083 104 1.10
3 150 15 30 100303 | ss44a7 | 535833 16.220 16315 | 3639 | 01386 138

4 150 15 30 10007 | 8273 | 583616 13.956 14051 | 3809 | 01383 134 136
5 150 55 30 100088 | 582135 | 583072 15.051 15046 | 3851 | 00037 0.94
6 150 55 30 10053 | s4s622 | S46449 17.995 18090 | 3904 | 00827 082 0.88
7 250 35 50 100401 | sa9499 | 550782 17.102 17107 | 3438 | o 128
8 250 35 30 100426 | 572645 | 573879 14429 s | 33| onm 123 1.25
9 250 15 50 10039 | 568243 | 569393 15.97 15392 [ 3520 | 01150 115

10 250 15 30 100169 | 55508 | 536307 17275 1737 | 3601 | 01221 122 118
11 250 55 30 100392 | s2s697 | 527019 14.169 14264 | 3925 | o1 132

12 250 55 50 100450 | 5900313 | 591597 17538 1763|3624 | o184 128 130
13 350 35 30 100041 | 543550 | 54466 15479 1557 | 3405 | 01110 111

14 350 3 50 100460 | 356114 | 557300 16.838 1693 | 3401 | ouer 118 1.15
15 350 15 30 100061 | 55221 | 533489 14602 14697 | 3538 | 01248 125

16 350 15 50 00165 | 551737 | 533024 16.656 16750 | 3601 | 01287 128 127
17 330 55 50 100399 | se2s00 | 543003 15746 15841 | 3544 | 01303 130

18 330 55 50 00 | 5553 | ssess 16,386 16481 | 3434 | 0125 125 127




Anexo 10. Trabajo desarrollado en los laboratorios del INITA

Preparacion y acondicionamiento de la muestra (hojas de S. molle)

Extracto obtenido de las hojas de S. molle




Analisis de capacidad antioxidante de los extractos aromaticos de S. molle

Anaélisis de cromatografia de gases




