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Resumen

La extraccion de aceites esenciales es un area de estudio que avanza con la implementacion de nuevos métodos de
extraccion en la buisqueda de nuevos quimiotipos, mejores rendimientos y reducciéon del consumo energético, siendo
aplicada en campos como la agroindustria, las ciencias farmacéuticas, entre otras. En este estudio se exploraron nuevas
tecnologias para la extraccion de volatiles en especies vegetales colombianas, enfocandose en la optimizacion de
parametros a través de un disefio experimental, utilizando radiacién de microondas. El objetivo fue optimizar los
parametros de potencia y tiempo para maximizar el rendimiento de aceites esenciales de Peperomia subspathulata,
una especie sin estudios previos en el departamento de Narifio. La metodologia empleada consistié en el uso de la
hidrodestilacion asistida por microondas bajo un disefio factorial 32y el método de superficie de respuesta para obtener
el perfil quimico a través de cromatografia de gases y espectrometria de masas, y comparar los rendimientos. Los
resultados obtenidos en este estudio fueron los siguientes: los parametros 6ptimos por microondas fueron 800 W y 81
minutos, obteniendo un rendimiento de 149 % para hojas y 0,99 % para tallos, valores superiores a los de la
hidrodestilacion convencional (1,15 % y 0,84 %, respectivamente). El perfil quimico de los aceites esenciales reveld un
nuevo quimiotipo compuesto por Miristicina, Safrol y alfa-bisabolol en ambos métodos. Asimismo, se optimizaron las
areas cromatograficas de estos componentes, obteniendo valores de 46,88 % para Safrol, 58,84 % para Miristicina y
18,58 % para alfa-bisabolol. En conclusion, esta investigacion implementa una metodologia innovadora de extraccion
con altos rendimientos y tiempos reducidos, ademas un nuevo quimiotipo para P. subspathulata del departamento
de Narifio sentando las bases para el estudio de otras especies aromaticas en futuras investigaciones.
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Abstract

Essential oil extraction is an area of study that is advancing with the implementation of new extraction methods in the
search for new chemotypes, improved yields, and reduced energy consumption. It is applied in the agroindustry and
pharmaceutical sciences, among others. In this study, new technologies for extracting volatiles from Colombian plant
species were explored, focusing on parameter optimization through an experimental design using microwave
radiation. The objective was to optimize power and time parameters to maximize the yield of essential oils of
Peperomia subspathulata, a species that had not been studied before in the Nariflio department. The methodology
consisted of microwave-assisted hydrodistillation under a 3?-factorial design and the response surface method. The
chemical profile was obtained through gas chromatography and mass spectrometry, and the yields were compared.
The results obtained in this study were as follows: the optimal microwave parameters were 800 W and 81 minutes, with
a yield of 1.49% for leaves and 0.99% for stems, values higher than those of conventional hydrodistillation (1.15% and
0.84%, respectively). The chemical profile of the essential oils revealed a new chemotype composed of Myristicin,
Safrole, and alpha-bisabolol in both methods. Likewise, the chromatographic areas of these components were
optimized, obtaining values of 46.88% for Safrole, 58.84% for Myristicin and 18.58% for alpha-bisabolol. In conclusion,
this study establishes the implementation of an innovative extraction methodology with high yields and reduced
times; moreover, a new chemotype for P. subspathulata from the Narifio province, laying the foundation for the study
of other aromatic species in future research.
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1. INTRODUCCION

La obtencién de aceites esenciales de plantas aromaticas se puede realizar mediante
diversos métodos de extracciéon como la hidrodestilacidn, destilacion por arrastre con vapor y
extraccion con disolventes. Sin embargo, en los ultimos afos la hidrodestilacién asistida por
microondas ha tenido gran aceptacién [1]. Esta técnica se destaca por sus mejores
rendimientos y menores tiempos de extraccidn, reduciendo el consumo energético, lo que
resulta en procesos mas sostenibles en comparacidon con métodos convencionales. Estas
ventajas no solo minimizan el impacto ambiental, sino que también incrementan la viabilidad
industrial, haciéndola ideal para aplicaciones en sectores como cosméticos, agrogquimicos y
alimentarios [1]. Sin embargo, la hidrodestilacién asistida por microondas presenta varias
condiciones que pueden modificar el rendimiento, el perfil fitoquimico y la calidad de los
aceites esenciales, lo que hace necesario optimizar los pardmetros mediante métodos
estadisticos como el de superficie de respuesta [2], [3]. Esta metodologia permite identificar
gué condiciones hacen que la variable de respuesta estimada alcance un valor éptimo [4].

En la actualidad muchos estudios enfocados en la extraccidon de fitoquimicos de diferentes
matrices utilizan esta metodologia para encontrar los valores éptimos de rendimiento, y la
interaccién entre las variables que afectan el proceso, donde se considera de gran importancia
eltiempoy la potencia utilizada como es el caso de la extraccion de cafeina [5], o volatiles [6]- [8].
Estudios realizados en aceites esenciales comerciales extraidos de lavanda [9], romero [10] y
albahaca [11] han permitido optimizar las condiciones de extraccién, obteniendo mejoras
significativas tanto en los tiempos del proceso como en los rendimientos, con resultados
comparables o incluso superiores a los alcanzados en el método convencional. Otro parametro
importante que se considera es el drea cromatografica de los componentes marcadores en el
aceite esencial; es por ello, que se realiza un perfil cromatografico del aceite esencial para
evaluar cdmo afectan los factores y cudles son los valores 6ptimos del area para cada
metabolito [12].

En el caso de la hidrodestilacion asistida por microondas, la radiacion empleada sigue
mecanismos de transferencia de masa y calor en la misma direccién, desde el interior hacia el
exterior de las células vegetales. Esto contrasta con la extraccion convencional, donde los
procesos ocurren en direcciones opuestas, generando pérdidas y mayor consumo
energético [13]. La interaccién de este tipo de radiacién con la muestra permite la ruptura de
las células del material vegetal de manera eficiente y realizar el calentamiento de los
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componentes volatiles y del disolvente a través de los mecanismos de conduccién iénica y
rotacion dipolar lo cual, mejora los rendimientos en menor tiempo. La absorcién de este tipo
de radiacion generalmente es directamente proporcional a la constante dieléctrica del
disolvente, razén por la cual se usa agua puesto gue no genera procesos de contaminaciéon
ambiental en este método de extraccion [14].

La produccioén de aceites esenciales en Colombia tiene un gran potencial para aplicaciones
en sectores como la industria alimentaria, cosmética y agricola, con la posibilidad de generar
ingresos econdmicos significativos. En 2023, se reportaron dividendos de 42,79 millones de
ddlares, con un crecimiento anual estimado del 6 % [15]. Lo anterior ha incentivado un interés
creciente en el pais de especies vegetales, tanto endémicas como introducidas y en familias o
géneros con gran diversidad con el propdsito de encontrar nuevos quimiotipos con altos
rendimientos, basados en nuevas técnicas de extraccion que permitan optimizar las materias
primas y generar un menor consumo energético.

Entre las especies vegetales, se destaca la familia Piperaceae, que cuenta con mas de 600
especies en Colombia [16] y un uso amplio en la medicina tradicional. Los géneros mas
representativos son Pipery Peperomia.

Un analisis en la base de datos Scopus sobre el estudio de aceites esenciales muestra una
diferencia significativa entre los dos géneros en el cual se reportan mas de 1236 resultados para
el primero incluyendo 32 estudios en Colombia (Figura 1), mientras que solo se encuentran 45
estudios para el segundo con solo 3 reportes en el pais (Figura 2), donde las areas relacionadas
con las ciencias agricolas, ciencias biolégicas y ciencias quimicas tienen mayor impacto.
Algunos quimiotipos de aceites esenciales de esta familia incluyen algunos fenilpropanoides
como safrol, miristicina y elemicina en especies como Piper rivinoides [17], Piper xylosteoides
18], Piper caninum [19], Piper hispidinervum, Piper auritum, Piper marginatum [20], [21] los
cuales han demostrado propiedades antimicrobianasy antifUngicas ya sean solos o0 en mezclas
con medicamentos, llegando a inhibir cepas resistentes.

Brasil { | | 400
India 231 |
Estados Unidos :I 70
Malasia-:l 64
China{ 53
Indonesia-:l 49
Tailandia{ | 42
Vietnam{ |38
Colombia - 32
ltalia{___] 30
Nigeria-:| 28
Ecuador-:l 27
Francia-:| 27
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Documentos género Piper

Figura 1. Reportes de investigaciones realizadas en el género Piper.
Fuente: elaboracién propia a partir de Scopus.
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Figura 2. Reportes de investigaciones realizadas en el género Peperomia.
Fuente: elaboracién propia a partir de Scopus.

En el caso del género Peperomia, los escasos estudios realizados en Colombia indican un
campo de investigacion amplio por explorar, especialmente en procesos de optimizacion
mediante metodologia de superficie de respuesta. Tan solo dos estudios se han realizado
utilizando la extraccién por hidrodestilaciéon convencional uno en P. subspathulata [22] y otro
en P. galioides [23] ambos en Cundinamarca con rendimientos de 0,16 % y 0,3 %,
respectivamente. También se encuentran dos estudios utilizando el método asistido por
microondas, uno en el oriente en Arauca, donde se utilizé material vegetal fresco de cada
especie y con bajos rendimientos, para P. angustata, P. glabella, P. pellucida y P. serpens con
valores de 0,0032 %, 0,0033 %, 0,06 % y 0,02 %, respectivamente [24], y otro en la costa Caribe
donde se realizd el analisis de P. pellucida; sin embargo, no reportan el rendimiento [25]. Estos
datos brindan una oportunidad de busqueda de nuevas fuentes de especies aromaticas de
este género que puedan brindar mayor cantidad de aceites esenciales y metabolitos activos
en mayor concentraciéon, en areas de gran biodiversidad como lo es el suroccidente
colombiano.

En el departamento de Narifo, la familia Piperaceae es representativa de los bosques
humedos tropicales, incluyendo los géneros Piper y Peperomia. Estas Ultimas son plantas
arbustivas que crecen desde el nivel del mar hasta los 3500 msnm. En los paramos zonales
cercanos a la Laguna de la Cocha [26] se cultiva Peperomia subspathulata, conocida
tradicionalmente como “congona”, y valorada en la medicina tradicional por sus propiedades
terapéuticas, especialmente en varios municipios de la regién [27].

En la actualidad no hay reportes previos sobre las especies del género Peperomia
orientados hacia la extraccién y caracterizacidbn de sus aceites esenciales en este
departamento. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue optimizar la extraccion del aceite
esencial de Peperomia subspathulata de Narifno mediante el método asistido por microondas
utilizando un disefio experimental factorial y se compararon los rendimientos con los
obtenidos en el método convencional.
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2. METODOLOGIA
2.1 Reactivos
El sulfato de sodio anhidro grado reactivo fue adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia), la

mezcla de estandares de n-alcanos (C7-C30) de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE. UU.). Los reactivos
fueron usados directamente sin purificacion adicional.

2.2 Material vegetal

Se recolectaron 10 kg de hojas de P. subspathulata en la vereda El Motilén, corregimiento
de El Encano, del municipio de Pasto, con coordenadas 1° 07' 14" N, 77° 10" 14" W en el mes de
septiembre del 2021. La especie vegetal fue identificada de acuerdo con el cédigo COL-612215

el cual reposa en el Herbario Nacional Colombiano (COL). EI material vegetal se secd a
temperatura ambiente obteniendo 3,05 kg y se procedié a su extraccion.

2.3 Proceso de optimizacion del rendimiento del aceite

Para este proceso se aplicé un disefo experimental factorial 32 considerando dos factores
(potenciay tiempo) con tres niveles, cada uno por triplicado (Tabla 1).

Tabla 1. Variables de extraccién y niveles usados en el disefio experimental. Fuente elaboraciéon propia.

Variables independientes Niveles
(factores) Bajo Medio Alto
Potencia (W) 400 600 800
Tiempo (min) 30 60 90

Se utilizaron los graficos de efectos principales para conocer la correlaciéon de los factores
con la variable de respuesta y se establecieron los pardmetros 6ptimos con la metodologia de
superficie de respuesta a través del software Statgraphics Centurién versiéon 19.6.04, ajustada
al siguiente modelo (1):

Y(respuesta) = K + YiL  KiXi+ Yo, KijXiXj + Yo, Kiixi2 m
2.4 Extraccion asistida por microondas

Se emplearon 70g de hojas secas trituradas manualmente, se utilizé 1,1L de agua
desionizada y las extracciones se realizaron en un microondas convencional marca Haceb
modelo 1.1 99822D (1000 W; 2,45 GHz) en intervalos de 15 min, la variable de respuesta fue el
rendimiento del aceite (Figura3). Se utilizé6 agua como sistema de refrigeracién a 4°C.
Concluido el tiempo de extraccion se separo el aceite esencial, se eliminaron los residuos de
humedad con sulfato de sodio anhidro, y se almacend en un vial ambar en refrigeracién hasta
su posterior andlisis cromatografico. El porcentaje de rendimiento se calculé en base seca
(% m/m).
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Figura 3. Sistema de extraccién asistido por microondas. Fuente: elaboracién propia.

2.5 Proceso de optimizacion del area cromatografica de los componentes
mayoritarios

Como compuestos mayoritarios en el aceite esencial de P. subspathulata se identificaron
safrol, miristicina y alfa-bisabolol (Figura 4). Para los dos ultimos, se utilizé el mismo diseno
experimental factorial. El proceso de optimizacion se llevé a cabo mediante el método de
superficie de respuesta, lo que permitié encontrar los valores dptimos para cada componente.

0 Z (O Z %
I °j%>m S Q\
N I atfa-bisabolol (B)

Safrol (S) Miristicina (M)

Figura 4. Estructuras de los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de P. subspathulata.
Fuente: elaboracién propia.

2.6 Analisis estadistico

Se utilizé la prueba ANOVA para analizar los datos con un nivel de significancia del 95 %, se
incluyd el estadistico de Durbin-Watson para el analisis de los residuos.
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2.7 Extracciéon por hidrodestilacion Clevenger convencional

Para este proceso se tomo 100 g del material vegetal seco, se molié manualmente, se utilizd
11L de agua desionizada y se realizd la extraccidn por hidrodestilaciéon tipo Clevenger por 3
horas en una plancha de calentamiento. Concluido el tiempo, se separd el aceite esencial, se
elimind el agua remanente con sulfato de sodio anhidro, se trasvasé a un vial ambar y se
mantuvo bajo refrigeracion hasta el analisis cromatografico. El porcentaje de rendimiento se
calculod en base seca (% m/m) y el procedimiento fue realizado por triplicado.

2.8 Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los analisis fueron realizados en un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro
de masas marca Shimadzu GC-MS QP 2010S bajo las siguientes condiciones: se utilizé una
columna SHRXI-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Shimadzu), el gas de arrastre fue helio UAP,
un volumen de inyeccion de 1,0 uL, la temperatura del inyector fue de 250°C y la inyeccion se
realizé en modo Split 1.50, la temperatura de la interfase fue de 280°C, la rampa de temperatura
utilizada fue: 40°C x 5 min, aumentando a una proporcion de 5°C/min hasta 250°C y se mantuvo
a esta temperatura por 15 min. Los espectros de masas fueron obtenidos en modo full scan de
35 - 400 uma, por impacto electrénico a 70 eV. Los compuestos fueron identificados por
comparacion con los espectros de masas de las librerias NIST y Wiley, los indices de retencion
y con datos de la literatura [28], [29]. Los indices de retencidn se calcularon de acuerdo con (2):

RI = 100 * Pz + 100 = [(RT(x) — RT(Pz))/ (RT(Pz + 1) — RT(Pz))] 2)

donde: Pz: nUmero de carbonos de la parafina previa al analito
RT(x): tiempo de retencidn del analito (min)
RT(Pz): tiempo de retencidn de la parafina previa al analito (min)
RT (Pz+1): tiempo de retencidon de la parafina posterior al analito (min)

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Proceso de optimizacion por microondas y analisis estadistico

El diseflo experimental se llevé a cabo utilizando el método asistido por microondas y se
estructuré mediante un disefio factorial 32 de manera aleatoria y por triplicado en términos de
la variable rendimiento en hojas. Para el analisis de los datos se uso6 el software Statgraphics.
Los resultados obtenidos para los 27 experimentos se presentan en la Tabla 2.

El grafico de efectos principales muestra un comportamiento creciente del rendimiento en
funcién de la potencia y no lineal creciente en funcidon del tiempo como se observa en la
Figura 5.

Trabajos previos han demostrado cémo el uso de la radiacién de microondas permite el
rompimiento de las células al interior del material vegetal, como se ha evidenciado mediante
estudios de microscopia electrénica de barrido (SEM), facilitando la liberacién de metabolitos
secundarios [30], [12]. Algunos factores clave a considerar en la potencia de extracciéon son la
tasa de transferencia de calor y el transporte de metabolitos, ya que ambos aumentan
proporcionalmente a la energia suministrada, proporcionando mayores rendimientos en
tiempos mas cortos. Sin embargo, el uso de altas potencias puede generar la degradacién de
compuestos [31], [32] o la pérdida de componentes muy volatiles afectando el rendimiento de
extraccion [33], [34].
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Tabla 2. Valores de rendimiento en hojas obtenidos en cada bloque del disefio experimental 32
Fuente: elaboracién propia.

Experimento Potencia (W) Tl(?nn?np)o F;eb?:rl]r:;lloer&c)) ifgg;gfr&c)’
1 600 60 1,16 1,21
2 600 90 1,16 1,08
3 400 60 0,60 0,72
4 600 30 0,51 0,49
5 800 30 0,79 0,87
6 800 60 1,47 1,41
7 400 30 0,12 0,09
8 800 90 1,47 1,49
9 400 90 0,98 0,90

10 400 60 0,80 0,74
N 600 60 1,00 1,10

12 600 20 1,19 1,23
13 400 20 0,95 0,92
14 800 30 0,88 0,89
15 600 30 0,51 0,52
16 800 60 1,47 1,43
17 400 30 on (ON]!

18 800 90 1,57 1,52
19 400 30 0,10 0,12
20 400 90 0,92 0,93
21 800 60 1,45 1,44
22 600 90 1,25 1,24
23 800 90 1,49 1,53
24 800 30 0,90 0,90
25 600 60 m m

26 400 60 0,71 0,75
27 600 30 0,62 0,53

De manera similar, en el caso del tiempo, se debe tener en cuenta el calentamiento debido
a la transferencia de calor del disolvente, que posee un alto valor de constante dieléctrica. Esto
permite que la extraccién alcance un valor maximo, determinado por la tasa de solvatacion de
los compuestos en la matriz, tras lo cual el rendimiento permanece constante o disminuye.
Para implementaciones exhaustivas y prolongadas, se puede recurrir a ciclos de extraccion,
dependiendo de la matriz y los analitos, asegurando evitar la degradacion por
sobrecalentamiento o tiempos excesivos. Los modelos cinéticos de primer y segundo orden
explican el comportamiento del rendimiento de extraccién en funcién del tiempo [35]. La
disponibilidad de los compuestos volatiles en la superficie del material y en el interior de las
células depende de la tasa de transferencia del disolvente, lo que puede generar
comportamientos lineales o no lineales [10].

Por lo tanto, es esencial identificar los valores 6ptimos de estos factores para maximizar el
rendimiento y evitar efectos de degradacién. Con base en lo anterior, se realizd la optimizacion
utilizando el método de superficie de respuesta (ver Figura 6), obteniendo (3), que describe el
comportamiento entre la variable de respuesta (rendimiento) y los factores tiempo y potencia.
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Rendimiento = —1,94778 + 0,00258889 * Potencia + 0,0463704 * Tiempo — 3,3333 X 1077 (3)
* Potencia 2 — 7,77778 x 107° = Potencia * Tiempo — 2,48148 X 10™* * Tiempo?

1,4 j
/

P I i
/

\
4

Rendimiento (%)
=
o

9
<)

0,61 /

30 40 50 60 70 80 90 400 500 600 700 800
Tiempo (min) Potencia (W)

Figura 5. Gréafico de efectos principales para el rendimiento en hojas. Fuente: elaboracién propia.

8 1.4

2 1.2
g R
£ 108
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Q 08¢
= B
06 0
o

0,4

0.2

Figura 6. Grafico de superficie de respuesta para el rendimiento en hojas. El punto éptimo en la
superficie se indica por el punto rojo. Fuente: elaboracién propia.

El diagrama de Pareto muestra como solo el parametro potencia al cuadrado no es
significativo en el modelo (ver Figura 7), lo cual se puede corroborar con el analisis de varianza
ANOVA (ver Tabla 3) a través de los estadisticos F y P que demuestran que cuatro parametros
son significativos en el modelo: potencia, tiempo, tiempo al cuadrado y el producto de ambos,
dando valores altos en el estadistico F y valores inferiores al 0,05 en el estadistico P (indicados
por barras sombreadas en la Figura7); solo el parametro potencia al cuadrado no es
significativo con un valor F de 0,27 y un valor P de 0,6106.
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I Contribucién positiva
B Contribucién negativa
Valor-P < 0,05

Potencia?

Potencia*Tiempo

Tiempo?

Factores

Potencia

Tiempo 94,219 %

10-3 10-2 10 100 10 102
Contribucion (%)
Figura 7. Diagrama de Pareto para los pardmetros del modelo. Los pardmetros significativos en el

modelo se indican por sus barras sombreadas. Fuente: elaboracién propia.

Tabla 3. ANOVA para el rendimiento con respecto a los factores potencia y tiempo.
Fuente: elaboracién propia.

Fuente cil;?rzgss Gl CL;T?S(;?SO Razoén- F Valor- P
A (Potencia) 213556 1 213556 536,71 0,0000
B (Tiempo) 2,30409 1 2,30409 579,07 0,0000
AA 0,00106667 1 0,00106667 0,27 0,6106
AB 0,0261333 1 0,0261333 6,57 0,0190
BB 0,299267 1 0,299267 75,21 0,0000
Bloques 0,00508889 2 0,00254444 0,64 0,5386
Error total 0,0756 19 0,00397895
Total (Corr.) 48468 26
R? 98,44 %
R? ajustado 97,87 %
Estadistico de Durbin-Watson 0,5971

El valor de R? en el modelo fue 98,44 %, indicando la variabilidad del rendimiento, y el R?
ajustado fue de 97,87 %, lo que representa un buen ajuste de los datos al modelo. Ademas, el
estadistico de Durbin-Watson, con un valor P de 0,5971 (mayor a 0,05), indica que no hay
correlaciéon en los residuos, dando validez a los datos aleatorios.

Con los datos calculados a través del software, se establecié el punto éptimo con una
potencia de 800 W y un tiempo de 81 minutos (punto rojo en la Figura 6), lograndose un valor
esperado de rendimiento de 153 %. Estos parametros se probaron experimentalmente,
obteniéndose una respuesta de 1,49 %, con un error de 2,6 %. Adicionalmente, se realizd la
extraccion de los tallos mediante el método asistido por microondas en el punto éptimo,
obteniendo un rendimiento de 0,99 %.
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El valor de potencia éptima encontrado ha sido utilizado en otros estudios. Por ejemplo, en
flores de mango (Mangifera indica), donde se utilizé 200 g de material fresco y 75 minutos de
extraccion, el rendimiento del aceite fue de 0,16 %, superior al método convencional, que
alcanzé 0,11 % [36]. Otro reporte en hojas frescas de Cinnamomum iners (200 g) obtuvo un
rendimiento de 0,12 %, mismo valor que el obtenido mediante hidrodestilacién convencional,
pero requiriendo 5 horas de extraccion [37].

Otras investigaciones recientes en especies colombianas también han utilizado el método
asistido por microondas. En Hyptis colombiana, en estado vegetativo y de floracién, se lograron
rendimientos de 0,1 % con un tiempo de 45 minutos [38]. En Salvia aratocensis, se obtuvo un
rendimiento de 0,08 % utilizando una potencia de 1100 W y 1,5 horas de extraccién [39]. En otro
estudio, que analizé once especies diferentes colectadas en Santander, se empledé una
potencia de 800 W y 30 minutos de extraccidn, obteniéndose los siguientes rendimientos:
Swinglea glutinosa y Pelargonium graveolens con 0,2 %; Thymus vulgaris con 0,3 %; Salvia
officinalis, Lippia origanoides (quimiotipo felandreno), Cymbopogon nardus y Cymbopogon
martinii con 0,4 %; Lipia alba con 0,5%; Turnera difusa con 0,7 %; Lippia origanoides
(Quimiotipo timol) con 1,6 % y Eucalyptus globulus con 2,0 % [40].

Sin embargo, solo se conocen dos investigaciones realizadas en Colombia sobre aceites
esenciales de especies del género Peperomia mediante extraccion asistida por microondas.

La primera, en P. pellucida de la costa Caribe colombiana, reporté un quimiotipo
Carotol/Dilapiol con areas relativas de 43,7 % y 20,9 %, respectivamente, utilizando una potencia
de 700W y 60 minutos de extraccion [25], no se informd el rendimiento, lo que impide
comparar este parametro con el presente estudio. La segunda, realizada en Arauca, investigd
cuatro especies: P. angustata, P. glabella, P. serpens y P. pellucida, obteniendo quimiotipos
tipo sesquiterpeno en las tres primeras y sesquiterpeno-fenilpropanoide en la ultima. Los
rendimientos en base fresca no superaron el 0,02 %, utilizando 800 W y 30 minutos [24].

El parametro rendimiento y el quimiotipo dependen de las condiciones ambientales y
agroecoldgicas. Sin embargo, se observan rendimientos de extraccion bajos en la mayoria de
las especies comparadas con este estudio, lo que resalta el potencial de esta especie aromatica.

3.2 Proceso de optimizacion de los componentes mayoritarios

Se realizé un analisis de los componentes mayoritarios (Figura4) en el proceso de
optimizacidn. La Figura 8 muestra que el comportamiento del Safrol con el tiempoy la potencia
es decreciente, teniendo un valor maximo para el primer nivel. Para la Miristicina y el alfa-
bisabolol y se optimizaron los factores e identificaron las condiciones necesarias para obtener
el valor maximo de area (Ver Tablas 4y 5).

Tabla 4. Valores del area cromatografica de Miristicina para cada punto del disefio experimental.
Fuente: elaboracién propia.

Potencia Tiempo % Area
(W) (min) Miristicina
600 30 50,19
800 90 54,35
400 60 48,67
800 60 56,57
400 90 50,73
400 30 32,42
600 90 51,64
600 60 56,01
800 30 55,91
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Potencia (W) 400 400 400 600 600 600 800 800 800
tiempo (min}) 30 60 90 30 60 90 30 60 90
Safrol 46,88 30,94 24,55 35,98 21,02 17,19 28,55 19,60 16,90
Miristicina 32,42 48,67 50,73 50,19 56,01 51,64 55,91 56,57 54,35
alfa-bisabolol 0,00 10,18 13,09 6,26 13,67 18,19 8,60 14,77 18,57

Figura 8. Perfil quimico de los componentes mayoritarios en cada punto del disefio experimental.
Fuente: elaboracién propia.

Tabla 5. Valores del drea cromatografica de alfa-bisabolol para cada punto del disefio experimental.
Fuente: elaboracién propia.

Potencia Tiempo Area
(W) (min) alfa-bisabolol
600 60 13,67
800 60 14,77
800 920 18,57
600 30 6,26
400 60 10,18
800 30 8,60
400 920 13,09
600 920 18,19
400 30 0,00

Los gréficos de efectos principales para ambos compuestos se pueden ver en las Figuras 9
y 10. En el caso de la Miristicina la potencia tiene un comportamiento ascendente no lineal
mientras que el tiempo presenta un punto de inflexién para el valor maximo de area
cromatografica cerca de los 70 minutos. Para el caso del alfa-bisabolol ambos factores son
crecientes no lineales; sin embargo, la potencia presenta un valor maximo para el area cerca de
los 700 W.

Paginal12 |25



V. Pérez-Pazos et al. TecnolLégicas, Vol. 28, no. 64, e3371, 2025

56

54

52

50

48

% Area Miristicina

44 - - ¢

30 40 50 60 70 80 90 400 500 600 700 800
Tiempo (min) Potencia (W)

Figura 9. Grafico de efectos principales para Miristicina. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 10. Grafico de efectos principales para Miristicina. Fuente: elaboracién propia.

Para realizar el proceso de optimizacion se empled el método de superficie de respuesta
para ambos compuestos (ver Figuras 11y 12), obteniendo los modelos cuadraticos dados por (4)
y (5) para Miristicina y alfa-bisabolol, respectivamente.

Area Miristicina
= —41,4528 + 0,164 = Potencia + 1,20364 * Tiempo — 7,09583 x 107> = Potencia ? (4)
—8,27917 X 10™* x Potencia * Tiempo — 0,00504815 * Tiempo?
Area (alfa — bisabolol)
= —36,4778 + 0,0785083 * Potencia + 0,550833 x Tiempo — 4,59583 x 1075 (5)
* Potencia 2 — 1,3 X 10™* = Potencia * Tiempo — 0,00232037 * Tiempo?
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Figura 11. Gréfico de superficie de respuesta para Miristicina. El punto éptimo en la superficie se indica
por el punto rojo. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 12. Gréafico de superficie de respuesta para alfa-bisabolol. El punto éptimo en la superficie se
indica por el punto rojo. Fuente: elaboraciéon propia.

Para la miristicina se observa tanto en el diagrama de Pareto (Figuras 13) como en el analisis
de varianza ANOVA (Tabla 6), que solo los parametros potencia y la interaccién de potencia y
tiempo son significativos en el modelo, mientras que para el alfa-bisabolol los pardmetros
potencia, tiempo y tiempo al cuadrado son significativos en el modelo (ver Figura 14y Tabla 7).
Los valores de P mayores a 0,05 en el estadistico de Durbin-Watson tanto para Miristicina como
alfa-bisabolol indican que no hay una correlacién en los residuos dando validez a los datos

aleatorios (Ver Tablas6y 7).
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Il Contribucidn positiva
0,005% Il Contribucién negativa
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Figura 13. Diagrama de Pareto para Miristicina. Los pardmetros significativos en el modelo se indican
por sus barras sombreadas. Fuente: elaboracién propia.

! B Contribucidn positiva
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Figura 14. Diagrama de Pareto para alfa-bisabolol. Los pardmetros significativos en el modelo se indican
por sus barras sombreadas. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 6. ANOVA para el rendimiento con respecto a los factores potencia y tiempo para Miristicina.
Fuente: elaboracién propia.

Suma de Cuadrado

Fuente cuadrados Gl medio Razén- F Valor- P
A (Potencia) 204,283 1 204,283 22,74 0,0175
B (Tiempo) 55,2067 1 55,2067 6,15 0,0893
AA 16,1123 1 16,1123 1,79 0,2729
AB 98,7042 1 98,7042 10,99 0,0452
BB 41,2838 1 41,2838 4,6 0,1214
Error total 26,9492 3 8,98307
Total (Corr.) 447 539 8
R? 93,91 %
R? ajustado 83,76 %
Estadistico de Durbin-Watson 0,2647

Tabla 7. ANOVA para el rendimiento con respecto a los factores potencia y tiempo para alfa-
bisabolol. Fuente: elaboracién propia.

Fuente cil;?raagcfs Gl CL:T?:;?SO Razoén- F Valor- P
A (Potencia) 58,0948 1 58,0948 70,62 0,0035
B (Tiempo) 204,05 1 204,05 248,03 0,0006
AA 6,75894 1 6,75894 8,22 0,0642
AB 2,4336 1 2,4336 2,96 0,1838
BB 8,72227 1 8,72227 10,60 0,0473
Error total 2,46804 3 0,822681
Total (Corr.) 282,528 8
R? 99,13 %
R? ajustado 97,67 %
Estadistico de Durbin Watson 0,3731

Con los datos obtenidos del proceso de optimizacidn se espera un area de 58,84 %, con un
tiempo de extraccidon de 54 minutos y una potencia de 800 W para la Miristicina, mientras que
para el alfa-bisabolol, se espera un area de 18,58 % con un tiempo de 90 minutos y una potencia
de 727 W (punto rojo en las Figuras 11y 12). Un estudio realizado de la especie Trachyspermum
ammi, permitié determinar el comportamiento de los 3 componentes mayoritarios del aceite
esencial [8]. Para el caso del timol, el area aumenta con el aumento del factor potencia, pero
disminuye con el aumento del tiempo. Por otro lado, p-cimeno y gama-terpineno presentan
un punto de inflexidon para el valor del area [8], similar al comportamiento observado para la
Miristicina en este estudio (Ver figura 9). Otro reporte para el romero (Rosmarinus officinalis)
de Irdn [41] permitié establecer que tiempos altos y bajas potencias favorecian el aumento en
la concentracion de los cuatro componentes mayoritarios (alfa-pineno, 1,8-cineol, canfor y
verebenona), ya que al aumentar la potencia (por encima de 800 W) se generaba degradacion
de estos metabolitos, disminuyendo su concentracion. Una potencia de 700 W y un tiempo de
68 minutos fueron los valores dptimos para encontrar la mayor concentracién de los cuatro
compuestos [41], parametros comparables a los obtenidos en este estudio para el alfa-bisabolol.
En el caso de la Miristicina, en este estudio se observd que requiere una potencia ligeramente
mayor a la requerida para el alfa-bisabolol, lo que concuerda con su punto de ebullicién, masa
molar y grado de oxidacion, permitiendo reducir el tiempo de extraccion y obtener una mayor
area cromatografica.
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Hasta el momento, no hay reportes previos que hayan optimizado el area cromatografica
de los tres componentes mayoritarios, lo que establece un punto de partida para estudios
posteriores en especies de la familia Piperaceae.

3.3 Hidrodestilacién convencional

La hidrodestilacion convencional se ha utilizado por mucho tiempo como método de
extraccion de aceites esenciales de diferentes plantas aromaticas [42]. El uso de esta técnica
en el presente estudio permitié obtener porcentajes de rendimiento de 1,15 % para las hojas y
0,84 % para los tallos. Estos valores se compararon con estudios previos de la misma especie
en plantas colectadas alrededor de Bogota, donde se obtuvieron rendimientos de 1% tanto
para hojas como tallos luego de 4 horas de extraccion del material fresco [43] y 0,16 % luego de
3 horas de extraccion de las partes aéreas [22].

En cuanto al perfil quimico del aceite esencial, ambas partes de la planta presentaron como
componentes mayoritarios Miristicina, Safrol y alfa-bisabolol (ver Figura 4), con areas relativas
de 50,1/19,4/16,5 % para hojas y 60,6/22,8/10,0 % para tallos. Estos resultados difieren de los
estudios mencionados en los que el Safrol fue el componente mayoritario con areas relativas
de 49 %y 44,3 %, respectivamente. Por lo tanto, los datos de la presente investigacion permiten
establecer un nuevo quimiotipo para la especie de estudio.

Algunas variaciones medioambientales o agroecolégicas pueden generar cambios en el
perfil quimico de diferentes especies y afectar la produccién de algunos metabolitos, entre
ellos los fenilpropanoides, los cuales ayudan a regular el estrés por factores bidticos y abidticos
[44], un ejemplo claro es la Miristicina, conocida por sus propiedades insecticidas [45]. La edad
de la especie vegetal, diferente etapa fenoldgica, la fecha de cosecha, también pueden influir
significativamente en el metabolismo de compuestos afectando el perfil y el rendimiento. Un
reporte previo del romero (R. officinalis) muestra la variacion del perfil quimico en diferentes
épocas del ano, el 1,8-cineol y B-pineno aumentaron la concentracion en temporada de lluvia,
el a-pineno presenta un aumento significativo en verano y mientras que el a-felandreno y el
alcanfor en otofio, generando variacion en la actividad antimicrobiana en los aceites obtenidos
[46]. La colecta de material vegetal en diferente estado fenoldgico muestra el cambio en la
composicidon de los aceites de la especie Myrtus communis, al comparar el estado vegetativo
con el estado de floracidn se observé una disminucién del contenido de monoterpenos como
a-pineno, 1,8-cineol y linalool, mientras que el limoneno y acetato de linalilo aumentaron su
concentracion [47].

Cada uno de estos parametros contribuye a la generacién de nuevos quimiotipos en
diferentes regiones de Colombia como Narifio y Cundinamarca, con altitudes similares. La
comparaciéon entre el método convencional y el método asistido por microondas permitid
establecer diferencias significativas. En el caso de las hojas, el segundo método presentd
rendimientos con mas del 30 % de incremento y tiempos que disminuyen en mas del 50 % en
el punto 6ptimo con respecto al primero. Esto refleja una disminucién considerable en cuanto
a energia y un aumento en la eficiencia del proceso de extraccién, lo cual concuerda con
trabajos previos [48]-[50]. En el caso de los tallos, los rendimientos fueron de 0,84 % y 0,99 %,
respectivamente, lo que indica que el método asistido por microondas mejora esta variable en
un 15,15 %.

3.4 Analisis cromatografico

En cuanto al perfil quimico se compard el quimiotipo por el método convencional y el
método asistido por microondas de los aceites esenciales de hojas a través de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas. Especificamente, se obtuvieron, para Miristicina,
Safrol y alfa-bisabolol, dreas relativas de 50,1/19,4/16,5 % para el primer método y 53,7/18,1/17,0 %
para el segundo método en el punto 6ptimo del rendimiento (ver Figuras 15y 16). La ausencia
de cambios significativos en el perfil quimico al utilizar radiacidn de microondas sugiere que
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este método preserva la composicion de los metabolitos mayoritarios del aceite esencial. Este
hallazgo abre la posibilidad de escalar este método para su implementacion en procesos
industriales, asegurando uniformidad en el perfil quimico sin comprometer el rendimiento. Los
datos completos del perfil quimico se presentan en la Tabla 8.
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Figura 15. Cromatograma para el aceite esencial de las hojas de Peperomia subspathulata por
hidrodestilacidon convencional. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 16. Cromatograma para el aceite esencial de las hojas de Peperomia subspathulata por
hidrodestilacidon asistida por microondas. Fuente: elaboracién propia.

La cantidad de componentes oxigenados es ligeramente mayor en la extraccion asistida
por microondas comparada con la hidrodestilacidn convencional. Tanto los fenilpropanoides
como los sesquiterpenos oxigenados presentaron una mayor area cromatografica en el primer
método (ver Tabla9). Este efecto puede explicarse por la polaridad de las moléculas
oxigenadas, las cuales absorben facilmente la radiacidn de microondas debido a su mayor
momento dipolar. Esto permite un calentamiento mas rapido y, por lo tanto, una mayor
concentracion de estos compuestos [51], [52].
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Tabla 8. Caracterizacion de los aceites esenciales para ambos métodos de extraccién en hojas.
Fuente: elaboracién propia.

Area relativa % Area relativa %

Compuesto IR? IRP IR® HD MWHD
Linalool m3 1095 1099 1,54 1,10
Safrol 1308 1285 1286,7 19,41 18,11
(E)-cariofileno 1437 1417 1420,1 2,08 1,64
Aromadendreno 1457 1439 1440,6 0,14 omn
alfa-humuleno 1473 1452 14531 117 0,91
Alfa-guaieno 1486 1437 1439,6 on 0,10
Germacreno D 1500 1484 1480.6 0,91 0,84
Ledeno 1513 1496 14922 2,97 0,79
Miristicina 1551 1517 1518,4 50,06 53,77
(E)-nerolidol 1579 1561 1560,9 0,64 0,69
Espatulenol 1610 1577 1576,4 0,67 0,91
Ledol 1625 1602 1566,8 32 3,36
alfa-bisabolol 1713 1685 1682,8 16,52 17,06
Nid 2016 - - 0,58 0,61
Total identificado 99,42 99,39

IR? indice de retencidn lineal experimental, IRP, indice de retencion ADAMS [28], IR¢ indice de retencidn
NIST [29], NI9 no identificado.

Tabla 9. Familias de compuestos extraidos en la hidrodestilacion. Fuente: elaboracién propia.

Fenil- Monoterpenos . Sesquiterpenos
. . Sesquiterpenos .
propanoides oxigenados oxigenados
Extraccion 69,47 154 7,38 21,03
convencional
Extraccion asistida 74 1" 438 2108

por microondas

Algunos estudios previos del género Peperomia presentan quimiotipos tipo
fenilpropanoide tanto en base seca como en base fresca. Un ejemplo de ello son las especies
P. pellucida y P. circinnata var. circinnata, donde se reportan rendimientos de 0,7 % y 1,0 %,
respectivamente [53]; mientras que para P. macrostachya, P. rotundifolia y P. pellucida se
obtuvieron rendimientos en base seca de 1,1 %; 1,4 % y 1,4 %, respectivamente [54]. En ambos
estudios se utilizé hidrodestilaciéon convencional y para P. pellucida se obtuvo un perfil
enriquecido en Dilapiol con 39,7 % y 55,3 %, respectivamente.

Otros estudios en base fresca utilizando el mismno método de extraccion se han realizado en
varias especies con rendimientos bajos y tiempos entre 2 y 4 horas, empleando grandes
cantidades de material vegetal. Por ejemplo, para P. inaequialifolia de Ecuador se obtuvo un
rendimiento de 0,16 % con un quimiotipo Elemicina (27,4 %), Miristicina (15,45 %) y alfa-bisabolol
(17,76 %) utilizando 4 kg de materia prima [55]. Para P. borbonensis se obtuvo un rendimiento
de 0,46 % y el quimiotipo Miristicina/Elemicina (39,5/26,6 %) utilizando 1,3 kg de la especie de
estudio [56]; y en P. leptostachya el rendimiento fue de 0,10 % con un perfil enriguecido en
sesquiterpenos, utilizando 1 kg de hojas [57].

Estos reportes demuestran la importancia de la biosintesis de fenilpropanoides y
sesquiterpenos oxigenados en especies del género Peperomia. Por lo tanto, se resalta la
importancia de la extracciéon de este tipo de metabolitos, los cuales sirven de guia para
corroborar la autenticidad de las especies de estudio a través del perfil quimico y las
aplicaciones que pueden tener en diferentes sectores como se menciona a continuacion.
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La miristicina, componente mayoritario del aceite esencial obtenido ha sido estudiada
ampliamente como un componente principal de aceites esenciales de la nuez moscada
(Myristica fragans), perejil (Petroselinum crispum), chirivia (Pastinaca sativa), entre otros
debido a su aroma o sabor, lo que permite el uso de estas especies en la industria alimentaria
[58]. Sin embargo, como compuesto puro no es recomendada debido a que pueden generar
toxicidad a altas concentraciones [59]. Posee una amplia gama de actividades biolégicas como
antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, es usada en patologias del sistema nervioso
central e inhibe la proliferacién de células cancerosas [60], su Uso a bajas concentraciones (mM)
ha demostrado una reduccién significativa de células de cancer de ovario in vitro cuando se
mezcla con agentes quimioterapéuticos como el cisplatino y el docetaxel lo que ha generado
interés en la actualidad [61].

Por su parte el safrol es un compuesto regulado en Colombia mientras que en Estados
Unidos es restringido su uso, ya que puede sirve como precursor del MDMA (éxtasis) y por su
hepatotoxicidad a altas concentraciones [62], [63]. En Europa en la industria cosmética el safrol
puede tener una concentracién maxima de 100 ppm o en 50 ppm en formulaciones para
higiene oral.

El a-bisabolol es un sesquiterpeno bien conocido en géneros de las familias Asteraceae y
Lauraceae, como Stachys, Vanillosmopsis, Nepeta, Ocotea y Matricaria, en ese Ultimo se
encuentra la manzanilla (Matricaria chamomilla) de donde se obtiene para uso industrial. El
contenido de este metabolito oscila entre el 8-94 %, es ampliamente usado en medicina
tradicional por sus propiedades terapéuticas como antiinflamatorio, problemas
dermatoldégicos, contra la diabetes, anticancerigeno, antinociceptivo, cardioprotector, y
antimicrobiano [64], [65]. La FDA aprueba su uso en la industria alimentaria como saborizante
o adyuvante, fue incluido en el listado de las 236 nuevas sustancias reconocidas como
saborizantes de |la asociacidn de manufactureros de saborizantes y extractos de Estados Unidos
(FEMA) y se le dio el caracter de GRAS (sustancia reconocida como segura) [66], [67]. Se utiliza
en la industria cosmética en productos de belleza y cuidado para la piel, la comisién europea
lo clasifica como ingrediente cosmético con aplicaciones como fragancia, acondicionador de
la piel y calmante.

Con los resultados obtenidos en esta investigacion, se implementa una metodologia que
permite obtener valores significativos de rendimiento en los aceites esenciales de hojas y tallos
de Peperomia subspathulata. Ademas, el uso de grandes cantidades de material vegetal y
disolvente, asi como tiempos prolongados de extracciéon, son reducidos significativamente
utilizando la extraccidn asistida por microondas. Esta técnica aplicada a una especie aromatica
empleada en medicina tradicional en el departamento de Narifio [57] puede ser utilizada en
aplicaciones para la industria. Estudios futuros podrian considerar variables como la edad de la
planta, época de cosecha, altitud o condiciones edafoclimaticas para validar la reproducibilidad
del método optimizado.

4. CONCLUSIONES

Se implementd una nueva metodologia de extraccion de aceites esenciales con la
optimizacion de la extraccion asistida por microondas para la especie P. subspathulata a través
del método de superficie de respuesta, donde se establecieron los parametros potencia y
tiempo de 800W y 81 minutos. Este enfoque logré rendimientos superiores al método
convencional, mejorando significativamente el proceso de extraccidn de aceites esenciales
tanto para hojas (1,49 % vs. 1,15 %) como tallos (0,99 % vs. 0,84 %). Tanto la variable de respuesta
rendimiento como el factor tiempo de extraccién mostraron mejoras significativas con el
método propuesto en comparacién con estudios previos del género Peperomia.

Se realizd la caracterizacién quimica de los aceites esenciales, encontrdndose un nuevo
quimiotipo para la especie P. subspathulata del departamento de Narifo:
Miristicina/Safrol/alfa-bisabolol. Este hallazgo contribuye al estudio de especies aromaticas del
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suroccidente colombiano, generando informacion sobre fuentes alternativas de estos
metabolitos que pueden ser empleados en diversos sectores de |la industria y como método
para validar la autenticidad de la especie estudiada. Estudios futuros podrian complementar
los hallazgos quimicos con analisis bioldgicos funcionales.

Se reporta por primera vez la optimizacién de las dreas cromatograficas para el género
Peperomia de los componentes mayoritarios Miristicina y alfa-bisabolol. Los factores 6ptimos
para obtener el maximo valor de area cromatografica fueron 58,84 % a 800 W y 54 minutos
para la primera y 18,58 % con 727 W y 90 minutos para el segundo. Para el safrol el valor de
mayor area cromatografica fue en el primer nivel del disefno experimental a 400W y 30
minutos.

Este estudio representa un avance significativo al optimizar la extraccidén asistida por
microondas en una especie no estudiada en el suroccidente colombiano, proporcionando una
metodologia aplicable en otras especies aromaticas. La disminucién del tiempo de extracciéon
por este método (81 minutos) en comparacién con el método convencional (180 minutos)
incide directamente en los costos de extraccion. La extracciéon asistida por microondas no solo
mejora los rendimientos de extraccidén y reduce los tiempos de procesamiento, sino que
también tiene un impacto positivo en el ambito ambiental y econdmico al reducir
significativamente el uso de disolventes y generar un menor consumo de energia eléctrica. La
implementacion de este método a escala industrial podria reducir significativamente los
costos operativos y el impacto ambiental, haciéndolo competitivo frente a métodos
tradicionales para la extraccion de aceites esenciales. Estudios futuros podrian abordar la
viabilidad técnica y econdmica de la metodologia implementada en este trabajo en escala
piloto o industrial.

Con el quimiotipo encontrado sera importante evaluar la actividad biolégica de los aceites
para aplicaciones futuras y encontrar el potencial en otras areas.
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