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RESUMEN

TITULO:

ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE SEIS
ESPECIES VEGETALES RECOLECTADAS EN SUCRE Y BOLIVAR, DEPARTAMENTO DE
SANTANDER, COLOMBIA*

AUTORAS: Giohanna Katherine Santos Quitian**
Elizabeth Gonzalez Mateus**

Palabras claves: Morella pubescens, Chenopodium ambrosioides, Peperomia subspathulata,
Tanacetum parthenifolium, Salvia rubriflora, Mentha x piperita, aceite esencial, actividad
antioxidante, ORAC.

Los aceites esenciales son mezclas de los metabolitos secundarios de las plantas, pertenecen a la
familia de sustancias quimicas como alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles, éteres
terpenos, fenilpropanoides, entre otros. Los metabolitos secundarios son los responsables de dar a
los aceites esenciales el olor tipico y su gran volatilidad, ademés presentan propiedades como
actividades bioldgicas. En el presente trabajo se realizo la identificacién quimica por GC-MS y
cuantificacion por GC-FID, de los componentes de los aceites esenciales provenientes de seis
especies arométicas recolectadas en los municipios de Sucre y Bolivar, departamento de
Santander, Colombia. Se encontré un nuevo quimiotipo para el aceite esencial de Mentha piperita y
se reporta la primera identificacion quimica de los componentes de los aceites de Peperomia
subspathulata, Tanacetum parthenifolium y Salvia rubriflora. Ademas, se midié la capacidad
antioxidante de dichos aceites, mediante el método ORAC. Este método permite evaluar la
capacidad antioxidante de los aceites esenciales por un mecanismo de reaccién de transferencia
de un atomo de hidrogeno del antioxidante al radical peroxilo generado por AAPH (2,2’- Azobis (2-
amidinopropano) hidrocloruro). Los resultados muestran que el aceite esencial de Salvia rufriflora
tiene capacidad antioxidante comparable con la de las sustancia de referencia, butil-hidroxitolueno
(BHT) y vitamina E.

*Proyecto de grado.
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directora: Dra. Elena Stashenko. Codirector: Dr. Jairo
René Martinez
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ABSTRACT

TITLE:
STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS FROM SIX VEGETAL
SPECIES COLLETED IN SUCRE AND BOLIVAR, SANTANDER, COLOMBIA.*

AUTHORS: Giohanna Katherine Santos Quitian**
Elizabeth Gonzalez Mateus**

KEYS WORDS: Morella pubescens, Chenopodium ambrosioides, Peperomia subspathulata,
Tanacetum parthenifolium, Salvia rubriflora, Mentha x piperita, essential oils, antioxidant capacity,
ORAC.

Essential oils are mixtures of secondary metabolites of plants belonging to the family of chemicals
such as alcohols, aldehydes, ketones, esters, phenols, ethers, terpenes, phenylpropanoids, among
others. Secondary metabolites are responsible for giving the essential oils smell great volatility
typical and also have properties and biological activities. In this project, chemical identification was
performed by GC-MS and GC-FID quantification of components of essential oils from aromatic six
species collected in the municipalities of Sucre and Bolivar, Santander, Colombia. Was found a new
chemotype for the essential oil of Mentha piperita and reported the first chemical identification of the
components of the oils of Peperomia subspathulata, Tanacetum rubriflora parthenifolium and
Salvia. In addition, were measured the antioxidant capacity of these oils by ORAC method. This
method allows evaluation of the antioxidant capacity of the essential oils by a reaction mechanism
for transfer of a hydrogen atom of antioxidant peroxyl radical generated by AAPH (2,2 '- azobis (2-
amidinopropane) hydrochloride). The results show that the essential oil of Salvia rufriflora have
antioxidant capacity comparable with that of the reference substance, butylated hydroxytoluene
(BHT) and vitamin E.

*Proyect to degree.
**Science Faculty, Chemical School, Director: Dra. Elena Stashenko. Co-director: Dr. Jairo René
Martinez
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INTRODUCCION

El mercado mundial de productos naturales para sabores y fragancias genera
4000 millones de US$/afio [1]. En este, los aceites esenciales (AE) representan
aproximadamente el 22% (900 millones de US$), equivalente a la produccion de
48.000 toneladas métricas anuales. En los ultimos afios, el mercado de los AE ha
ido creciendo muy rapidamente, debido al aumento de la demanda de los

productos y materias primas naturales [1].

A pesar de que Colombia es un pais muy rico en diversidad vegetal, no goza de
una participacion importante en el mercado mundial de productos naturales y AE.
Una razoén, por la que esto ocurre, se debe a un desarrollo tecnologico deficiente
en la cadena de produccién de AE y demas productos naturales, debido, en parte,

al desconocimiento de este importante sector de desarrollo econémico [1].

El primer paso hacia este desarrollo es la identificacion de las plantas cuyos AE
sean “competitivos” y presentan demanda en el mercado. Colombia, por su gran
biodiversidad, tiene potencial, pues es posible encontrar plantas con AE exéticos,
altamente apetecidos, en especial, por los consumidores e industria en Europa,
en paises como Francia, Alemania y Reino Unido, donde se encuentran las

principales casas perfumisticas [2].

El mercado de los AE ha venido creciendo sustancialmente en los ultimos afios,
debido a la expansién que ha tenido la industria de sabores y fragancias a nivel
mundial. Colombia es considerado el segundo pais del mundo en diversidad de
plantas, pero se han desaprovechado sus recursos naturales con potencialidades

en este mercado de los AE; Colombia importa el 90% de las materias primas que
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demanda la industria; entre estos, se encuentran AE y extractos, de los cuales el
95% se utiliza como ingredientes para cosméticos [3].

Los municipios de Bolivar y Sucre, ubicados en el departamento de Santander, se
caracterizan por ser regiones con una actividad economica escasa. La base
principal de la economia en estos municipios gira alrededor de la ganaderia
extensiva de doble propdsito, sistema, en el cual la crianza del ganado es poco
tecnificada, y se lleva a cabo en grandes extensiones de tierra, que se utiliza

principalmente para pastoreo.

Sin embargo, este tipo de explotacién no asegura la solvencia econémica de todos
los productores; la mayoria de ellos cuentan con pequefas parcelas, o que ha
llevado, en los ultimos afios, a destruir importantes zonas de bosque nativo; se ha
diezmado, de manera significativa, la capacidad hidrica de las quebradas que se

originan en la region, lo cual afecta directamente la biodiversidad de la zona [4].

En Colombia, la atencién se debe enfocar en estudios que permitan que el pais
sea potencia en generacion de materias primas, como AE, y de productos
terminados, que los contengan. Para esto es indispensable la implementacion de
programas nacionales, que fomenten el uso de la biodiversidad para el desarrollo

sostenible, con criterios de eficiencia econdmica, social y ecoldgica.

Teniendo en cuenta la importancia de conocer los recursos naturales, para poder
hacer uso sostenible de los mismos, es importante llevar a cabo estudios de
bioprospeccion que permitan identificar las potencialidades en la region de interés.
Es por esto, se consideran importantes las zonas altas (2000 — 2600 msnm) de
los municipios de Sucre y Bolivar en el departamento de Santander, ya que

23



cuentan con importantes bosques (nativos e intervenidos) en los cuales, hasta la

fecha, no se hicieron investigaciones sobre las especies vegetales existentes.

La realizacion del presente estudio permitié la identificacion botanica de por lo
menos 26 especies vegetales pertenecientes a las familias Myricaceae,
Lamiaceae, Piperaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae, Apiaceae, Solanaceae y
Verbenaceae; las cuales crecen en las zonas altas de los municipios de Sucre y
Bolivar del departamento de Santander. De las 26 especies, se seleccionaron seis
en las cuales se identificaron y cuantificaron los componentes del AE y se
realizaron ensayos de la capacidad antioxidante por el método ORAC. Los
resultados muestran que existen dos especies promisorias, por rendimiento alto

de sus AE y por capacidad antioxidante elevada.
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1. ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO

1.1 ACEITES ESENCIALES

1.1.1 Definicién

Los AE son mezclas homogéneas liquidas de sustancias volatiles, aisladas de
plantas aromaticas por destilacion. Son parte del metabolismo secundario de los
vegetales, y estan generalmente compuestos por terpenoides ciclicos y aciclicos,
asociados 0 no a otros compuestos como azucares o lipidos, y compuestos
fendlicos (fenilpropanoides), que, en conjunto, evocan la fragancia de la planta [5].

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, los AE son solubles en medio no
polar y son mas liposolubles cuanto mayor contenido de hidrocarburos terpénicos
tengan. La facilidad para disolverse en etanol es ampliamente explotada en la
elaboracion de fragancias y extractos hidro-alcohdlicos para las industrias
farmacéutica y cosmética. La capacidad para refractar la luz polarizada es una
propiedad que se usa para control de su pureza, ya que cada AE posee un indice
de refraccion caracteristico. En cuanto a la densidad, generalmente, es menor que

la del agua, excepto para algunas esencias como la del clavo [6].

La demanda de los AE de diferente region geografica, depende entre otras cosas,
de su composicion quimica. Algunos aspectos relevantes para su comercializacién
son: propiedades organolépticas excepcionales, el rendimiento de aceite alto,
posibilidad de reemplazar aceites mas costosos, porque tienen propiedades
bioldgicas interesantes 0 porgue poseen un componente mayoritario que puede

ser utilizado como precursor en sintesis organica fina.
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1.1.2 Composicion quimica

La mayoria de los componentes, que hacen parte de los AE, pertenecen a la
familia de los terpenos, cuya caracteristica estructural, que los distinguen como
productos naturales, es una unidad de isopreno, Cs en el esqueleto
hidrocarbonado. De acuerdo con el nimero de unidades (Cs), presentes en la
estructura del metabolito, estas sustancias se clasifican como monoterpenoides
(C10), sesquiterpenoides (Cis) o diterpenoides (C,). Ademas de los terpenos,
existen otros componentes como fenoles, ésteres e hidrocarburos lineales, que

pueden o no estar presentes en el AE.

La composicién quimica de los AE varia con el lugar de origen de la planta, el
momento de su coleccion, el tratamiento post-cosecha, la parte de la planta

utilizada durante la extraccion y con el método de extraccion empleado [8].

1.1.3 Biogénesis de los aceites esenciales

Las plantas por medio del metabolismo secundario producen gran variedad de
compuestos organicos que, segun parece, no tienen funcion directa en el
crecimiento y desarrollo. A estos compuestos, se les conoce como metabolitos
secundarios, y algunos tienen funciones ecoldgicas como atrayentes o repelentes
de insectos, poseen funciones protectoras frente a predadores y funciones en la

adaptacion de la planta al medio [9].

Los metabolitos secundarios pueden dividirse en tres grupos quimicamente
diferentes: terpenos, fenoles y compuestos que contienen nitrégeno. Los terpenos,
principales componentes de los AE, se biosintetizan a partir de dos rutas
diferentes (Véase Figura 1). En la ruta del &cido mevalonico, activa en el citosol,
tres moléculas de acetil CoA se condensan, paso a paso, para formar el acido
mevalénico, a partir del cual se forma el isopentil difosfato (IPP?). El IPP es la

unidad béasica activada de cinco carbonos en los terpenos. En la ruta del fosfato
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de metileritritol (MEP), el IPP se forma a través del ciclo fotosintético de
reduccion del carbono a través de una serie de reacciones independientes que
tienen lugar en los cloroplastos y otros plastos; los detalles no se conocen, pero al
parecer el gliceraldehido-3-fosfato y un derivado de dos carbonos del piruvato se
combinan para generar un intermediario, que finalmente se convierte en IPP
[9,10].

1.2 TECNICAS DE EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Las técnicas de extraccion de los AE mas importantes son los métodos de
destilacién con agua, agua-vapor o vapor de agua. Tienen la ventaja de separar
facilmente los compuestos volatiles de los no voléatiles, y ademas, incluyen
simplicidad en la operacién; no necesitan aparatos complejos, son reproducibles y
rapidas. Entre las técnicas destilativas, junto con la destilacion con agua y arrastre
con vapor, figura la hidrodestilaciéon asistida por la radiacion de microondas
(MWHD) [11].

La técnica, que se emple6é en la presente investigacion, es la MWHD. Este
método emplea la radiacion de microondas como fuente de energia
electromagnética. Cuando las moléculas de agua, que son dipolos, estan en
presencia del campo eléctrico alterno, giran en su intento, para alinearse con el
campo. Al rotar, las moléculas chocan entre si, lo que aumenta la temperatura del
medio [12].

El uso de las microondas para la extraccion de productos naturales a partir del
material bioldgico, utilizando solventes transparentes a la radiacion microondas,
fue patentada en 1990 en Estados Unidos por Paré et al. [13]. La ventaja de
recurrir a este tipo de energia, y no a una fuente de calor en contacto directo,

permite el calentamiento mas efectivo de la muestra, la transferencia de energia
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rapida, la reduccion de gradientes térmicos, y el incremento en la eficiencia del
[14]. La aplicacion de la microondas para la extraccion de AE fue utilizada por
Chen et al. [15] en 1994; los autores estudiaron la extraccion de aceite en material

vegetal, usando solventes organicos, etanol y hexano.

Especificamente, en el caso de la MWHD, la técnica es empleada en el Centro de
Investigacion Cenivam de la UIS, segun la metodologia propuesta por Stashenko
et al. [16]; el balon se llena con el material vegetal picado y, aproximadamente una
tercera parte de su volumen, se cubre con agua; el equipo usado es de tipo
Clevenger. La radiacion de microondas calienta el liquido, i.e., agua, que no es
transparente a esta radiacion y que esta en contacto con el material vegetal; los
receptaculos oleiferos se rompen y liberan el AE, el cual, por efecto de la presiéon
de vapor, asciende junto con el vapor de agua, y luego se condensa formando dos
capas, que se pueden separar por medio de decantacion, en una trampa Dean-
Stark (Véase Figura 2) [17].
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Figura 2. Esquema del equipo de hidrodestilacion asistida por la radiacién de
microondas tipo Clevenger [18].
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1.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Un antioxidante es una sustancia que, cuando estd presente en baja
concentracion, en comparacion con la de un sustrato oxidable, retrasa
significativamente o previene la oxidacion del mismo [25]. El término “sustrato
oxidable” incluye proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucléicos. La
capacidad antioxidante de una sustancia no es absoluta y depende de las
especies reactivas que estén en el medio; por ejemplo, el &cido ascorbico inhibe la
peroxidacion lipidica en el plasma de fumadores, pero es incapaz de prevenir la
formacién de carbonilos en proteinas plasmaticas, causada por el humo de

cigarrillo [25].

Los radicales libres (RL) son especies moleculares que presentan en su estructura
uno o mas electrones desapareados; debido a la inestabilidad de su configuracion
electronica, son generalmente muy reactivas. Esta reactividad es la base de su
toxicidad y de su vida media corta [26]. Las especies reactivas de oxigeno, son
muchas veces radicales libres que, por su alta reactividad, generan reacciones en
cadena, que producen una cantidad significativa de oxidantes que pueden causar
trastornos fisiopatoldgicos, ante los cuales el cuerpo necesita un sistema que los

neutralice. Este sistema esta compuesto por sustancias antioxidantes [27].

La oxidacion es una reaccion quimica donde un compuesto cede electrones, y, por
tanto, aumenta su estado de oxidacion. Las reacciones de oxidacion pueden
producir RL, los cuales son iniciadores de reacciones en cadena. Los
antioxidantes neutralizan la accién de los RL, al interactuar con ellos, ceden un
electron y se oxidan. La capacidad antioxidante de una molécula depende de sus
caracteristicas estructurales, de su reactividad hacia los peroxidos y otras
especies reactivas, y de factores externos, tales como concentracion, temperatura,
luz, tipo de sustrato, medio de reaccion y la presencia de algunos componentes,

que puedan actuar como prooxidantes o sinergistas [28].
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Los antioxidantes de origen natural incluyen, flavonoides, polifenoles, indoles,
isotiocianatos y terpenoides, estos ultimos son constituyentes de AE [29]. Las
plantas aromaticas y medicinales son la fuente principal de AE, en los ultimos

afos, se ha aumentado el interés por estudiar sus propiedades antioxidantes.

1.3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante de una sustancia se puede determinar por diferentes
meétodos; uno de ellos, es el ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity). Este método permite evaluar la capacidad antioxidante de los AE por
un mecanismo de reaccion de transferencia de un atomo de hidrégeno del
antioxidante. Se mide la degradacion oxidativa de una molécula fluorescente,
la fluoresceina (FL) (Véase Figura 3), al ser mezclada con un azo-iniciador, el
hidroclururo de 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), cuya funcién es generar

radicales peroxilo (ROO"), que causan dafio en la molécula, produciéndose un

decaimiento en la sefial de emision de la fluorescencia [25].

Debido a la sensibilidad del método a los cambios de temperatura, es necesario
controlarla durante la medicion. Para disminuir la variabilidad en las mediciones, el

medio debe ser incubado a 37 °C, antes de adicionar la fuente radicalaria, AAPH
[30].
HO O O
1
COOH

Figura 3. Estructura quimica de la fluoresceina.
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El retardo en el decaimiento de la fluorescencia determina la capacidad
antioxidante de la sustancia evaluada. La diferencia entre el area bajo la curva de
decaimiento, de la muestra y del blanco (Véase Figura 4), se utiliza para calcular
el grado de proteccion de la sustancia. Estos valores se interpolan a la curva de
calibracién. La cuantificacién se hace por comparacién con el Trolox®, &acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico, un analogo hidrosoluble de la

vitamina E, utilizado como estandar [31].
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Figura 4. Capacidad antioxidante ORAC de una muestra medida como el area
bajo la curva (ABC) [32].

El mecanismo de reaccidn se basa en la transferencia de un atomo de hidrogeno

del antioxidante al radical peroxilo generado por AAPH. Las reacciones se
muestran en la Figura 5, donde ROO' es el radical peroxilo y AH es la sustancia

antioxidante.

AAPH oxidado
(no fluorescente)
ROO 4+ AH —— > ROOH+ A’

ROO + AAPH  ——» ROOH +

ROO.'I' A. ——— > ROOA
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Figura 5. Reacciones que tienen lugar en el ensayo ORAC [33].

1.4 PLANTAS AROMATICAS BAJO ESTUDIO

1.5 TECNICAS INSTRUMENTALES DE ANALISIS

1.5.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

El principio de la espectrometria de masas (MS) es generar iones de compuestos
organicos o inorganicos que se separan con base en su relacibn masa/carga
(m/z); las corrientes idnicas se detectan cualitativamente y cuantitativamente por
su m/z y abundancia. Los analitos se pueden ionizar térmicamente, por campo
eléctrico o por impacto de electrones, iones o fotones energéticos. Los iones
pueden ser solo iones moleculares y sus fragmentos, clusters o asociaciones [19].
Por medio de esta técnica se pueden caracterizar sustancias de manera casi
inequivoca, a partir del espectro que muestra la masa molecular del compuesto y
la masa de sus fragmentos, mas exactamente, sus m/z. Sin embargo, cuando la
fragmentacion se hace por impacto de electrones, no siempre es posible registrar
el ion molecular de algunos compuestos, lo que se considera una falencia de la

técnica.

La cromatografia de gases (GC) es una de las técnicas de la familia de métodos
de separacion, se fundamenta en una distribucién asimétrica de los analitos de
una mezcla, entre dos fases, una movil, de naturaleza gaseosa, y una
estacionaria, que puede tener naturaleza solida o liquida [20]. El proceso
cromatografico es el resultado de repetidos actos de absorcion/desorcion, durante
el movimiento de los componentes de la muestra a través de la fase estacionaria
polar o apolar; la separacion tiene lugar, debido a las diferencias en la constante

de distribucion Kp, caracteristica para cada uno de los analitos [21].
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El acoplamiento de cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS)
es muy relevante para la identificacion de compuestos volatiles. La obtencién de
los espectros de masas de cada uno de los componentes separados en la
columna cromatografica, es de vital importancia, ya que se considera que los
espectros de masas pueden revelar la identidad quimica de la molécula, pues,
cada molécula tiene un patron de fragmentacién diferente y, por lo tanto, un
espectro de masas distinto. La introduccion de sistemas de adquisicion y
procesamiento de datos, que incluyen técnicas de busqueda automatizada en
bibliotecas de espectros, permite la identificacion presuntiva de los componentes
de los AE. La identificacién presuntiva se hace por la comparacion de los
espectros de masas experimentales, con los de la biblioteca de referencia de MS
[22].

1.5.2 Cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama

El detector de ionizacién en llama (FID) es un detector no selectivo utilizado en
cromatografia de gases. Un voltaje de 100-200 V se aplica entre la llama de
Ho/aire y un electrodo; los compuestos organicos llevados por el gas de arrastre
hacia la llama, son desintegrados por combustion. Como resultado, se producen
iones y electrones, que son atraidos hacia el colector; tal movimiento de iones
desde la llama al colector, produce una pequefia corriente, la cual se mide y se
usa para cuantificar los compuestos organicos presentes. La sefial del detector es
procesada y se visualiza como el correspondiente pico cromatografico del

compuesto [23].

Este detector es sensible, tiene respuesta para todos los compuestos, que
contengan enlaces carbono-hidrégeno, excepto para el acido féormico y el
formaldehido, cuya sefal es muy baja. No da respuesta al agua, gases nobles o
gases permanentes. Tiene una relacion sefal/ruido alta y presenta un rango lineal
de respuesta amplio (10°), por lo que, a menudo, se pueda usar para un amplio

rango de concentracion de la muestra [24].

34



1.5.3 Morella pubescens (Humb.& Bompl. Ex Willd.) Wilbur

Morella pubescens (Humb. & Bompl. Ex Willd.) Wilbur (Véase Figura 6) es una
especie proveniente de los Andes Colombianos. Coloniza facilmente areas con
suelos erosionados, debido a la capacidad de retener el hidrégeno del suelo,
caracteristica que también le permite oxigenar a otras plantas a través de sus
raices [34]. Pertenece a la familia Myricaceae y se encuentra distribuida en las
montafias de Costa Rica, Panama y Andes, desde Venezuela hasta Bolivia. En
Colombia, esta presente en la Sierra Nevada de Santa Marta, Narifio y Cauca,
entre 1500 y 3900 msnm, donde se conoce bajo los nombres vulgares de

Laurel de cera”, “Olivo”, “Olivo de cera”, “Roble” u “Olivon”.

“Laurel”, ©
El laurel (M. pubescens) es un arbusto de 1-12 m de altura, moderadamente
ramificado, con tallos de corteza gris clara a oscura y ramas de color marrén
oscuro o pardas; de ramas aplanadas de hojas pubescentes olorosas, simples,
alternas y lanceoladas, de borde dentado y nervaduras salientes. Las flores no se
identifican facilmente, son de color verde y estan agrupadas en inflorescencias
(Véase Figura 6) [35]. Este arbol es comunmente utilizado para el control de la
erosion. La cera que cubre sus frutos se extrae y se emplea para fabricar velas,
jabones y betunes; también se usa en el proceso de fabricacion de panela, como

antiadherente al molde y como clarificante.

Las investigaciones hechas sobre la composicion del aceite esencial del laurel son
pocas a pesar de la aromaticidad de sus hojas. Quijano y Pino [35] analizaron la
composicion del aceite esencial de M. pubescens extraido por destilacion-
extraccion simultanea; los componentes mayoritarios fueron: 1,8-cineol (20%),
linalol (16.4%), y acetato de o-terpinilo (11.1%). Arango et al. [36], reportaron la
composicion del AE extraido por arrastre con vapor; los componentes mayoritarios
fueron: trans-B-cariofileno (21.3%), a-selineno (10.7%), B-selineno (10.0%) y 6xido

de cariofileno (4.8%); asimismo, estudiaron la actividad biolégica del AE y
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reportaron actividad antiinflamatoria, antibacterial, antiacné, antialérgica, fungicida

e irritante; en el trans-B-cariofileno, actividad antimalarial; en el O6xido de

cariofileno, el B-selineno y el a-selineno, aromatizante e inmuno-estimulante [37].

Fotos de Giohanna K. Santos,
14 de julio de 2011, Bolivar-
Santander.

Figura 6. Imagen de Morella pubescens (Humb.& Bompl. Ex Willd.) Wilbur.

1.5.4 Chenopodium ambrosioides L.

Chenopodium ambrosioides L. es una especie aromatica de la familia
Chenopodiaceae. Es originaria de Centroamérica y sur de Norteamérica,
actualmente esta difundida en zonas de hasta 2500 msnm y esta naturalizada en
todas las regiones templadas del mundo [38]. Se conoce con los nombres

vulgares de “Epazote”, “Hierba del zorrillo”, “Paico”, “Bitia, “Erva de Santa Maria”,

“Mastruz” o “Pastois”.

Es una planta perenne de 40 cm de altura, de hojas pubescentes, oblongo-
lanceoladas y serradas; las flores de color verde amarillo, son muy pequefas y
crecen en espiga; el tallo usualmente postrado al igual que las hojas (Véase
Figura 7). Toda la planta expide un olor fuerte y amargo caracteristico [39].

La planta se ha empleado de modo tradicional por varias poblaciones nativas de
América Latina y el Caribe como condimento y en etnomedicina. También, ha sido
utilizado como un potente antihelmintico, vermifugo, emenagogo y abortifaciente
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[40]. Las sobredosis han resultados mortales tanto para animales como para
humanos [41]. Se ha reportado actividad antiprotozooaria contra Tripanosoma
cruzi [42], Plasmodium falciparum [43] y Leishmania amazonensis [44,45].
Ademas, Kiuchi et al. [42], reportaron el aislamiento de cuatro monoterpenos
hidroperoxidados, ademas del ascaridol, con actividad contra epi-mastigotes de T.

cruzi, encontraron halo de inhibicibn minima entre 0.8 y 23 mm.

En el AE de paico, se encuentra ascaridol, al cual se le atribuyen las propiedades
antihelminticas. Marangon et al. [46], estudiaron la composicibn quimica y la
actividad antifungica del AE extraido por destilacion por arrastre con vapor. Los
constituyentes  principales reportados fueron: cis-ascaridol (61.4%), trans-
ascaridol (18.6%) y carvacrol (3.9%); el crecimiento fungico se inhibi6 hasta el
0.3% de la concentracién. Asi mismo, Bourrel et al. [47], reportaron como
componentes mayoritarios del AE los siguientes terpenoides: a-pineno (10%), p-
cimeno (18%), limoneno (6.0%), ascaridol (4.1%) y carvacrol (4.2%); como se
observa, el ascaridol no siempre ha sido el componente mas abundante reportado

en el AE de paico.

oA

Foto de Giohanna K. Santos, 10 de julio de 2011, Sucre-Santander.

Figura 7. Imagen de Chenopodium ambrosioides L.
1.5.5 Peperomia subspathulata Yunck.

El género Peperomia pertenece a la familia de las Piperaceae, comprende
alrededor de 1500-1700 especies. En América Central y América del Sur algunas

37



especies de este género se utilizan tradicionalmente para tratar diversas
enfermedades como los resfriados, la tos, bronquitis o también pueden ser

utilizadas como diurético [54].

Peperomia subspathulata Yunck es una especie originaria de Colombia y Ecuador,
se conoce con el nombre de “Canelon”, debido a que evoca el aroma de la
canela; también es llamada “Clavo” o “Canelo”. A menudo, es utilizada para
aromatizar dulces y pasteles. El canelon (P. subspathulata) es una planta perenne,
se encuentra distribuida desde 1200 hasta 2500 msnm. Es una hierba carnosa,
aromatica, con olor agradable; de espiga verde, hojas gruesas ovaladas, tallo

erecto sin ramificaciones y de coloracion rojiza (Véase Figura 9).

La composicion quimica de los aceites volatiles de algunas especies
pertenecientes a este género ha sido objeto de varios estudios. Pinheiro et al. [55]
reportaron la composicién quimica del AE de la especie P. serpens (Sw.) Loud,
en el que se encontrén: trans-nerolidol (38.0%), ledol (27.1%), a-humuleno
(11.5%), trans-B-cariofileno (4.0%) y el a-eudesmol (2.7%), como constituyentes

principales.

Los componentes principales identificados en los aceites de P. circinnata fueron:
mirceno (12.2 -31.2%) y B-felandreno (17.5 -25.4%) y de P. rotundifolia, limoneno
(28.7 -35.0%) y decanal (22.8 -44.4%) [56]. El AE de P. pelucida, rico en dillapiol,
un fenilpropanoide poli-oxigenado, mostré actividades antibacterianas,
antiinflamatorias y analgésicas [57].

La identificacion de los metabolitos secundarios de los AE de varias especies
Peperomia de América del Sur, permite distinguir, al menos dos tipos de AE, en
este género, a saber: los aceites que contienen compuestos fenilpropanoides
(e.g., apiol, elemicina, isosafrol y safrol) y ricos en terpenos (e.g., pinenos,

limoneno y alcanfor, cariofileno, germacreno, hinesol y a-eudesmol) [58-59].
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Foto de Giohanna K. Santos, 11 de julio de 2011, Sucre-Santander.

Figura 8. Imagen de Peperomia subspathulata Yunck.

1.5.6 Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch. Bip.

Es una planta de la familia Asteraceae. Se encuentra distribuida en Suramérica,
especialmente, en paises como Ecuador y Colombia y en las regiones
mediterraneas, del oeste de Asia y parte de Europa, en paises como Georgia,
Armenia, Azerbaijan, Turquia y sur de Rusia [48]. Se conoce con nombres
comunes como “Santa Maria”, “Manzanilla matricaria”, “Matricaria”. Otros nombres
cientificos aceptados (sindnimos) son: Pyrethrum parthenifolium, Chrysanthemum

parthenifolium, C. parthenifolium y C. persicum.

La manzanilla matricaria (T. parthenifolium), es una hierba perenne, aromética, de
olor suave. Sus tallos son moderadamente rectos y de hasta 60 cm de altura
(Véase Figura 8); de hojas alargadas, pecioladas, de hasta 8 cm de largo. Su
inflorescencia consta de hasta 20 flores de pétalos blancos y corola amarilla; son
similares a las flores de Matricaria recutita L., de ahi, su nombre comun.

Como muchas de las especies del género Tanacetum, ha sido utilizada
ampliamente en medicina tradicional por sus propiedades digestivas,
antiinflamatorias y antiespasmaodicas [49]. Las especies de este género contienen
principalmente sesquiterpenos, flavonoides y raramente compuestos fendlicos. La
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presencia de sesquiterpenos supone su comprobada actividad bioldgica del
género
[50].

En la busqueda realizada a la fecha, solo existe un estudio de caracterizacion
qguimica y biologica de esta y otras especies del género Tanacetum. En él, se
reporta la presencia de dos compuestos, a saber: piretina y artecanina o

crisartemina B, sin que se especifique la cantidad relativa [50].

La especie mas conocida es Tanacetum parthenium, a la cual se le atribuyen
propiedades antiinflamatorias, y algunas propiedades para prevenir la migrafia [52-

53] y en tratamientos para el dolor de cabeza e irregularidades menstruales [53].

Foto de Giohanna K. Santos, 10 de julio de 2011, Sucre-Santander.
Figura 9. Imagen de Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch. Bip.

1.5.7 Salvia rubriflora Epling

Es una planta de la familia Laminaceae. En el 2007 fue catalogada como especie
amenazada, segun lo reporta el Libro Rojo de Plantas de Colombia [61]. Se
conoce con el nombre comun “Bretdnica” y “Hoja de flecha”. Se emplea en
medicina tradicional para tratar resfriados y gripe. Es una especie endémica de
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Colombia, especificamente, de Cundinamarca, crece en zonas de 2200 hasta
3000 msnm.

La especie Salvia rubriflora Epling tiene un aroma dulce, agradable. Puede
alcanzar de 1-2 m, es de hojas suaves al tacto, en forma de flecha, opuestas y
con presencia de vellosidades en el haz (Véase Figura 10); con inflorescencias en
espiga y pétalos rojos. Hasta el momento, no se reportan estudios diferentes al de

la identificacion botanica, realizada por Fernandez [62].

Foto de Giohanna K. Santos, 14 de julio de 2011, Bolivar-Santander.

Figura 10. Imagen de Salvia rubriflora Epling.

1.5.8 Mentha x piperita L.

Es una especie de la familia Lamiaceae, es originaria de Europa y se conoce con
nombres comunes “Piperita”, “Toronjil de menta”, “Menta”, “Menta piperita” y
“Monte yuyo”. Es un hibrido de las especies Mentha aquatica y Mentha spicata.
Actualmente, se encuentra distribuida densamente en Inglaterra, Turquia, Espafa,
Francia, Suecia, Egipto, Surafrica y en los EE. UU. Sin embargo, también se
puede encontrarla en Rusia, Rumania, Etiopia, Marruecos, México y en algunos

paises de Suramérica como: Ecuador, Argentina, Chile y Brasil.
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Se cultiva en jardines y en praderas, alcanza una altura de 30 a 40 cm. Crece en
grupos, sus hojas son ovaladas, dentadas, opuestas y con superficie lisa (Véase
Figura 11). Su tallo es cuadrangular y de color morado. No se ha observado
floracion en las plantas que crecen en la localidad de Sucre, donde fue

recolectada.

La Mentha x piperita L. ha sido utilizada con fines médicos desde los tiempos
remotos en la Antigua Grecia y Roma. En la actualidad, se usa ampliamente en
medicina tradicional para el tratamiento de resfriados, procesos inflamatorios de
organos como el higado, boca, faringe y vesicula biliar. También, se ha utilizado
en casos de nauseas, diarrea, vomito, traumas gastrointestinales, flatulencia, dolor

de cabeza y amenorrea [63].

Varios efectos toxicos han sido asociados a la ingestion de AE de M. piperita L.,
tales como vomito, nauseas, reacciones alérgicas y dolor de cabeza. Algunos
estudios preliminares sugieren que los preparados con hojas de M. piperita
pueden ser toxicos para el higado [64]. En otros estudios, hay evidencia del
efecto del aceite esencial de M. piperita L., sobre los citocromos P450 isomorfos,
en los que el AE (sus componentes) puede afectar los niveles de drogas

metabolizadas por los mismos [63].

M. piperita L. ha sido utilizada en tratamientos médicos; donde se encontré que
tras administracién oral o intraluminal inhibe espontdneamente la actividad
peristaltica, y reduce el transito gastrointestinal total. Se observd, que la M.
piperita L. relaja el interior del esfinter esofagal y que puede ser utilizada como un
agente antiespasmodico en pacientes con dispepsia [65]. Ademas, las evidencias
preliminares sugieren que el componente de M. piperita L., mentol, puede proteger
contra el virus simple del herpes [66]; este mismo componente tiene actividad

antimicrobiana contra: Clostridium sporogenes, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
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pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Salmonella pullorum, Staphylococus

aureus, Streptococus faecalis y Comamonas terrigena [67].

Con respecto a la composicion del AE, en el libro de aceites esenciales de
Lawrence [68], se referencian los estudios de Chialva et al. [69] que identificaron
como componentes mayoritarios los siguientes compuestos: mentol (44.2%),
mentona (19.7%) y 1,8-cineol (5.4%). Asi mismo, Kurilov et al [70], reportaron
como componentes mayoritarios de los AE extraidos de plantas de Menta piperita
provenientes de Rusia, los siguientes compuestos: mentol (44.4%), isomentona
(23.4%) y mentona (16.7%).

En general se identifican compuestos tales como: 1,8-cineol, mentol, mentona,
isomentona, pulegona, isopulegona, germacreno D, neomentol, limoneno,

felandreno, pineno, acetato de mentilo, entre otros [68,70].

Foto de Giohanna K. Santos, 11 de julio de 2011, Sucre-Santander.
Figura 11. Imagen de Mentha x piperita L.
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2. CIENCIOMETRIA

La cienciometria comprende el conjunto de trabajos dedicados al analisis
cuantitativo de la investigacion cientifica y técnica; es una herramienta basada en
el analisis y de diferentes indicadores, e.g., autores de articulos, palabras
contenidas en los titulos de los articulos o en los resimenes, pais de publicacion
del articulo, afio de publicacion y revista de publicacion, patentes, citaciones, entre
otros. El uso de indicadores cienciométricos, es cada vez mas frecuente en paises
desarrollados para definir sus politicas de apoyo a las actividades cientificas y

tecnoldgicas [71].

Vargas y Castellanos [72] plantearon un proceso de vigilancia tecnoldgica
centrado en el analisis de fuentes documentales — como las bases de datos,-
donde el disefio de estrategias conduce a generar impactos en distintas areas de
forma concreta; el andlisis de indicadores puede determinar, por ejemplo, el
crecimiento de cualquier campo de la ciencia, segun la variacién cronolégica del
namero de trabajos publicados en é€l; el “envejecimiento” de los campos cientificos;
la colaboracion entre los cientificos o instituciones, medida por el nimero de
autores por trabajo o centros de investigacion que colaboran; el impacto o
visibilidad de las publicaciones dentro de la comunidad cientifica internacional,
establecido por el nimero de citas, que reciben dichas publicaciones, por parte de
trabajos posteriores; las trayectorias tecnoldgicas seguidas por empresas o paises
en un periodo determinado, de acuerdo con su actividad en la consecucion de

patentes.

Para el analisis cienciométrico de esta investigacion se tuvieron en cuenta los
siguientes indicadores: Productividad de los autores, distribucion de las
publicaciones de acuerdo con el pais, afios de publicacién, revistas y areas
tecnoldgicas. La cienciometria sobre aceites esenciales se realiz6 empleando la

base de datos Scopus (Elsevier) y Web of Science (recursos disponibles dentro
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del campus de la UIS) [73], se utilizé la ecuacién de busqueda TITLE-ABS-KEY-
AUTH (“plant*’) AND (“essential oil*”), (Véase Figura 12). Se encontraron 10.976
publicaciones, de las cuales 9.840 son articulos, y soOlo el 0,64% (63

publicaciones) provienen de Colombia.

En las Figuras 12 y 13, se muestra la relacion de publicaciones sobre AE en los
ultimos doce afos. La tendencia observada muestra el avance significativo de la
pesquisa en el area, lo que evidencia el creciente interés por investigar lo
relacionado con productos naturales, i.e., y aceites esenciales. Se encontrd, que
2011 fue el afio en que mas se publicé sobre esta especie, siendo Journal of
Essential Oil Research, la revista con mayor numero de publicaciones. India e
Iran, son los paises, donde se han realizado mas estudios sobre los AE,
especialmente, en el area de agricultura, ciencias bioldgicas y quimica. Los
sectores economicos, que demandan los AE, segin su uso o aplicaciéon son:
industria de aromas y fragancias, sabores y productos farmacéuticos. En
Colombia, las areas en las que se reportan mas investigaciones son: agricultura y

ciencias bioldgicas, quimica, farmacologia, toxicologia y farmacéutica.

ARo 1109
2011 | 1581
i 1392
2009 | 1134
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i 902
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2003 | 552
i 555
2001 4_?,1 : :
0 500 1000 1500
No. de publicaciones

Figura 12. Relacién del namero de publicaciones sobre AE, por afio. Periodo de
observacion: 2001-2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH: “plant*”
AND “essential oil*”; Base de datos Scopus (Elsevier), numero de publicaciones:
10.976. Fecha de consulta: 10 de noviembre de 2012.
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Agricultura y ciencias biologicas 5879

I —

Quimica 3675

Farmacologia, toxicologia y farmacéutica 3080

Medicina 2414

Bioquimica, genética y biologia molecular 2292

Areas de investigacion 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
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Figura 13. Relacién entre las areas de investigacion y el nimero de publicaciones
sobre AE. Periodo de observacion: 2001-2012. Ecuacién de busqueda: TITLE-
ABS-KEY-AUTH: “plant®” AND ‘“essential oil*”; base de datos Scopus (Elsevier);
namero de publicaciones: 10.976. Fecha de consulta: 10 de noviembre de 2012.

2.1 Morella pubescens (Humb. & Bompl. Ex Willd.) Wilbur

Para la especie Morella pubescens (Humb. & Bompl. Ex Willd.) Wilbur, se
encontré un articulo, en el que se reporta la composicion del AE de esta especie,
proveniente de Narifio, Colombia [74], en la revista Journal of Essential Oil
Research. Colombia y Cuba son los paises, donde se realizé la investigacion.
Fuente: Web of Science. Periodo de observacion: 1957-2012. Fecha de consulta:
11 de noviembre de 2012. Ecuacion de busqueda: Morella pubescens. Con
respecto al género (Morella), no se reportan publicaciones relacionadas con

aceites esenciales, actividad antioxidante o actividad biolégica.
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2.2 Chenopodium ambrosioides L.

En las Figuras 14 y 15, se indica la relacién de los articulos registrados en las
bases de datos de Scopus (Elsevier) para el paico (C. ambrosioides); se hall, que
en 2012 se publicaron mas estudios sobre esta especie; se encuentran 26
publicaciones en total, la revista Journal of Essential Oil Research registra mayor
namero de publicaciones (5 articulos). Nigeria y EE. UU. (4 articulos cada uno)
son los paises con mas estudios sobre esta planta aromatica, especialmente, en

las areas de agricultura, ciencias bioldgicas, y quimica.

Algunas publicaciones relacionan esta planta como medicinal o curativa. Asi
mismo, se registran estudios sobre su actividad antiparasitaria [43]. Los
componentes mayoritarios reportados son: ascaridol (2-83%) y a-terpineno (2-
17%) [44,45].

N° de publicaciones
w

O T T T T 1
1996-1999 2000-2003  2004-2007 2008-2010 2011-2012

ARos

Figura 14. Relacion del numero de publicaciones sobre Chenopodium
ambrosioides L., por afios. Periodo de observacion: 1996-2012. Ecuacion de
basqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH: “Chenopodium ambrosioides L.” AND
“essential oil*” base de datos Scopus (Elsevier), nUumero de publicaciones: 23.
Fecha de consulta: 11 de noviembre de 2012.
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Ciencias ambientales 2
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Figura 15. Relacion entre las areas de investigacion y el nUmero de publicaciones
sobre Chenopodium ambrosioides L. Periodo de observacion: 1996-2012.
Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH: “Chenopodium ambrosioides L.”
AND *“essential oil*”, base de datos Scopus (Elsevier), nimero de publicaciones:
23. Fecha de consulta: 11 de noviembre de 2012.

2.3 Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch. Bip.

En las Figuras 16 y 17, se indica la relacién de los articulos registrados en las
bases de datos de Scopus (Elsevier) para las plantas del género Tanacetum (123
publicaciones), porque para la planta T. parthenifolium (Willd.) Sch. Bip., en
particular, no se encuentra ninguna publicacion en la base de datos. Se encontro
qgue el 2009 fue el afio cuando mas se publicd sobre las especies de este género,
la revista Journal of Essential Oil Research registra mayor numero de
publicaciones (5 articulos). Irdn, es el pais que reporta mas estudios (37
publicaciones), especialmente, en las areas de agricultura, ciencias bioldgicas, y

quimica.

Las especies mas estudiadas de este género son: T. parthenium y T. vulgare. Las
publicaciones estan relacionados, en su mayoria, con la composicion del AE, y la
capacidad antimicrobiana y antinflamatoria de los sesquiterpenos lactonicos

caracteristicos de la familia a la que pertenecen (Asteraceae) [75,76]. El
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componente mayoritario comun para las dos especies (T. parthenium y T. vulgare)
es el alcanfor (6-57%) [77].
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Figura 16. Relacion del nimero de publicaciones sobre Tanacetum por afio.
Periodo de observacion: 2000-2012. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY-
AUTH: “Tanacetum” AND “essential oil*”, base de datos Scopus (Elsevier),
namero de publicaciones: 123. Fecha de consulta: 11 de noviembre de 2012.

Agricultura y ciencias bioldgicas 89
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Figura 17. Relacion entre las areas de investigacion y el numero de
publicaciones sobre Tanacetum. Periodo de observacién: 2000-2012.
Ecuaciébn de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH: “Tanacetum”  AND
“essential oil*”, base de datos Scopus (Elsevier), nimero de publicaciones:
123. Fecha de consulta: 11 de noviembre de 2012.
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2.4 Peperomia subspathulata Yunck

En las Figuras 18 y 19, se indica la relacién de los articulos registrados en las
bases de datos de Scopus (Elsevier) para las plantas del género Peperomia (14
publicaciones), porque no se encontrd ninguna publicacion en esta base de datos
sobre P. subspathulata. Se observd, que el afio 2011 fue cuando mas se publico
sobre este género; la revista Journal of Essential Oil Research registra mayor
namero de publicaciones (5 articulos). Brasil es el pais, que reporta el nUmero de
publicaciones sobre este género mas alto (10 articulos), en las é&reas de

agricultura, ciencias bioldgicas, quimica, farmacologia, toxicologia y farmacéutica.

Dentro de las especies mas estudiadas del género Peperomia se encuentra: P.
serpens (Sw.) Loud; P. circinnata, P. rotundifoli, P. pelucida, y P. galioides HBK,
entre otras; los AE de estas especies presentaron actividades antiinflamatorias y
antimicrobianas. Segun los estudios relacionados sobre la composicién quimica
del AE, las especies del género Peperomia, existen en dos quimiotipos: tipo

fenilpropanoide y tipo terpénico [58-60].
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Figura 18. Relacién del nimero de publicaciones sobre Peperomia por afio.
Periodo de observacion: 1965-2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-
KEY-AUTH: “Peperomia” AND “essential oil*”, base de datos Scopus
(Elsevier), namero de publicaciones: 14. Fecha de consulta: 11 de
noviembre de 2012.
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Figura 19. Relaciéon entre las areas de investigacion y el namero de
publicaciones sobre Peperomia. Periodo de observacién: 1965-2012.
Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH: “Peperomia”  AND
“essential oil*” base de datos Scopus (Elsevier), nimero de publicaciones:
14. Fecha de consulta: 11 de noviembre de 2012.

2.5 Salviarubriflora Epling

En las Figuras 20 y 21, se indica la relacién de los articulos registrados en las
bases de datos de Scopus (Elsevier) para las plantas del género Salvia (646
publicaciones); en esta base de datos no se encontré ninguna publicacién sobre S.
rubriflora Epling; se observo, que en el afio 2010 se public6 mayor niumero de
estudios sobre esta especie; la revista Journal of Essential Oil Research registré
el mas alto nimero de publicaciones (52 articulos). Turquia e Iran son los paises
gue mas han publicado sobre este género, 92 y 85 articulos, respectivamente. Las
areas con mayor numero de investigaciones se reportan en agricultura, ciencias

biolégicas, quimica y bioquimica.

Las especies mas estudiadas son S. miltiorrhiza y S. officinalis. De las 646
publicaciones, 30 estan relacionadas con actividad antioxidante y 21, con

actividad antimicrobial. Los constituyentes mayoritarios encontrados en el AE son:
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canfeno (2-4%), 1,8-cineol (5-14%), a-tuyona (3-16%), alcanfor (10-21%) y a-
humleno (4-8%) [78,77].

120 + 105
100
80
60

40

N° de publicaciones

20

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Anho

Figura 20. Relacion del numero de publicaciones sobre Salvia, por afio. Periodo
de observacion: 2001-2012; ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH:
“‘Salvia* AND ‘“essential oil*” base de datos Scopus (Elsevier); numero de
publicaciones: 646. Fecha de consulta: 20 de noviembre de 2012.
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Figura 21. Relacion entre las areas de investigacion y el niumero de publicaciones
sobre Salvia. Periodo de observacion: 2001-2012; ecuacion de busqueda: TITLE-
ABS-KEY-AUTH: “Salvia*” AND “essential o0il*”; base de datos Scopus (Elsevier),
namero de publicaciones: 646. Fecha de consulta: 20 de noviembre de 2012.
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2.6 Mentha x piperita L.

En las Figuras 22 y 23, se indica la relacién de los articulos registrados en las
bases de datos de Scopus (Elsevier) para la menta (M. x piperita L.); se encontrd
que en 2011 se publicaron mas articulos sobre esta especie. En la base de datos,
se registran 131 publicaciones en total, la revista Flavour and Fragrance Journal,
registra mayor numero de publicaciones (14 articulos). EE. UU. y Brasil reportan
mas estudios sobre esta planta aromatica, especialmente, en las areas de
agricultura, ciencias biolégicas y quimica. Las publicaciones relacionadas con la
composicion de los metabolitos secundarios volatiles, muestran que los
constituyentes mayoritarios son: mentol (26- 44%) mentona (17-32%), acetato de
mentilo (4-8%), isomentona (4-10%). No se han reportado estudios relacionados

con actividad antioxidante o actividad biolégica [79].
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Figura 22. Relacion del niumero de publicaciones sobre Mentha x piperita L. por
ano. Periodo de observacion: 2000-2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-
KEY-AUTH: “Mentha x piperita L.” AND “essential oil*”, base de datos Scopus
(Elsevier), numero de publicaciones: 131. Fecha de consulta: 15 de noviembre de
2012.
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Figura 23. Relacion entre las areas de investigacion y el nimero de publicaciones

sobre Mentha x piperita L.

Periodo de observacion: 1990-2012. Ecuacién de

busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH: “Mentha x piperita L.” AND ‘“essential oil*”
base de datos Scopus (Elsevier), numero de publicaciones: 131. Fecha de
consulta: 15 de noviembre de 2012.
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3. METODOLOGIA

La metodologia, que se llevé a cabo en este trabajo, se resume en el diagrama de
flujo que se muestra en la Figura 24.

MUESTREO:
Recoleccién de material vegetal

Secado a la sombra Identificacién taxondmica

Extraccién de los AE por

MWHD
|
Seleccion de las 6 especies de Caracterizaciéon de los AE por
acuerdo con el rendimiento, _comparacion espectral de
% p/p del AE Indices de Retencién Lineal

Normalizacion de areas de los
componentes de los AE por GC-FID
> |
Determinacion de la capacidad
antioxidante de los AE por el
método ORAC
-

Figura 24. Disefio metodologico del trabajo.
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3.1 CARACTERISTICAS DE LA ZONA DE MUESTREO

Las zonas de muestreo fueron algunas veredas de los municipios de Sucre y
Bolivar, en el departamento de Santander, Colombia (Véase Figura 25). En el
municipio de Sucre, la zona se encuentra ubicada a una elevacion de 2200 a 2500
m.s.n.m., la temperatura promedio es de 17 °C.

El bosque, que se encuentra, es andino nubloso; la mayor parte ha sido
intervenido o destruido con fines agropecuarios. Los puntos de muestreo
estuvieron ubicados en los alrededores del corregimiento La Granja (lat.
07°08.023"N, long.073°07.045"W), en la vereda Las Palmas (lat. 05°56.695 N,
long. 0.73°55.131°'W), en los alrededores del corregimiento La Pradera (lat.
05°52.063"N, long. 073°54.729°W), en la vereda El Retiro (lat. 05°52.825°N, long.
073°53.721'W) y en la vereda Pefia Blanca (lat. 05°52.824'N, long.
073°53.722°"W). Los muestreos se realizaron tanto en bosques nativos, como en

bosques intervenidos, praderas y jardines.

En el municipio de Bolivar, se realizo la recoleccion del material vegetal, en donde
los bosques nativos son practicamente inexistentes, y la humedad es menor, que
en el municipio de Sucre. La elevacion es de 2000 a 2350 m.s.n.m. y la
temperatura promedio es de 19 °C. Las zonas de muestreo estuvieron ubicadas
en las veredas Alto Nogales (lat. 05°57.656'N, long. 073°47.437"W) y Boqueron
(lat. 05°57.423'N, long. 073°47.598'W), igualmente, el muestreo se realizé en

praderas, bosques intervenidos y jardines.
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Figura 25. Ubicacion de los municipios Sucre y Bolivar en el departamento de
Santander, Colombia [81].

3.2 RECOLECCION E |IDENTIFICACION BOTANICA DEL MATERIAL
VEGETAL SILVESTRE

Se realizé una salida botanica, del 7 al 12 de junio del afio 2011, para recolectar
especies vegetales aromaticas. Dias antes, en la zona de muestreo, hubo lluvia
moderada. Todos los dias fueron soleados durante la recoleccion del material

vegetal.

Los siguientes fueron los criterios de seleccion de las especies recolectadas:
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e Caracteristicas organolépticas: olor aromatico apreciable.

e Estado fenoldgico de la planta: planta desarrollada, preferiblemente en el
estado de floracion o proximo a él.

e Cantidad de material: disponibilidad de por lo menos 3 kg de material vegetal

verde para cada especie.

El material recolectado se secOd a la sombra, durante los dias de muestreo.
Posteriormente, se llevo al Complejo Agroindustrial Piloto, CENIVAM-UIS,
Bucaramanga (Santander), donde se terminé el proceso de su secado. Se hicieron
las extracciones de los AE por MWHD, y se realiz6 la correspondiente
identificacion por GC-MS de los AE extraidos. Durante la salida botanica, se
obtuvieron las exsicata de las especies recolectadas. Para tal propdsito, se
seleccionaron plantas con presencia de flores o frutos, usados como claves

taxonomicas para la identificacion boténica de la especie.

En total, se hizo la exsicata de las 30 especies encontradas. Estas fueron secadas
durante 15 dias, en las instalaciones del Centro de Investigacion CENIVAM de la
Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga. Posteriormente, fueron
enviadas por duplicado, para su correspondiente identificacion taxonémica, a los
expertos del Herbario Nacional Colombiano (COL, Bogota), Instituto de Ciencias
Naturales, Universidad Nacional de Colombia. De cada especie, se depositd un
pliego-testigo en el Herbario del Centro de Investigacion CENIVAM. De las 30
especies enviadas, 26 se identificaron hasta “especie” (Véase Tabla 2, Capitulo 4,

Secciéon 4.1.).

3.3 OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales fueron extraidos por el método de hidrodestilacién asistida
por la radiacion de microondas, utilizando un equipo tipo Clevenger modificado,

con reservorio de destilacion Dean-Stark y adaptacion para calentamiento a
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través de un horno microondas domeéstico, con una potencia de salida de 1100 W
y frecuencia de 2.5 GHz (Véase Figura 26).

Condensador

Trampa de Dean-Stark en espiral

Condensador
de bolas

Material vegetal

Horno microondas

Fotografia tomada en el Complejo Agroindustrial
CENIVAM por Giohanna Santos.

Figura 26. Esquema del montaje para obtencion de AE. Equipo de
hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas.

La obtencién de los AE se realiz6 a partir de las hojas y tallos (250 g) del material
vegetal silvestre, previamente secado a la sombra (7 dias) y cortado en pequefios
trozos, al cual se adicion6 agua (300 mL); la mezcla se sometié a calentamiento.
El tiempo de extraccion fue de 45 min, dividido en intervalos de 15 min (15 min x
3) por cada extraccion. EI nimero de extracciones dependié de la disponibilidad

de material vegetal. Una vez terminado el proceso, los AE se secaron con sulfato
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de sodio anhidro y se almacenaron en tubos de ensayo a una de temperatura de
4 °C, protegidos de la luz.

El rendimiento del aceite (% p/p) se midioé en relacion con la cantidad de material
vegetal seco utilizado en la extraccion y el aceite esencial obtenido, usando la

siguiente ecuacion:

Rendimiento = —AE 4 100 Ecuacion 1

mv

Donde, W, es el peso del aceite esencial y W,,,, es el peso del material vegetal.

3.4 ANALISIS INSTRUMENTAL

3.4.1 Preparacion de la muestra
Las muestras para el analisis cromatografico, se prepararon disolviendo AE (50
pL) y patrén interno de n-tetradecano (2 pL) en diclorometano; la mezcla se aforé

hasta el volumen final (1 mL).

3.4.2 Caracterizacion de los aceites esenciales

El andlisis cualitativo de los aceites esenciales extraidos se realiz6 por GC-MS, en
los equipos Agilent Technologies 6890 Plus, con un detector selectivo de masas
Agilent Technologies MSD 7890 (Véase Tabla 1). El reconocimiento de los
componentes principales, presentes en los aceites, consisti6 en comparar sus
indices de retencion lineales (LRI) y espectros de masas con los datos reportados
en la literatura [82]. Los indices de retencidn lineales de cada compuesto se
calcularon, teniendo en cuenta los tiempos de retencion de una serie homologa de
patrones de hidrocarburo desde Cg hasta Cys, analizados bajos las mismas
condiciones operacionales, que el AE, en dos columnas con fases estacionarias

polar y apolar [83].
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Tabla 1. Parametros cromatograficos del método para analisis de AE.

Equipo GC Agilent T‘:h"OI ogies 6830 GC Agilent Technologies 7890A
us
Inyector split/splitless
Temperatura del inyector 250°C
Relacidn de split 1:30 1:30
Columna DB-5MS: DB-WAX:
60 m x 0.25mm x 0.25 pm 60 m x0.25 mm x 0.25 um
y 45°C (5 min) 120°C (5 min), 50°C (5 min) 120°C (5 min),
Programacion de la 4°C/min 150°C (7 min) o i o i
temperatura del horno o m,m o mm ’ 4°C/min 150 °C (7 min),
59C/min 275°C (40 min) 49C/min 230°C (40 min)
Gas de arrastre Helio (99.995%, Grupo Linde, Colombia)
Flujo de gas de arrastre 1 mL/min
Detector MSD Agilent 5973 | MSD 5975
Ter.np(?ratt.Jlra de la cdamara 230 °C
de ionizacién
Temperatura de la linea 2850C 230°C
de trasferencia (GC-MS)
Energia de los electrones
70 eV

ionizantes

Para el calculo de los indices de retencion lineales de los metabolitos secundarios

de las plantas bajo estudio, se utiliz6 la siguiente ecuacién [83]:

LRI = 100n + 100 [m] Ecuacién 2

tRN—tRn

Donde:
LRI: indice de retencion lineal del compuesto de interés Xx; tgx: Tiempo de retencion
del compuesto de interés x; tgn Y trn: Tiempos de retencidon de n-alcanos, que

eluyen antes y después del compuesto x de interés, respectivamente.

Los espectros de masas obtenidos de cada compuesto se compararon con los
reportados en las bases de datos ADAMS [82], NIST [84] y Wiley 138.
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3.4.3 Seleccion de las seis especies vegetales

Se establecieron como criterios de seleccion los siguientes parametros:
identificacion taxondmica de la planta, con el fin de precisar la existencia de
estudios quimicos referentes a su AE; rendimiento de los AE obtenidos y

disponibilidad de material vegetal.

Con base en estos pardmetros, se escogieron seis especies vegetales: Morella
pubescens (Humb. & Bompl. Ex Willd.), Chenopodium ambrosiodes L., Tanacetum

parthenifolium (Willd.), Peperomia subspathulata Yunck, Salvia rubriflora Epling y

Mentha x piperita L. Se cuantificaron los componentes principales en el AE

extraido y se realizaron pruebas de su capacidad antioxidante.

3.4.4 Normalizaciéon de éreas

La cuantificacion de los componentes de los AE de las plantas 6 plantas
seleccionadas se realizé por el método de normalizacion simple, utilizando patron
de n-tetradecano. Se empleo el equipo Agilent Technologies 7890A con detector
de ionizacién en llama, FID, inyector automatico Agilent Technologies 7893; puerto
de inyeccion split/splitless (250°C, relacion de split 1:30), columna capilar de fase
apolar DB-5 MS (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm x 0.25
pum, con fase estacionaria apolar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). La concentracion

relativa de cada compuesto se calculé6 mediante la siguiente formula:

Ax

% x =100 *Sa

Ecuacioén 3
Donde:

A; el area del compuesto de interés; Y;A; la sumatoria de las areas de todos

picos cromatograficos y X el compuesto de interés.
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3.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

3.5.1 Capacidad de absorcién de radicales libres de oxigeno (ORAC)

Se prepard una solucion de buffer fosfato 75 mM y pH 7.4; el valor del pH se
ajustod con una solucién 1 M de acido clorhidrico (HCI). Se prepard una solucion
stock de fluoresceina 0.0838 mM, de la cual se tomd, para cada ensayo, una
alicuota de 48.8 uL, que se diluyd con 50 mL de buffer fosfato, para obtener una
solucién de trabajo de 8.16 x 10™°M [87,88].

Se pesé AE (10 mg) y se aford con etanol hasta el volumen final (1 mL). La
solucion se diluyé hasta lograr que el valor de la intensidad de la fluorescencia
final fuera menor de 5% del valor inicial. Para medir la fluorescencia, se utilizé el
lector de microplacas Turner Biosystems Inc. Modulos™ // Microplate Multimode
Reader (Sunnyvale, CA, EE.UU.), con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos
(Véase Figura 27), empleando el médulo de fluorescencia con filtros que manejan

longitudes de onda de 490 nm de excitacion y 510-570 nm de emision.

Ol iesrsns
R —u

—

T T e e S PR
Fotos de Giohanna K. Santos, 14 de noviembre de 2012, lugar: Centro de Investigacion de
Excelencia, CENIVAM.

Figura 27. Lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ I,
Microplate Multimode Reader (645 N., North Mary Avenue, Sunnyvale, CA,
EE.UU) con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos.
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A la microplaca, se adicionaron la muestra diluida (25 pL) y la solucion de trabajo
de la FL (150 pL); la mezcla resultante se incub6é durante 20 min a 37°C, a
continuacion, se agrego la solucion del radical AAPH vy, finalmente, se realizé la

medicion.

Se utilizé el mismo procedimiento con las sustancias de referencia, para lo cual se
emplearon BHT, a-tocoferol y patrones de referencia de algunos compuestos
mayoritarios: linalol, trans-B-cariofileno, a-terpinoleno y canfeno. Los resultados
obtenidos se extrapolaron en la curva de calibracién realizada con Trolox® y se
expresaron como pmol Trolox®/g de AE. El Trolox® (97%, Sigma Aldrich) es un
analogo hidrosoluble del a-tocoferol que se emplea universalmente como estandar
en diversos ensayos para medir capacidad antioxidante (como TEAC, ORAC),

gracias a su alta solubilidad en agua y propiedades antioxidantes.

64



4. RESULTADOS Y DISCUSION

El proyecto se ejecutd en dos etapas. La primera, consistio en la realizacion de
una salida botanica, donde se recogieron en total 30 especies. Se realizo la
extraccion de los aceites esenciales de cada una de las especies colectadas. En el
Herbario Nacional de Colombia se llevd a cabo la identificacion botanica de cada
especie (Véase Tabla 2); los componentes de los AE extraidos se caracterizaron
por comparacion de indices de retencion lineales y espectros de masas con los
datos reportados en la literatura [83]. En la segunda etapa, se seleccionaron seis
especies, en las cuales se realizd la cuantificacion de los metabolitos secundarios
del AE por normalizacion simple; se usé estandar interno, n-tetradecano; y se

realizaron ensayos para medir la capacidad antioxidante de los AE.

4.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA

Los resultados de la identificacion botanica se presentan en la Tabla 2. En total,
30 especies fueron enviadas al Herbario Nacional de Colombia, de las cuales,
cuatro no se lograron identificar debido a la falta de frutos o inflorescencias en la

muestra colectada.

Las especies identificadas son, en su mayoria, cultivadas en jardines por los
campesinos de la region. Las siguientes corresponden a nativas y crecen
espontaneamente en bosques y praderas: Hyptis colombiana Epling, Morella
pubescens, Satureja brownei (Sw.) Brig., Salvia rubriflora Epling, Salvia palifolia
Kunth, Pipper aduncum L., Piper diffamatum Trel. & Yunck y Chenopodium
ambrosioides L. Con excepcién a Hyptis colombiana Epling y Piper diffamatum
Trel. & Yunck, los habitantes de la zona utilizan las especies nativas mencionadas

con fines curativos.
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Tabla 2. Identificacion botanica de las especies recolectadas en los municipios de
Sucre y Bolivar, Santander.

No Nombre Nombre Familia Municipio No.”
comun COL.
1 Sauco Sambucus nigra L. Adoxaceae Sucre 557715
2 Hinojo Foeniculum vulgare Mill. Apiaceae Sucre 557714
3 Alcachofa Cynara scolymus L. Asteraceae Sucre 557877
4 N.C? No determinado Asteraceae Sucre
5 N.C? No determinado Asteraceae Sucre
6 Ajenjo Artemisia absinthium L. Asteraceae Sucre 557713
7 Manzanilla Tanacetum parthenifolium Asteraceae Sucre 557878
matricaria  (Willd.) Sch. Bip.
8 Altamisa Ambrosia cumanensis Asteraceae Sucre 557712
Kunth
9 Paico Chenopodium Chenopodiaceae  Sucre 557879
ambrosioides L.
10 Breténica  Salvia rubriflora Epling® Lamiaceae Bolivar 557887
11 Toronjil Melissa officinalis L. Lamiaceae Sucre 557884
12 Hierba No determinado Lamiaceae Sucre
Buena
13 Poleo Satureja brownei Lamiaceae Sucre 557887
(Sw.) Brig.”
14 Salvia Salvia bogotensis Benth. Lamiaceae Sucre 557888
silvestre
15 N.C.? Hyptis colombiana Epling” Lamiaceae Bolivar 557885
16 N.C?2 No determinado Lamiaceae Bolivar
17 Salvion Lepechinia salviifolia Lamiaceae Bolivar 557890
(Kunth) Epling
18 Muda Minthostachys mollis Lamiaceae Sucre 557880
(Kunth) Griseb
19 Hierba Mentha suaveolens Ehrh.  Lamiaceae Sucre 557886
buena
20 Mastranto  Salvia palifolia Kunth® Lamiaceae Sucre 557882
21 Mejorana  Origanum x majoricum Lamiaceae Sucre 557889
Camb.
22 Menta Mentha x piperita L. Lamiaceae Sucre 557881
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Tabla 2. Continuacion.

No Nomtzre Nombre Familia Municipio No.” COL.
comun

23 Laurel Morella pubescens Myricaceae Bolivar 557892
(Humb.& Bompl. Ex
Willd.) Wilbur

24 Freijoa Acca sellowiana Myricaceae Sucre 557891
(O.Berg) Burret

25 N.C?2 Pipper aduncum L. Piperaceae Bolivar 557894

26 Canelon Peperomia Piperaceae Sucre 557893
subspathulata Yunck.

27 N.C?2 Piper diffamatum Trel. & Piperaceae Sucre 557895
Yunck

28 Borrachero Brugmansia sanquinea Solanaceae Sucre 557896
(Ruiz & Pav. ) D. Don

29 Uchuva Physalis peruviana L. Solanaceae  Sucre 557897

30 Lantana Lantana camara L. Verbenaceae Sucre 557898

*No. Col.: N° de colecta (voucher) registrado en el Herbario Nacional de Colombia.
a: No conocido.
b: Especie nativa.

De las especies, que se encontraron cultivadas, se sabe, que su principal
propésito es curativo. Sin embargo, especies como Acca sellowiana (O.Berg)
Burret (freijoa) y Physalis peruviana L. tienen fin alimenticio y otras, como
Peperomia subspathulata Yunck., Brugmansia sanquinea (Ruiz & Pav.) D. Don y

Lantana camara L., se usan como plantas ornamentales.

En cuanto a las familias de las especies recolectadas, Lamiaceas se encontraron
con mayor frecuencia (43.3% de las especies identificadas), seguidas de las
Asteraceas (20 %) y las Piperaceas (10 %) (Véase Figura 28). Las Lamiaceas
fueron encontradas en praderas y jardines, las Asteraceas y Piperaceas, en
bosques intervenidos y jardines. Los ejemplares de las plantas de las demas
familias crecen en jardines, excepto Morella pubescens y Chenopodium

ambrosioides L., que se han encontrado en praderas.

67



TOTAL DE FAMILIAS BOTANICAS IDENTIFICADAS

B Adoxaceae
6.67 %_\ W Apiaceae

10.0% W Asteraceae

0,
20.0 % m Chenopodiaceae

M Lamiaceae
6.67 %
W Myricaceae

3.33% Piperaceae
Solanaceae

Verbenaceae

433 %

Figura 28. Relacion de las familias de las plantas colectadas.

4.2 RENDIMIENTOS DE EXTRACCION

El rendimiento de extraccion de los AE estd asociado, entre otros factores, al
estado fenolégico de la planta y las condiciones ambientales de su crecimiento. El
material vegetal usado provino de plantas recolectadas en estado de floracion o
préximo a éste; se considera, que la planta puede contener mayor cantidad de AE,

en esta etapa fenoldgica en comparacion con otros estados de desarrollo vegetal.

En cuanto a la influencia de las condiciones ambientales, se sabe, que éstas
afectan directamente la producciéon de AE, pues la planta lo genera segun las
necesidades fisioldgicas que tenga, y estas varian con el habitat [8]. Con todas las
especies colectadas, se realiz6 el mismo procedimiento de MWHD para la
extraccion de sus AE. En la Tabla 3, se muestran los rendimientos obtenidos para

cada especie.
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Tabla 3. Rendimientos de extraccion de AE de las especies recolectadas.

Nombre

Rendimiento (%)

Lugar de procedencia

comun Nombre | Altura MURicCiDi
p/p (m.s.n.m) unicipio
Sauco Sambucus nigra L. <0.01 2286 Sucre
Hinojo Foeniculum vulgare Mill. 0.18 2287 Sucre
Alcachofa Cynara scolymus L. <0,01 2297 Sucre
Ajenjo Artemisia absinthium L. N.D.2 2491 Sucre
matricaria  parthenifolium(Willd.) Sch. Bip. 0.25 2499 Sucre
Altamisa Ambrosia cumanensis Kunth N.D.2 2363 Sucre
Paico Chenopodium ambrosioides L. 0.62 2270 Sucre
Bretonica Salvia rubriflora Epling 0.46 2350 Bolivar
Toronijil Melissa officinalis L. N.D.2 2290 Sucre
Poleo Satureja brownei (Sw.) Brig. 0.80 2503 Sucre
S_alwa Salvia bogotensis Benth. 0.21 2493 Sucre
silvestre
N.C.P Hyptis colombiana Epling 0.09 2268 Bolivar
Salvion é‘&?nzcmma salviifolia (Kunth) 0.88 2030 Bolivar
Mufia Mlnthostachys mollis (Kunth) 021 2360 Sucre
Griseb
Hierbabuena Mentha suaveolens Ehrh. 0.12 2299 Sucre
Mastranto Salvia palifolia Kunth 0.11 2486 Sucre
Mejorana Origanum x majoricum Camb. N.D.2 2481 Sucre
Menta Mentha x piperita L. 0.61 2300 Sucre
Morella pubescens (Humb.& .
Laurel Bompl. Ex Willd.) Wilbur 0.45 2000 Bolivar
Freijoa Acca sellowiana (O.Berg) Burret <0.01 2277 Sucre
Cordoncillo Piper aduncum L. 0.4 2265 Bolivar
Canelén Peperomia subspathulata 0.24 2296 Sucre
Yunck.
N.C.P Piper diffamatum Trel. & Yunck <0.01 2301 Sucre
Borrachero Brugmansia sanquinea
(Ruiz & Pav. ) D. Don <0.01 2495 Sucre
Uchuva Physalis peruviana L. <0.01 2460 Sucre
Lantana Lantana camara L. 0.01 2500 Sucre

®N.D.: No determinado debido al poco de material vegetal recolectado (< 1 kg).
®N.C.: No conocido.
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En la Tabla 3, se registran siete especies con rendimiento de extraccion
relativamente alto (>0.4%): Chenopodium ambrosioides L., Salvia rubriflora Epling,
Satureja brownei (Sw.) Brig., Lepechinia salviifolia (Kunth) Epling, Mentha Xx
piperita L., Morella pubescens (Humb.& Bompl. Ex Willd.) Wilbur y Piper aduncum
L. Cuatro de ellas: Mentha x piperita L., Lepechinia salviifolia (Kunth) Epling,
Salvia rubriflora Epling y Satureja brownei (Sw.) Brig., que pertenecen a la familia
Lamiaceae, de la que se hallaron mayor nimero de ejemplares, tal como se
observa en la Figura 28. De las anteriores especies, Lepechinia salviifolia (Kunth)

Epling fue encontrada en jardines, mientras que las demés son silvestres.

4.3 IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LOS ACEITES
ESENCIALES

4.3.1 Morella pubescens (Humb. & Bompl. Ex Willd.) Wilbur

Los componentes identificados en el AE de M. pubescens se presentan en la
Tabla 4. En total, se identificaron 23 metabolitos secundarios volatiles, que
representan el 88.5% del &rea cromatografica total de la corriente idnica
reconstruida. La mayoria de ellos, sesquiterpenoides: trans-B-cariofileno (47%), B-

selineno (16.2%), a-selineno (16.4%) y 6xido de cariofileno (4.3%).

Esta composicion coincide con lo reportado por Arango et al. [36], quienes
extrajeron el AE por arrastre con vapor, pero difiere con lo encontrado por Quijano
y Pino [35], quienes identificaron en el extracto obtenido por destilacién-extraccion
simultanea con solvente (DES) los siguientes componentes mayoritarios: 1,8-
cineol (20%), linalol (16.4%) y acetato de a-terpinilo (11.1%). La diferencia se debe
basicamente al método de extraccion usado, en DES, se empled un solvente
organico, éter etilico, cuya afinidad por los compuestos ligeramente polares o por
los compuestos, que puedan formar puentes de hidrogeno, es mayor; ejemplos

son el 1,8-cineol y el linalol.
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Tabla 4. Composicion quimica del AE, aislados por MWHD, de Morella
pubescens (Humb.& Bompl. Ex. Willd.) Wilbur.
N® pico LRI Cantidad

. Compuesto Columna DB-5MS Columna DB-WAX relativa, Tipo
Fig. 29 Experimental  Lit.®?  Experimental Lit.®**" %

perimenta It. Xperimenta It.

1 Linalol 1100 1098 1547 1551 02 MO
2 Limoneno 1031 1031 1202 1212 0.4 M°
3 Carvona 1250 1242 1728 1715 0.1 MO
4 Safrol 1305 1285 1881 1890 0.2 MO
5 a-Cubebeno 1355 1351 1467 1480 0.6 s
6 a-Copaeno 1379 1376 1504 1488 0.1 S
7 B-Elemeno 1398 1375 1605 1595 0.1 S
8 y-Cariofileno 1418 1404 1590 1555 6.1 S
9 trans-B-Cariofileno 1440 1417 1619 1617 47.0 S
10 o-Humuleno 1471 1454 1685 1680 1.4 S
11 i,rsi;;jcl)_lf)igeno 1474 1471 1697 ; 0.1 s
12 a-Selineno 1514 1494 1742 1724 16.2 S
13 B-Selineno 1507 1485 1737 1711 16.4 S
14 y-Cadineno 1525 1512 1752 1819 0.2 S
15 6-Cadineno 1528 1524 1749 1808 0.1 S
16 /:;Cr.oor}l:i 1582 1568 2067 2033 01  so
17 Cariolan-8-ol 1593 1571 - - 1.5 SO
18 Saxr':;f’iiio 1600 1582 1998 2000 43 SO
19 epi-5-Cubenol 1629 - 2181 2037 0.1 o)
20 y-Eudesmol 1631 1630 1282 1182 0.1 o)
21 1-epi-Cubenol 1627 1616 2078 2090 0.1 o)
22 Intermedeol 1665 1654 2250 2247 2.8 o)
23 neo-Intermedeol 1677 1658 2269 - 2.3 o)

*M: Monoterpeno
®MO: Monoterpeno oxigenado

°S: Sesquiterpeno

50: Sesquiterpeno oxigenado

Lit.: indices de retencién lineales reportados en la literatura [82,84-86]
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Figura 29. Perfil cromatografico del AE de Morella pubescens (Humb.& Bompl. Ex.
Willd.) Wilbur. Columna DB-5 MS (60 m). Split 1:30. MSD (ElI, 70 eV).

4.3.2 Chenopodium ambrosioides L.

En el AE de Chenopodium ambrosioides L., se identificaron en total 22 metabolitos
secundarios volatiles, que se reportan en la Tabla 5. Estos representan el 86.4%
del area cromatogréfica total de la corriente i6nica reconstruida. Los componentes,
que se encontraron en mayor proporcion, fueron: A3-careno (10.0 %), limoneno
(20.1 %), trans-p-menta-2,8-dien-1-ol (15.6 %), trans-p-menta-1,8-dien-2-ol (6.7%),
cis-p-menta-1,8-dien-2-ol (7.8%) vy ascaridol (44.2%). Los compuestos

encontrados son, en su totalidad, de tipo monoterpenoide (Véase Figura 31).

Esta composicion esta de acuerdo con lo referenciado por Lawrence [68]; para el
caso del ascaridol, principio activo del AE, que puede estar presente en mayor o
menor cantidad, al igual, que el limoneno y el p-cimeno. Sin embargo, hay que
resaltar que, aunque el o-terpineno es el precursor directo del ascaridol [89]

(Véase Figura 30), éste no se encontré entre los compuestos identificados.
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Tabla 5. Composicion
ambrosioides L.

guimica del AE obtenido por MWHD, de Chenopodium

N° bico LRI Cantidad
Figp 31 Compuesto Columna DB-5MS Columna DB-WAX relativa, Tipo
’ Experimental Lit.®?  Experimental Lit. B+ %

1 a-Pineno 937 939 1023 1034 1.1 m?

2 Canfeno 954 953 1068 1077 0.1 M

3 B-Pineno 982 980 1111 1124 0.2 M

4 A3-Careno 1021 1008 1183 1148 10 M

5 p-Cimeno 1030 1022 1275 1277 3.1 M

6 Limoneno 1037 1031 1206 1212 20.1 M

7 1,3,8-p-Mentatrieno - - 1254 1348 1.1 M

8 cis-Oxido de 1138 1132 1456 1458 0.2 Mo”
limoneno

9 trans-Oxido de 1139 1137 1468 1470 0.2 MO
limoneno

10 y-Terpineno 1062 1054 1262 1265 1.1 M

11 Acetato de linalilo 1363 1254 1558 1568 0.3 MO

12 trans-p-Menta-2,8- 1113 1119 1676 1670 156 MO
dien-1-ol

13 cis-p-Menta-2,8- 1128 1133 1670 - 43 MO
dien-1-ol

14 Dihidrocarvona 1193 1193 1620 1600 0.1 MO

15 Pinocarvona 1171 1162 1583 1545 0.7 MO

16 Carvona 1243 1242 1745 1715 0.8 MO

17 trans-p-Menta-1,8- 1195 1185 - - 6.7 MO
dien-2-ol

18 trans-4-Caranona 1207 1196 1614 - 0.5 MO

19 trans-Carveol 1229 1227 1872 1876 0.4 MO

21 cis-p-Menta-1,8- 1242 1227 ; ; 7.8 MO
dien-2-ol

22 Ascaridol 1303 1327 1735 - 44.2 MO

®M: Monoterpeno

®MO: Monoterpeno oxigenado

Lit.: Indices de retencidn lineales reportados en la literatura [82,84-86]
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Lo anterior se debe posiblemente a que la cantidad de a-terpineno presente en el
AE extraido es muy baja y, por tanto, el ascaridol pudo encontrarse por debajo del
nivel minimo de deteccién de los equipos analiticos utilizados. Al despejar el
tiempo de retencion de la Ecuacién 2 y con el indice de retencion del compuesto
a-terpineno [82], se encontr6 que este eluye a los 28 min, tiempo en el cual se
observa la presencia de tres compuestos no identificados con area relativa menor
de 0.1% (Véase Figura 31). Por esto, también se considera probable que el

compuesto haya co-eluido con alguno de estos componentes no identificados.

Luz
+ 02 L

a-Terpineno Ascaridol

Figura 30. Biosintesis de ascaridol a partir de a-terpineno [90].
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Figura 31. Perfil cromatografico del AE de Chenopodium ambrosiodes L. Columna
DB-5MS (60 m). Split 1:30. MSD (El, 70 eV).
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4.3.3 Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch. Bip.

En el AE de T. parthenifolium, se identificaron 38 compuestos, que corresponden
al 81.5% del area cromatografica total de los componentes, y son, en su mayoria,
monoterpenoides (Véase Figura 32). Los compuestos mayoritarios fueron alcanfor
(56.8%) y canfeno (8.8%). Como se muestra en la Tabla 6, la cantidad relativa de
alcanfor es alta, comparado con los demas componentes, por lo que se debe tener
precaucion a la hora de hacer formulaciones para uso humano, ya que la dosis

letal reportada para este compuesto es 0,55 g/kg [91].

En general, la composicién es semejante a la del AE de T. parthenium, especie
distribuida en Latinoamérica [48] y a la cual se le da uso etnobotanico, muy similar
a la planta estudiada en el presente trabajo, T. parthenifolium. Al comparar la
composicién de estas dos plantas, se observa, en general, la presencia de los
mismos componentes mayoritarios y minoritarios [68]; por esta razén, es posible
gue este AE tenga las mismas aplicaciones que T. parthenium, dentro de las que
se destacan la actividad antiinflamatoria [49,50], y algunas propiedades para el

tratamiento de migrafia [51], y para el tratamiento del cancer [52].

De acuerdo con Tayler [53], la cantidad de sesquiterpenoides esta directamente
relacionada con la actividad biolégica comprobada del género. Sin embargo, la
cantidad relativa de este tipo de compuestos es baja, por lo que se prevé que este

AE no tendria usos en este campo.
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Tabla 6. Composicidbn quimica del AE, aislado por MWHD, de Tanacetum

parthenifolium (Willd.) Sch. Bip.

N® pico LRI CantiFIad .

Fig. 32 Compuesto Columna DB-5MS Columna DB-WAX relativa, Tipo

Experimental Lit.[5 Experimental Lit.[845¢l %
1 o-Tujeno 928 931 1038 1031 0.3 Mm?
2 a-Pineno 937 939 1024 1034 1.9 M
3 Canfeno 955 953 1070 1077 8.8 M
4  Tuja-2,4-dieno 957 953 - - 0.3 M
5  Sabineno 976 973 1124 1134 0.4 M
6  B-Mirceno 990 991 1164 1168 1.0 M
7  Mesitileno 996 994 1373 1383 0.5 F
8  A’-Careno 1020 1008 1182 1184 0.2 M
9  p-Cimeno 1028 1022 1274 1277 1.7 M
10  Limoneno 1033 1031 1202 1206 0.6 M
11 trans-B-Ocimeno 1036 1050 1242 1243 0.2 M
1 32sTrimetl3 1044 . 1471 . 01  HO®
ciclohexen-1-ona
13 B-Terpineno 1062 1071 1249 - 0.7 M
14 Z; C;';;Hn'odrato de 1075 1098 1471 - 02  MO"
15  Linalol 1103 1098 1550 1551 0.4 MO
16 cis-Crisantenona 1128 1124 1521 - 0.2 MO
17 Zg’;f'l’:':/'e”ta'z's' 1131 1119 1632 1670 25 MO
18 CisPp-Menta-2,8- 1147 1133 1676 - 01 MO
dien-1-ol

19  Alcanfor 1159 1143 1537 1498 56.8 MO
21  Pinocarvona 1171 1162 1584 1545 0.9 MO
22 Borneol 1181 1165 1642 1677 0.1 MO
23 Terpinen-4-ol 1188 1177 1610 1616 0.2 MO
24 a-Terpineol 1201 1189 1688 1711 0.1 MO
25  Mirtenol 1203 1194 1797 1787 0.1 MO
26 Verbenona 1216 1204 1743 1733 0.3 MO
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Tabla 6. Continuacion

N° pico LRI Cantidad
Fig. 32 Compuesto Columna DB-5MS Columna DB-WAX  relativa,  Tjpo
(V)
Experimental  Lit.®” Experimental Lit.***" %

27 Acetato de linalilo 1249 1238 1569 1538 0.5 vio

28 trans-Acetato de 1261 1235 1580 - 0.3 vio
crisantenilo

29 cis-Acetato de 1284 1280 - - 0.1 vio
verbenilo

30 trans-Acetato de 1291 1292 - - 0.7 vio
verbenilo

31 Acetato de 1328 1324 1677 - 0.3 vio
mirtenilo

32 a-Copaeno 1386 1376 1507 1551 0.1 s¢

33 trans-B-Cariofileno 1434 1417 1614 1617 0.2

34 Germacreno D 1493 1484 1722 1712 0.1

35 Angelatode 1569 1564 1877 - 01 50°
bornilo

36 Oxido de 1599 1582 1999 2000 0.1 SO
cariofileno

37 Intermedeol 1684 1654 2171 2247 0.2 SO

38 Benzoato de 1781 1762 - - 0.2 r

bencilo

®M: Monoterpeno

®HO: Hidrocarburo oxigenado
‘MO: Monoterpeno oxigenado

95: Sesquiterpeno

®S0O: Sesquiterpeno oxigenado

*F: Fenilpropanoide

Lit.: Indices de retencién lineales reportados en la literatura [82,84-86]
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Figura 32. Perfil cromatogréafico del AE de Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch.
Bip. Columna DB-5MS (60 m). Split 1:30. MSD (El, 70 eV).

4.3.4 Peperomia subspathulata Yunck.

Los componentes identificados en el AE de P. subspathulata se encuentran
registrados en la Tabla 7. Se identificaron 34 componentes (con area relativa >
0.1%), que corresponden al 92.0% del é&rea cromatografica total de los

componentes registrados.

En cuanto a los componentes mayoritarios del AE de P. subspathulata, se resalta
la presencia de safrol (43.4%) y epi-a-bisabolol (26.5%). Hasta el momento, no
hay reporte sobre la composicion quimica del AE de esta especie. Sus metabolitos
secundarios volatiles son, en su mayoria, sesquiterpenos y sesquiterpenos
oxigenados (Véase Figura 33); sin embargo, se destaca la presencia de
compuestos de tipo fenilpropanoide, derivados de la ruta del acido shikimico, entre
los que se encuentra el compuesto mayoritario, safrol. Esto esta de acuerdo con lo
reportado en la literatura para la identificacion del AE de especies del género
Peperomia; segun los autores existen dos quimiotipos, a saber: con prevalencia de
monoterpenoides y sesquiterpenoides, o con prevalencia de fenilpropanoides [56-
60].
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Tabla 7. Composicion quimica del AE obtenido por MWHD, de Peperomia
subspathulata Yunck.

No. Pico LRI Cantidad

. Compuesto Columna DB-5MS Columna DB-WAX relativa, Tipo

Fig. 33 -
Experimental Lit.[52 Experimental Lit.[848¢] %

1 Mirceno 988 991 1164 1168 0.1 m?
2 1,8-Cineol 1036 1033 1215 1214 0.1 MO®
3 Limoneno 1035 1031 1202 1212 0.4 M
4  Octanoato de etilo 1195 1196 1437 1422 0.1 HO®
5 Linalol 1103 1098 1547 1551 0.1 MO
6  «a-Terpineol 1201 1189 1704 1711 0.1 MO
7  Safrol 1305 1285 1887 1890° 49.4 Fe
8 Eugenol 1357 1356 2171 2175 0.1 MO
9  o-Gurjuneno 1420 1409 1529 1529 0.9 S°
10  trans-B-Cariofileno 1435 1417 1612 1617 0.1 S
11  Aromadendreno 1444 1439 1622 1650 0.1 S
12  cis-B-Farneseno 1455 1443 1636 1650 1.6 S
13  Sesquisabineno 1460 1457 - - 0.1 S
14  a-Humuleno 1470 1440 1685 1672 0.4 S
15 Zt ‘i’l';s'c'”amato de 1474 1465 2139 2149 1.3 F
16  y-Curcumeno 1477 1481 1778 1680 0.1 S
17  Viridifloreno 1503 1493 1710 1697 0.1 S
18  B-Selineno 1491 1485 1733 1711 0.1 S
19  @-Selineno 1500 1494 1737 1724 0.4 S
20  Biciclogermacreno 1502 1500 1746 1744 0.4 S
21  B-Bisaboleno 1515 1509 - - 0.1 S
22 Metileugenol 1403 1401 2014 - 0.1 F
23 Miristicina 1530 1520 2273 - 1.3 F
24 trans-Nerolidol 1565 1564 2042 2054 1 sof
25  Espatulenol 1592 1576 2135 2129 0.1 SO
26  Oxido de cariofileno 1598 1592 1998 2000 0.3 SO
27  Globulol 1601 1604 2088 2104 0.8 SO
25 CCinamatode 1376 1376 2138 . 0.1 F

etilo
29 G-Oxidode 1668 1684 - . 0.1 s0
bisabolol

30 B-Eudesmol 1654 1649 2245 2248 0.3 SO
31  o-Eudesmol 1673 1652 2235 2237 0.2 SO
32  epi-a-Bisabolol 1703 1683 - - 26.5 SO

®M: Monoterpeno °S: Sesquiterpeno
*MO: Monoterpeno oxigenado 'so: Sesquiterpeno oxigenado

10: Hidrocarburo oxigenado Lit.: indices de retencién lineales reportados en la literatura [82,84-86]
9F: Fenilpropanoide 8Lit.: indice de retencién lineal reportado en tesis [92]
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Figura 33. Perfil cromatografico del AE de Peperomia subspathulata Yunck.
Columna DB-5MS (60 m). Split 1:30. MSD (EI, 70 eV).

Para la identificacion del safrol, como compuesto mayoritario en el AE de P.
subspathulata, se encontr6 que los espectros de masas de los isbmeros safrol e
isosafrol, son muy similares (Vease Figura 34). Por ello, se compararon los LRI
obtenidos experimentalmente por columnas ortogonales (polar Vs apolar). En
general, los valores de indices de retencion de las sustancias medidos en
columnas apolares (HP-1, DB-1, Ultra-1 y HP-5, DB-5, Ultra-2, etc.) son mas
reproducibles (x 1-10 unidades), que los determinados en columnas polares
(Carbowax 20M, Innowax, DB-WAX, etc.) [83]; por tanto, se determind
tentativamente que el pico cromatogréafico (LRI pgs=1305) corresponde al safrol
(Véase Tabla 7), aun sin que se hubiera podido comparar su LRI experimental en
la columna polar, debido a que su valor no se encuentra registrado en las bases

de datos consultadas [84-86].

En la Figura 35, se presenta la ruta de fragmentacién del safrol (C1oH1005). El ion
molecular (m/z 162), en el espectro de masas (El, 70 eV) de este compuesto, es
un ion pico de base, lo cual demuestra una estabilidad, tipica de compuestos
aromaticos. La fragmentacion del safrol es caracteristica para los éteres

aromaticos, la presencia del radical alilo se manifiesta a través del fragmento
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CsHs" en m/z 41 (2 %); y la de los atomos de oxigeno, a través de los iones (M-
C,H3-CH,0)" en m/z 105 ( 8%) y (M-C,H3-CH,0O-CO)" en m/z 77 (19 %), asi como
m/z 131 (39 %), que corresponde al fragmento (M-CHs0)" [96].
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Figura 34. Espectros de masas del safrol e isosafrol (MS, El, 70 eV) [84].

El safrol es un éter fendlico, se encuentra como componente mayoritario en
muchos AE y es el principal componente de los AE de sasafras de América y del
anis estrellado. Se utiliza como saborizante de ciertas bebidas, chicles, productos
famaceduticos, etc., pero su uso principal es como materia prima para la
preparacion del isosafrol [93], por lo cual esta actualmente restringido, debido a
gue se encuentra en la lista roja de precursores de sustancias sicotropicas [94], ya
que a partir de él, se puede sintetizar el Extasis (MDMA). Por esta razon, la

comercializacion de este AE puede estar restringida. Con respecto al epi-a-
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bisabolol, Cavalieri et al. [95] reportaron estudios en donde se destaca el
sorprendente efecto y potencial citotoxico de esta sustancia, sobre células
malignas en gliomas humanos y de ratas, induccion de la apoptosis de dichas
células en menos de 24 h con una dosis de concentracion 10 uM. Por eso, el AE

de P. subspathulata podria tener uso en farmacologia.

- -CoH
‘C2H3 CH2O 2012 C4H3+
m/z 77 (19 %) m/z 51 (9 %)

m/z 135 (22 %) m/z 105 (8 %)
—| +
. /\O ]
.©:0> - +/\
m/z 41 (2 %)
o)
\ CH,0 S -C,H, C,H,0
— > m/z104 (36 %)
M m/z 162 (100 %) A\

m/z 131 (39 %)

Figura 35. Rutas de fragmentacion del safrol (MS, El, 70 eV).

4.3.5 Salviarubriflora Epling

En el AE de Salvia rubriflora Epling, en total, se identificaron 20 compuestos
(>0.1%), que corresponden al 31.6% del area cromatografica total. La mayoria de
ellos, son sesquiterpenos. Los compuestos mayoritarios identificados fueron el
germacreno D (6.3%) y el trans-B-cariofileno (19.9 %). Con respecto a los otros
tres compuestos mayoritarios que conforman el 46.3% del aceite, éstos no se

lograron identificar; estas sustancias tienen tiempos de retencion mayores de 48.0
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min (Vease Figura 39), sus espectros de masas se muestran en las Figura 36 —
38. Se denominaron como compuestos 1, 2 y 3, de acuerdo con el respectivo

orden de elucién en columna polar.

Los espectros de masas de los compuestos son muy similares; solamente difieren
en la intensidad de algunos iones en m/z 187, 215 y 172. De acuerdo con lo
anterior, se puede suponer que los compuestos 1, 2 y 3 son isbmeros. Son
posiblemente sustancias aromaticas de tipo fenilpropanoide, con ion molecular
m/z 230, que por su intensidad (50, 85 y 70% respectivamente) revela la gran
estabilidad estructural. Los iones caracteristicos son m/z 91 y 65 provenientes de
la formacién y fragmentacion del ion tropilio, y m/z 77 y 51 procedentes de la
formacion y fragmentacion del ion bencilo, por lo cual se supone la presencia de
un anillo aromatico en las estructuras [96]. Con respecto a las otras sefiales de los
espectros, se supone que son fragmentos formados asi: M-CHz en m/z 215, M-
CHs-H,O en m/z 197, M-CH3;CO o0 M-CH3-CO en m/z 187, M-CH3CO-CH3 0 M-
CH3-CH3CO en m/z 172 y M-CH3CO-CO o M-CH3-CO-CO en m/z 159 [96].

Los espectros de masas de los compuestos 1 y 3 son similares, el ion pico de
base es m/z 172 y sélo se diferencian en el notable aumento de la intensidad del
ion m/z 187 (M-CH3CO o M-CHj3;-CO) del espectro del compuesto 3, por lo cual
se puede suponer que los compuestos 1 y 3 son estereoisomeros. Para el
compuesto 2 el ion pico de base es 215 (M-CH3), este fragmento puede ser el ion
“padre” del ion m/z 172 (M-CH3-CH3CO), cuya intensidad pasa de ser 100% en los
espectros de los compuestos 1y 3, a ser de 10%. Esto posiblemente se deba a
que, el fragmento m/z 215 es lo suficientemente estable durante el tiempo que
estd dentro de la camara de ionizacion, que genera poca abundancia del
fragmento m/z 172. Teniendo en cuenta lo anterior se presume que el compuesto
2 es un isémero estructural de los compuestos 1 y 3. Son compuestos con
presiones de vapor similares que no pueden ser separados en columna apolar
(DB-5MS) (Vease Figura 40).
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Figura 36. Espectro de masas del compuesto 1 con tiempo de retencidén de 48.69
min (El, 70 eV).
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Figura 37. Espectro de masas del compuesto 2 con tiempo de retencién 49.00
min (El, 70 eV).
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Figura 38. Espectro de masas del compuesto 3 con tiempo de retencion 49.18
min (El, 70 eV).
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En la Tabla 8, se registran los compuestos identificados. Es de resaltar, que esta
es la primera caracterizacion quimica reportada del AE de esta planta, que
ademas, es una especie catalogada como especie amenazada, segun el Libro

Rojo de Plantas de Colombia [61], actualizado en febrero de 2007.

Compuesto 3

10

istd 14

Compuesto 2

Compuesto 1

19
18

9

11
L ,I.ll.'l.n‘ Lk e N

0.00 30.00 40.00 50.00 §0.00 70.00

Figura 39. Perfil cromatografico del AE de Salvia rubriflora Epling. Columna DB-
WAX (60 m). Split 1:30. MSD (EI, 70 eV).
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Figura 40. Perfil cromatografico del AE de Salvia rubriflora Epling, Columna DB-5
MS (60 m) Split 1:30, MSD (El, 70 eV). En la parte final, se sefala la fraccion
(t=60.0 min) en que los compuestos 1, 2 y 3 co-eluyen.
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Tabla 8. Composicion quimica del AE aislado por MWHD, de Salvia rubriflora
Epling.

N® pico LRI Cantidad 0o
Fig. 39 Compuesto Columna DB-SM?SZ] Columna DB-WA[);_%] relaltlva,
Experimental Lit. Experimental Lit. %
1 B-Pineno 982 980 1120 1124 0.1 HO®
2 1-Octen-3-ol 996 978 1465 1938 0.1 M°
3 Linalol 1100 1098 1484 1551 0.1 HO
4  Benzoato de metilo 1165 1099 - - 0.2 F
5 Hexanoato de fenilo 1291 1292 - - 0.1 F
6 o-Elemeno 1323 1339 1469 1452 0.1 s
7 a-Cubebeno 1330 1351 1481 1463 0.1 S
8 a—Copaeno 1346 1376 1493 1551 0.1 S
9 B-Elemeno 1352 1375 1608 1595 0.5 S
10  trans-B-Cariofileno 1372 1417 1618 1617 19.9 S
11  a-Humuleno 1471 1454 1686 1672 0.1 S
12 Alloaromadendreno 1458 1461 1660 1662 0.1 S
13 trans-trans;-oc— i i 1668 i 01 S
Farneseno
14  Germacreno D 1398 1484 1712 1712 6.3
15  Biciclogermacreno 1512 1500 1738 1744 1.0 S
16  Hedicariol' 1556 1546 - - 0.2 So°
17  trans-Nerolidol 1560 1564 2054 2054 0.2 SO
18  Oxido de cariofileno 1602 1582 2001 2000 1.9 SO
19  Espatulenol 1595 1576 2153 2129 0.7 SO
20  a-Cadinol 1671 1653 2224 2211 0.3 SO
21  Compuesto 1 2544 - 1864 - 9.3 -
22  Compuesto 2 2563 - 1877 - 16.0 -
23 Compuesto 3 2597 - 1882 - 21.0 -

®HO: Hidrocarburo oxigenado
°M: Monoterpeno
F: Fenilpropanoide
®S0O: Sesquiterpeno oxigenado
t: Identificado tentativamente
Lit.: indices de retencién lineales reportados en la literatura [82,84-86]
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4.3.6 Mentha x piperita

M. X piperita L. es un hibrido estéril, que resulta del cruce de M. spicata y M.
aquatica. La identificacion de la composicion quimica del AE, se muestra en la
Tabla 9. Como se observa, los componentes mayoritarios fueron el linalol
(23.9%), acetato de linalilo (48.3%) y cis-B-ocimeno (5.8%). En el perfil

cromatografico (Vease Figura 42) se sefialan los componentes mayoritarios.

La composicion de este AE es atipica; segun la literatura [97,98], los componentes
mayoritarios que se han encontrado son mentol, mentona y acetato de mentilo; en
menor cantidad, se hallaron la isomentona, isopulegona, neomentol y 1,8-cineol,

entre otros.

Una explicacion, que se sugiere, sobre la diferencia entre la composicion quimica
encontrada y la reportada en la literatura [97,98], es la posible variacion de la ruta
biosintética de monoterpenos, la cual involucra unidades de isopreno
bioquimicamente activos, como son el difosfato de dimetilalio (DMAPP) vy el
difosfato de isopentilo (IPP). Para la formacion del linalol basta con la

defosforilacion del difosfato de linalilo (Véase Figura 41) [99].

Para que sea posible la sintesis de mentol, mentona y demas esteroisomeros
(neomentol, isomentol, piperitona, pulegona, etc.); es necesario que haya un
proceso de ciclacion del difosfato de linalilo, a partir del cual se forma el catién
mentilo, que, al ser reducido, produce el limoneno. Este ultimo se hidroliza y luego
se oxida, para formar la isopiperitenona que es el precursor directo de compuestos
como el metol, mentona, entre otros (Véase Figura 41).
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Tabla 9. Composicion quimica del AE aislado por MWHD, de Mentha x piperita L.

N® pico LRI Cantidad
Fig. 42 Compuesto Columna DB-5MS Columna DB-WAX relativa, Tipo
Experimental  Lit.®?  Experimental  Lit®*%® %
1 B-Pineno 982 980 1111 1124 <0.1 M?
2 Mirceno 990 991 1164 1168 0.3 M
3 3-Octanol 996 993 - - 1.1 HO®
4  p-Cimeno 1028 1022 1274 1277 <0.1 F
5 Limoneno 1033 1031 1202 1212 0.2 M
6 1,8-Cineol 1036 1033 1215 1214 0.6 Mo*°
7 cis-B-Ocimeno 1037 1040 1236 1225 5.9 M
8 trans-B-Ocimeno 1047 1050 1253 1243 0.1 M
9 allo-Ocimeno 1128 1142 1375 1392 <0.1 M
10 Oxido de linalol 1089 1074 1423 1422 <0.1 MO
11 Linalol 1104 1098 1550 1551 24.0 MO
12 B-Elemeno 1395 1375 1601 1595 1.7 M
13 Epdxido de rosefurano 1171 1173 1608 - 0.6 MO
14  trans-Pinocanfeno 1185 1160 - - 0.6 MO
15 Terpinen-4-ol 1187 1177 - 1616 0.8 MO
16 o-Terpineol 1202 1189 1704 1711 3.1 MO
17 Nerol 1228 1227 1753 1770 0.5 MO
18  Acetato de linalilo 1255 1238 1565 1538 48.3 MO
19 Safrol 1297 1285 1881 - <0.1 MO
20  Acetato de nerilo 1358 1359 1728 1699 0.8 HO
21  trans-B-Cariofileno 1434 1417 1614 1617 1.4 s¢
22 Humuleno 1458 1440 1684 1672 0.1 S
23 Germacreno D 1494 1484 1722 1712 <0.1 S
24 TEPOS : 1499 - 1795 1737 02  sof
Dihidroagarofurano

25  cis-Dihidrofurano' 1542 - - - 0.2 HO
26 Elemol 1559 1548 2087 1078 0.2 SO
27  Oxido de cariofileno 1599 1582 - - 1.9 SO
28  Viridiflorol 1612 1592 2097 2103 2.3 SO
29  10-epi-y-Eudesmol 1640 1622 - - 0.4 SO
30 y-Eudesmol 1647 1630 2180 2182 <01 SO
31 Eremoligenol 1661 1629 2190 - 0.6 SO
32 B-Eudesmol 1654 1649 2245 2248 <0.1 SO
33  g-Eudesmol 1673 1652 2235 2237 0.1 SO
®M: Monoterpeno °S:  Sesquiterpeno

®HO: Hidrocarburo oxigenado 'SO:  Sesquiterpeno oxigenado

‘MO: Monoterpeno oxigenado t: Identificado tentativamente

Lit.: indices de retencién lineales reportados en la literatura [82,84-86]
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Figura 41. Reaccion general de formacion de la isopiperitenona.

Esta composicion es apenas comparable con la de algunas especies del mismo
género, como M. aquatica var. Citrata, de la cual , M. x piperita L. proviene
genéticamente [100,101], y algunas Salvias como S. aungustifolia Mill., S. sclarea
y S. lavandulaefolia [79,102], que se comercializan por su uso en perfumeria y

aromaterapia.

El hecho de no encontrar la literatura relacionada con la composicion encontrada
en este AE, esta de acuerdo con lo reportado por Lawrence, quien afirma que M. x
piperita L. no ha sido incluida en las listas mas recientes de especies hibridas, por

ahora, su AE aun es objeto de estudio [79].

La presencia de linalol (23.9 %) y acetato de linalilo (48.3 %) hacen que este AE
tenga potencial para ser utilizado en farmacologia, ya que segun Paena et al.
[103], el contenido de linalol y acetato de linalilo esta implicado en el potencial
anti-inflamatorio del AE. Asimismo, se ha comprobado que el contenido de linalol
esta involucrado en el efecto sedativo y anticonvulsante, segun investigaciones
realizadas con ratones [104]. Otros estudios reportan el efecto relajante en
humanos [105] y el efecto en la disminucién de la percepcion del dolor, tras inhalar
AE de lavanda [106].
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Figura 42. Perfil cromatografico del AE de Mentha x piperita L. Columna DB-5MS
(60 m). Split 1:30. MSD (El, 70 eV).
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4.4 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante fue determinada por el método ORAC (Véase Tabla
10). Se evaluaron los AE obtenidos por MWHD de las especies M. x piperita L.,
M. pubescens, C. ambrosiodes L., P. subspathulata, T. parthenifolium y S.
rubriflora; que fueron recolectadas en los municipios de Sucre y Bolivar,

Santander.

Asi mismo, se midi6 la capacidad antioxidante de las sustancias de referencia,
butilhidroxitolueno (BHT) (99%) y a-tocoferol (vitamina E) (97%), adquiridas a
Sigma Aldrich (St. Louis, EE.UU). Estas sustancias se utilizan actualmente en la
industria de cosméticos. Se realizé también la medicion de capacidad antioxidante
de los siguientes patrones de referencia adquiridos también a Sigma Aldrich (St.
Louis, EE.UU): trans-B-cariofileno (98.5%), linalol (97%), canfeno (95%) vy
terpinoleno (95%). Estos compuestos son los componentes mayoritarios de
algunos AE evaluados; y la medicion de su capacidad antioxidante se hizo para

saber si la capacidad antioxidante del AE se le atribuye al compuesto mayoritario.

En el método ORAC, la capacidad que tiene una molécula para actuar como
antioxidante, se debe a la presencia de grupos funcionales que facilitan la
transferencia de un atomo de hidrégeno a la especie oxidante, lo que constituye
uno de los mecanismos a través de los cuales el radical queda estabilizado
electronicamente. Los compuestos fendélicos (como el BHT) se consideran buenos
antioxidantes, porque cuando donan el hidrégeno del grupo hidroxilo a la
sustancia oxidante (altamente reactiva), la estabilizan; ademas, tras la migraciéon
del hidrogeno, el compuesto fendlico queda con una carga positiva que puede ser

estabilizada por la nube electronica 1T del anillo aromatico.

Sin embargo, las estructuras de algunos de los compuestos mayoritarios

evaluados: trans-p-cariofileno, linalol, canfeno y terpinoleno, no son compuestos
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con anillos aromaticos (Véase Figura 43), por lo que se sugiere que el
mecanismo de accion antioxidante, se debe a la trasferencia de un &tomo de
hidrogeno, de la posicibn mas proxima al doble enlace, a la especie oxidante, ya
gue la estabilizacion de la carga se debe a las estructuras resonantes que se

pueden formar con el doble enlace entre los carbonos ay 3.

Tabla 10. Valores de la capacidad antioxidante de los AE de las especies
vegetales bajo estudio y de los patrones de referencia.

Especie (umol Trolox®/g AE)
(s, n=3)
Salvia rubriflora Epling 460 + 10
Mentha x piperita L. 430+ 6
Peperomia subspathulata 2008
Morella pubescens 350 £ 15
Chenopodium ambrosioides 140+ 4
Tanacetum parthenifolium 130 £3
Sustancias de referencia (umol Trolox®/g sustancia)
(zs, n=3)
BHT 5009
Vitamina E 480 £ 8
Linalol 520 + 35
trans-B-Cariofileno 3307
a-Terpinoleno 170+ 1
Canfeno 46 + 6

Para el caso del trans-B-cariofileno, el hidrégeno que se transfiere seria el
ubicado en el carbono 5 o0 6 de la estructura. El linalol, ademas del hidrégeno que
esta en el carbono 4, podria transferir el hidrégeno labil del grupo hidroxilo. Estas
sustancias demostraron actividad mayor, comparada con los otros patrones de

compuestos mayoritarios, canfeno y a-terpinoleno (Véase Tabla 10).
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Figura 43. Estructuras de los compuestos mayoritarios, cuya capacidad
antioxidante se midié por el método ORAC.

En la Tabla 10, se registran los valores ORAC medidos para los AE de seis
especies vegetales y sus correspondientes compuestos mayoritarios. Como se
observa, el valor ORAC de los AE de S. rubriflora es el mas cercano al de los
patrones BHT y vitamina E. La razon puede ser que en este AE hay una fraccion
de compuestos mayoritarios no identificados, de tipo fenilpropanoide (46.3% del
area total de los componentes separados), en cuya estructura es posible
encontrar  hidrégenos labiles, e.g. hidroxilos, que puedan ser transferidos al

radical libre.

El valor ORAC obtenido para el AE de M. x piperita L. es menor comparado con el
obtenido para el patron de su compuesto mayoritario, linalol (24%) y con las
sustancias de referencia BHT y vitamina E. Por esto, se le puede atribuir la

actividad antioxidante del AE a la presencia del linalol, un alcohol terciario.

Para el caso de M. pubescens, cuyo componente mayoritario es trans-B-
cariofileno (47%), se presume que prima mas sobre la capacidad antioxidante el
efecto sinérgico de los componentes del AE, que el efecto del compuesto

mayoritario, pues el valor ORAC medido es mayor que el del trans-B-cariofileno.
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Para los demas AE de las especies estudiadas a saber; P. subspathulata, C.
ambrosioides, T. parthenifolium, los valores ORAC medidos son bajos
comparados con los del BHT y vitamina E, debido probablemente a la ausencia de
hidrogenos labiles en sus compuestos mayoritarios, ascaridol (44.2%) y alcanfor
(56.8%), respectivamente. También, puede deberse al efecto inhibitorio de los
demas componentes, el cual hace que, el AE de P. subspathulata, no registre una
buena actividad antioxidante, a pesar de tener como compuesto mayoritario el

safrol (49.4%), en cuya estructura si hay hidrégenos labiles.
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5. CONCLUSIONES

1. Se recolectaron y se identificaron botanicamente 26 especies silvestres,
nativas, introducidas y cultivadas en los municipios de Sucre y Bolivar, en el
departamento de Santander, Colombia. Estas especies pertenecen a las
familias Adoxaceae, Apiaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae, Lamiaceae,

Myrtaceae, Piperaceae, Solanaceae y Verbenaceae.

2. Se encontrd una composicién quimica novedosa, no reportada aun, del aceite
esencial de Mentha x piperita L., en la cual los componentes mayoritarios son
acetato de linalilo y linalol. Esta composicién se diferencia de los reportes
encontrados en la literatura, segun los cuales, los compuestos mayoritariosde
esta especie son mentol, mentona e isomentona. La composicién encontrada

corresponde a un nuevo quimiotipo de la especie.

3. Se realizé el primer estudio relacionado con la composicion quimica de los
aceites esenciales de las especies Peperomia subspathulata Yunck,
Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch. Bip. y Salvia rubriflora Epling. Se
determino que en los aceites esenciales de P. subspathulata y S. rubriflora
los compuestos mayoritarios fueron safrol (49.4%), epi-a-bisabolol (26.5%), y
trans-B-cariofileno (19.9 %), y germacreno D (6.3%), respectivamente. Los
componentes mayoritarios encontrados para cada uno de los aceites

esenciales se reportan en la Tabla 11.

4. Mentha x piperita L. y Salvia rubriflora Epling son especies promisorias para
Sucre y Bolivar, Santander; presentaron rendimientos de extraccion
relativamente altos, 0.61 y 0.46%, respectivamente, comparados con las
demas especies estudiadas. Son plantas endémicas de la region, por lo tanto,
no tienen problemas de su adaptacion en la zona Yy sus aceites esenciales

presentaron mayor capacidad antioxidante, medida por el método ORAC (430
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y 460 umol Trolox®/g AE, respectivamente), lo cual es un buen indice para

ser utilizados como ingredientes naturales en la industria de cosméticos.
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Tabla 11. Distribucion de los componentes de los AE, de las seis plantas bajo estudio, por familias de sustancias:
monoterpenos (M), monoterpenoides (MO), sesquiterpenos (S), sesquiterpenoides (SO) y fenilpropanoides (F).

Rendimiento Familia de compuestos, %
ETE] Género Especie Compuestos mayoritarios
de AE, % M S
A*-Careno
Limoneno
Chenipodiaceae Chenopodium ambrosioides L. 0.62 38.1 61.9

trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol

Ascaridol

trans-B-Cariofileno

pubescens (Humb.& o-Selineno

Myricaceae Morella Bompl. Ex Willd.) 0.45 43 13.0 435 304
Wilbur B-Selineno

Oxido de cariofileno

Linalol

Laminaceae Mentha piperita L. 0.62 Acetato de linalol 24.2 303 9.1 27.3

cis-B-Ocimeno

Safrol
Piperaceae Peperomia subspathulata Yunck. 0.24 6.1 152 394 242 15.1
epi-a-Bisabolol
ifo i i Canfeno
Asteraceae Tanacetum parthen/fo//u.m(Wllld.) 0.26 275 450 7.5 10.0 5.0
Sch. Bip. Alcanfor

Germacreno D
Laminaceae Salvia rubriflora Epling 0.46 4.8 524 23.8 9.5
trans- B-Cariofileno
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6. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de actividad biolégica y farmacolégica con las especies de
las cuales no se reportan estudios hasta el momento: Peperomia
Subspathulata Yunck, Tanacetum parthenifolium (Willd.) Sch. Bip. y Salvia
rubriflora Epling.

Aislar por columna cromatogréfica abierta los componentes no identificados
del AE de Salvia rubriflora Epling y caracterizarlos por espectrometria de

masas y resonancia magnética nuclear (RMN).

Para medir la capacidad antioxidante, en el presente estudio solo se empleo el
método ORAC, cuyo mecanismo se basa en la transferencia de hidrégeno al
radical libre, para determinar la capacidad antioxidante total; se recomienda
realizar ensayos, e.g., TEAC, en los que el mecanismo se basa en la
transferencia de un electron, o ensayos in vitro, por ejemplo, el estudio del

avance de la peroxidacion lipidica.
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