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Resumen

Titulo: COMPARACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE Salvia
aratocensis (Lamiaceae), OBTENIDOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRACCION Y

EN FUNCION DEL ESTADO FENOLOGICO DE LA PLANTA*

Autor: Anderson Leonardo Paipa Pérez**

Palabras clave: Salvia aratocensis, metabolitos secundarios, estado fenoldgico, aceites

esenciales, extractos, actividad antioxidante.

Descripcion:

Salvia aratocensis (familia Lamiaceae) es una planta endémica del cafién del Chicamocha, Santander
(Colombia). Algunos estudios reportan la actividad antioxidante de S. aratocensis; esta puede variar
segun los cambios en la composicion quimica de los aceites esenciales (AE), y extractos, que ocurren a
medida que las plantas avanzan en su desarrollo fenolégico. En el presente trabajo se estudié la relacién
entre los cambios de composicién de los AE, extractos hidroalcohdlicos (SE) y supercriticos (SFE) de S.
aratocensis y su actividad antioxidante.

Los AE, SE y SFE se obtuvieron de plantas en los estados de prefloracion, floracién y post-floracion
mediante hidrodestilacion asistida por radiacién de microondas (MWHD), extraccion con solventes SE y
extraccion con fluido supercritico SFE, respectivamente. El anélisis de la composicion de los AE se
realiz6 por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). La composicién de los
SE y SFE se determin6 por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con detector
Orbitrap, mediante una interface de electronebulizaciéon (ESI) en modo positivo (LC-ESI®-Orbitrap-
MS). La capacidad antioxidante se evalué mediante dos métodos: capacidad de absorcion de los radicales
de oxigeno (ORAC), y ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™. BHT y a-Tocoferol fueron las
sustancias de referencia. La composicion de los AE varid en funcion del estado fenoldgico de las plantas
y se registré un incremento en la concentracién del compuesto mayoritario en los AE colectados de
plantas en postfloracion. En los SE y SFE se identificaron tres flavonoides, cuya concentracion se
incrementd a medida que las plantas avanzaron hacia la postfloracion. La actividad antioxidante de los
AE, SE y SFE, evaluada por el método ORAC, fue superior a la de las sustancias de referencia. Para el
ensayo ABTS", se obtuvieron valores de actividad antioxidante de extractos y AE inferiores a los
registrados por las sustancias de referencia.
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Abstract

Title: COMPARISON OF SECONDARY METABOLITES ISOLATED FROM SALVIA
ARATOCENSIS (LAMIACEAE), OBTAINED BY DIFFERENT EXTRACTION METHODS

AND IN FUNCTION OF THE PHENOLOGICAL PLANT STAGES.

Author: Anderson Leonardo Paipa Pérez

Key words: Salvia aratocensis, secondary metabolites, phenological stages, essential oils,

extract, antioxidant activity.

Description:

Salvia aratocensis (Lamiaceae family) is a Chicamocha canyon endemic plant. Some studies have
reported antioxidant activity in Salvia aratocensis; which could be variable depends on the chemical
composition changes in essential oil and extracts. These alterations occur when the plants advance in their
growth stages. This project studied the relation between the changes of essential oils composition, and the
extracts obtained by hydroalcoholic solvents and CO, in supercritical conditions of salvia aratocensis, and
their antioxidant activity.

EO, SE and SFE were obtained from plants in the preflowering, flowering and post-flowering stages by
microwave hydrodistilation (MWHD), solvents extraction (SE) and supercritical fluid extraction,
respectively. Chemical composition of the EO were performed using gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Liquid chromatography-electrospray ionization (positive mode)-mass
spectrometry (Orbitrap) was used to determine compounds present in SE and SFE. Antioxidant capacity
was assessed by two methods: 1. oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and 2. ABTS radical-cation
discoloration test. BHT and a-Tocopherol were used as reference substances. EOs varies in composition
according the phenological stage of plants were collected. An increase in the major component was
recorded in EOs collected from post-flowering stage plants. Three flavonoids were identified in SE and
SFE and their concentration increased when the plants advanced towards post-flowering. The antioxidant
activity of EOs, SEs and SFEs, assessed by ORAC, was greater than registered by reference substances,
however, a-Tocopherol and BHT exhibited higher values than obtained to EOs, SEs and SFEs by ABTS™
discoloration test.

*Bachelor Thesis
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Directora: Elena E. Stashenko. Quimica, Ph.D.
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Introduccion

En el &mbito mundial, Colombia es el tercer pais con mayor nimero de especies animales y
vegetales en todo su territorio (Andrade y Ruiz, 1992). Este aspecto no ha sido aprovechado
completamente para el desarrollo econémico de la nacion. La mayoria de los sectores
productivos del pais se han dedicado a la produccion, explotacion y exportacion de materias
primas como productos agricolas tradicionales y minerales (Kalmanovitz, 2003). No se tiene en
cuenta la transformacion de éstos y la posibilidad de darles valor agregado. Por lo tanto, se hace
necesario realizar proyectos que abran paso al desarrollo del sector agroindustrial; una alternativa
es la incursién en industrias como la farmacéutica y la cosmética, las cuales, han recurrido a la
busqueda de compuestos activos presentes en plantas, que demuestren algun tipo de actividad
biolégica y den paso a la formulacion de nuevos productos con alto valor comercial. La
capacidad antioxidante es una de las actividades biolégicas con mayor potencial para el
desarrollo de productos de consumo elevado, debido a que atenua los efectos del estrés oxidativo
producido por radicales a nivel celular (Kohen y Nyska, 2002). Los radicales libres son especies
quimicas inestables producidas durante los procesos metabdlicos celulares; degradan
biomoléculas, lo que implica dafio de tejidos y el desarrollo de enfermedades (Cefarelli, et al.,
2006). Con el fin de mitigar estos efectos, las industrias cosmética, farmacéutica y de alimentos
han implementado el uso de antioxidantes sintéticos en la formulacion de sus productos
(Diplock, et al., 1998). Estos compuestos interactdan con oxidantes, disminuyen su reactividad y
evitan la oxidacion de otras moléculas. A pesar de ser eficientes, también, pueden presentar

efectos nocivos (Lanigan y Yamarik, 2002). Lo cual reduce su valor en la prevencion de
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problemas de salud. Las normas internacionales de calidad estipulan que los productos
formulados con alguna actividad bioldgica especifica, deben demostrar que no alteran el
funcionamiento del organismo de quien los consuma. Por lo tanto, los sectores industriales
interesados en la comercializacion de tales productos, han promovido la investigacion enfocada
en la busqueda de nuevas fuentes naturales capaces de proveer principios activos sin efectos
secundarios perjudiciales, dentro de los cuales se destacan las plantas que producen en su
metabolismo secundario, compuestos que reducen la actividad radicalaria (Cefarelli et al., 2006).
Debido a ello, se buscan extractos y aceites esenciales (AE) capaces de sustituir a sus homologos
sintéticos (Lanigan y Yamarik, 2002).

Los AE y extractos de plantas pertenecientes a la familia de las labiadas, especificamente, al
género Salvia, presentan diversas actividades bioldgicas, e.g., antioxidante (Marineli et al., 2014;
Dincer et al., 2012; Farhat et al., 2013), antibacteriana (Kamatou, Van Vuuren, Van Heerden,
Seaman, y Viljoen, 2007; Bisio et al., 2015; Hanedaroglu, Karayab y Zaybek, 2001),
antimicrobial (Cardile et al., 2009), antiespasmédica (Romussi et al., 2001), y antiséptica
(Kamatou, Makunga, Ramogola, y Voljoen, 2008). Las plantas del género Salvia se encuentran
extensamente distribuidas en Asia Central, América Central, Suramérica, la cuenca del
Mediterraneo y en Asia Oriental (Ulubelen, Topcu y Kolak, 2005). Existen cerca de 300 especies
de este género identificadas. El género Salvia estd constituido principalmente por plantas
arbustivas, herbaceas perennes y anuales; provistas en todas sus partes de glandulas secretoras de
metabolitos secundarios, los cuales construyen una interfaz quimica entre las plantas y el entorno
(Brizuela, Garcia y Mansur, 1998). En Colombia, las salvias estan representadas por 83 taxones,
de los cuales 78 son nativos (Fernandez y Rivera, 2005). Dentro de las salvias nativas

colombianas se encuentra la Salvia aratocensis.
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La S. aratocensis es una especie endémica del Cafidn del rio Chicamocha, su hombre comin
es “Velero de monte”. Esta planta se encuentra en la Cordillera Oriental en el departamento de
Santander entre los 1200 y 1500 m de altura (Ferndndez y Rivera, 2005); se ha reportado su
actividad en patologias como la tuberculosis, el mal de Chagas y la Leishmaniasis (Bueno,
Escobar, Martinez, Leal y Stashenko, 2011). Cala et al. (2007) reportaron la actividad
antioxidante de los extractos etandlicos de Salvia aratocensis, y propusieron su uso para la
extraccion de compuestos antioxidantes, lo que convierte a esta planta en una candidata potencial
para su implementacion en procesos de explotacion agroindustrial. Para ello, en esta
investigacion, se estudiaron la composicion quimica y la actividad antioxidante de los AE vy
extractos hidroalcohdlicos y obtenidos con CO, de S. aratocensis, en funcién de su estado
fenoldgico. Se examinaron tres estados fenoldgicos, a saber: 1. Prefloracién; 2. Floraciéon y 3.
Post-floracion. El estudio permitié obtener importante informacion sobre las etapas en que la
planta tiene la cantidad de metabolitos secundarios mas alta, que registren algun tipo de actividad
biol6gica, siendo esto un factor determinante para el desarrollo de procesos de produccion

agroindustrial.
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1. Marco Tebrico

1.1 Salvia aratocensis

La S. aratocensis (Figura 1) pertenece a la familia Lamiaceae (Tabla 1); se report6 por primera
vez en el afio 2003 por el Dr. José Luis Fernandez del Instituto de Ciencias Naturales de la
Universidad Nacional de Bogot4, Colombia. Su nombre comun es “Velero de monte”, crece en
la Cordillera Oriental en los departamentos de Santander y Boyaca (Cafién del rio Chicamocha,

Municipios de Los Santos y Suratd, entre los 1200 y 1600 m.s.n.m.) (Fernandez, 2003).

Ilcm
Figura 1. A. Planta de S. aratocensis en su habitat natural. B. Inflorescencias y C. Hoja

individual.
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Tabla 1.
Taxonomia de la Salvia aratocensis.

Clase
Superorden
Familia
Género
Especie

Subespecie

Magnoliopsida
Laminae
Lamiaceae
Salvia
Aratocensis

Suratensis

La S. aratocensis es un arbusto con una altura de hasta 1.5 m, se desarrolla en el piso
térmico medio, en ambientes secos entre plantas espinosas o caducifolias. La S. aratocensis se

propaga muy bien en senderos deteriorados por la ganaderia y se adapta facilmente a zonas

con alta concentracion de nitrogeno (Fernandez, 2003).

1.2. Metabolitos secundarios

26

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos producidos por las plantas; intervienen

en los procesos de interaccion entre la planta y su ambiente (Avalos y Pérez-Urrutia, 2009).

Algunos metabolitos secundarios cumplen funciones de defensa contra predadores patdégenos y

otros, como atrayentes de polinizadores. Con base en sus origenes biosintéticos, los metabolitos

secundarios de las plantas se clasifican (Croteau, Kutchan y Lewis, 2000), en cuatro grupos, a

saber:

1.2.1. Terpenos. Los terpenos son una familia de productos naturales, compuesta por

sustancias generalmente formadas a partir de la unidon “cabeza-cola” de unidades de isopreno Cs
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(Figura 2), que se encuentra como difosfato de dimetilalilo (DMAPP, por sus siglas en inglés) y
difosfato de isopentenilo (IPP, por sus siglas en inglés). Las estructuras tipicas de los terpenos se
representan como mdltiplos de Cs y se clasifican como monoterpenos, Cio, sesquiterpenos, Cis,
diterpenos, Cy, sesterterpenos, Cos, triterpenos, Cso Yy tetraterpenos, C4o. Se conocen cerca de
30000 moléculas, que cumplen diversas funciones como mediadores en distintas interacciones
ecoldgicas de las plantas (Gershenzon y Dudareva, 2007). Algunos compuestos volatiles como el
trans-B-ocimeno son atrayentes de insectos especificos que cumplen la funcidn de polinizadores
(Dotterl y Schéffler, 2007)., o, por el contrario, pueden actuar como repelentes de especies
enemigas, e.g., geraniol (Mdller et al., 2009); otros, de mayor peso molecular y menos volatiles
como los hidrocarburos sesquiterpénicos, presentan actividad antifungica o antibacterial, son
toxicos para los insectos y se producen como un mecanismo de defensa ante el ataque de
predadores. También, existen terpenos con funciones estructurales de los fitoesteroles

(Malheiros, Schmitt, Yunes y Monache, 2005).

CH CH

II 2 Cola Cabeza || 2
CH,.___ CH
HoC™ N 2T CHy N7

Isopreno

Figura 2. Unidon “cabeza-cola” de las unidades del isopreno

1.2.1.1. Biosintesis de los terpenos. La biosintesis de terpenos parte de la formacion de los
bloques de construccion (IPP y DMAPP), que se producen por medio de dos rutas metabdlicas:
1. Ruta del mevalonato y 2. Ruta del fosfato de metileritrilo. Los procesos posteriores que

conducen a la formacion del IPP y el DMAPP aln no se conocen detalladamente. Sin embargo,
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metodologias genéticas (Tristch, Hemmerlin, Bach y Rohmer, 2010), muestran que hay dos
enzimas involucradas, la primera, produce 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato y, la segunda, lo
convierte a IPP y DMAPP; ambos pasos son de naturaleza reductora. Los mecanismos de este
ultimo proceso ain no han sido elucidados.

En la ruta del mevalonato (Figura 3), la acetil coenzima A (acetil-CoA) que es el precursor
biogenético de los terpenos, se convierte a la “unidad activa de isopreno”, pirofosfato de
isopentenilo (IPP); este proceso parte de la union mediante una condensacion de Claisen de dos
moléculas de acetil-CoA para producir acetoacetil-CoA. Paso seguido, se da la incorporacion de
una tercera molécula de acetil-CoA a través de una adicion aldolica estereoespecifica para
producir el éster de cadena ramificada 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA).
Posteriormente, sucede una reduccion enzimatica con dihidronicotinamida-adenina-dinucleétido
(NADPH + H") en presencia de agua; de este proceso se obtiene (R)-acido mevalonico
(McGaver y Croteau, 1995). La fosforilacion del &cido mevalonico por el trifosfato de adenosina
(ATP) produce el difosfato del &cido mevaldnico, que se descarboxila y se deshidrata para
producir el pirofosfato de isopentenilo (IPP). Mediante el mecanismo de protonacion-
deprotonacion llevada a cabo por isomerasas, el IPP se transforma a pirofosfato de dimetilalilo.
En la ruta del metileritritol fosfato (Figura 4), el &cido piravico y el gliceraldehido-3-fosfato,
producen el MEP. Inicialmente, sucede la pérdida del carboxilo del piruvato con la mediacién
del difosfato de tiamina para producir un equivalente de acetaldehido enlazado a una enamina.
Posteriormente, la enamina formada se une al gliceraldehido-3-fosfato mediante un ataque
nucleofilico; el intermediario formado pierde pirofosfato de tiamina y, de este modo, se genera el
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato, que se transforma al MEP mediante un rearreglo por una reaccion

aldol-aldol inversa, seguida de una reduccion (Munos, Pu, Mansoorabadi, Kim y Liu, 2009). El
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producto formado, contiene el sistema de cadena ramificada equivalente a la unidad de isopreno.
La reaccion del MEP con la citidina trifosfato (CTP) produce un derivado difosférico de citidina,
el cual es fosforilado por la via del ATP. El 2-fosfato resultante pierde el fosfato de citidina y da
paso a la formacién de un fosfoanhidrido ciclico (Dewick, 2009). Los animales y los hongos
parecen carecer de la via del MEP, por lo que usan exclusivamente la del mevalonato.
Generalmente, las plantas y algunas bacterias emplean ambas vias de manera simultanea y

complementaria (Lichtenthaler, Romer y Schwender, 1997).
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Figura 3. Biosintesis de los bloques de construccion de los terpenos mediante la ruta del
mevalonato. Dewick, P. (2009). Mevalonate pathway. [Figura]. Tomado de Medicinal Natural

Products: A Biosynthetic Approach. 3rd Edition.
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Figura 4. Biosintesis de los bloques de construccion de los terpenos mediante la ruta del fosfato
de metileritrilo. Dewick, P. (2009). Methylerythritol Phosphate pathway. [Figura]. Tomado de

Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. 3rd Edition.

La union de los blogues de construccion IPP y DMAPP da paso a las moléculas precursoras de
monoterpenos (pirofosfato de geranilo, GPP, por sus siglas en inglés) y sesquiterpenos
(pirofosfato de farnesilo, DMAPP, por sus siglas en inglés). La produccion del pirofosfato de
geranilo inicia con la pérdida del pirofosfato (OPP) por parte del DMAPP, genera un cation
alilico y se une al carbono terciario del IPP por una adicion electrofilica (Dewick, 2009). El
producto de la adicion es un cation terciario, que se transforma a GPP mediante la accion de la

enzima geranil-difosfato sintasa (véase Figura 5).

Adicion electrofilica
para la formacion

)Ciﬁ de un cation terciario
NN —_— CH
HaC OPP “E1  HC 2 H,e” OPP —
DMAPP Catién alilico
Perdlda esteroespecifica H H
CHy de proton E
E 1
N
OPP CHy CH3
= )\/\/KA
HsC OPP
| Pirofosfato de geranilo
E1: Geranil difosfato sintasa H,C CH,

Figura 5. Formacion del pirofosfato de geranilo. Dewick, P. (2009). Synthesis of geranyl
pyrophosphate. [Figura]. Tomado de Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. 3rd

Edition.

1.2.1.2. Biosintesis de sesquiterpenos. Los sesquiterpenos se sintetizan generalmente por la

via del mevalonato; la adicion de Cs (IPP) al GPP mediada por la FPP sintasa, conduce a la
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formacion del precursor sesquiterpénico fundamental FPP; el mecanismo de la reaccion es
analogo al descrito para la formacion del GPP (Figura 5). El aumento en la longitud de la cadena
carbonada y la presencia de un doble enlace adicional en el FPP (respecto al GPP) aumenta las
posibilidades de ciclacién; lo que resulta en la formacién de una gran variedad de compuestos
mono-, di- y triciclicos. En el proceso de formacion de los sesquiterpenos, la estructura del FPP
sufre rearreglos que se dan a través de la transposicion del grupo difosfato. La transposicion
inicia con la salida del difosfato que genera la formacion de un catién alilico; posteriormente, la
estructura experimenta la deslocalizacion de la carga y se estabiliza. De este paso, se desarrollan
dos procesos diferentes: 1. La carga se estabiliza sobre el carbono terciario, el difosfato se une
sobre éste dando paso a la formacidon del pirofosfato de nerolidilo (NPP); 2. La estructura rota en
el punto en donde se encontraba el doble enlace que se deslocalizo; el restablecimiento del doble
enlace genera la configuracion Z que es mas estable (respecto a la configuracion E) (Dewick,
2009), esto conduce a la ubicacion de la carga sobre el carbono primario y a la adicion de grupo

difosfato (Figura 6).
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Figura 6. Formacion de pirofosfato de nerolidilo y trans,cis-FPP a partir de trans,trans-FPP.
Dewick, P. (2009). Nerolidyl PP and FPP synthesis. [Figura]. Tomado de Medicinal Natural

Products: A Biosynthetic Approach. 3rd Edition.

La salida del grupo difosfato del pirofosfato de nerolidilo y el cis,trans-FPP, produce el
reordenamiento y la estabilizacion de estas estructuras, que resulta en la formacién de los iones
precursores de las distintas familias de sesquiterpenos, e.g. humulenos, cadinanos (Figuras 7 y 8,

respectivamente), cariofilenos y germacrenos (Lichtenthaler, et al., 1997).
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Figura 7. Formacién de los iones gualilo, eudesmilo y cariofilo a partir del cation cis,cis-
farnesilo. Dewick, P. (2009). Guaiyl, Eudesmil and Caryophyllyl cations. [Figura]. Tomado de
Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. 3rd Edition.
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Figura 8. Formacion de los iones precursores amorfilo, cariotilo y cadinilo. Dewick, P. (2009).
Cadinyl, Carityl and Amorfyl cations. [Figura]. Tomado de Medicinal Natural Products: A
Biosynthetic Approach. 3rd Edition.

1.2.2. Flavonoides. Los flavonoides son un grupo de productos naturales distribuidos
ampliamente en el reino vegetal, se encuentran como mezclas complejas en los tallos, las hojas
y las flores de muchas plantas (Del Bafio et, al., 2004). Son polifenoles formados por un sistema
aromatico que consta de tres anillos sustituidos (Figura 9). Segun el tipo de sustituyente y la
posicidn en la que se encuentran, los flavonoides se clasifican en cinco grupos, a saber: 1.
Flavonoles: un doble enlace en la posicion dos-tres, un hidroxilo en la posicion tres y un grupo
cetona en la posicion cuatro; 2. Dihidroxiflavonoles: dos hidroxilos, uno en la posicion tres y
otro en la posicién cuatro; 3. Flavonas: doble enlace entre las posiciones dos-tres y un grupo
cetona en la posicion cuatro; 4. Flavanonas: un grupo cetona en la posicién cuatro; 5.
Flavanoles: tres grupos hidroxilo. La actividad biolédgica de los flavonoides es variada, dentro de
las méas conocidas se encuentran la antitumoral (Kanadaswami, 2005), la antiinflamatoria

(Guardia, Rotelli, Juarez y Pelzer, 2001), la antigenotdxica y la antioxidante (Bhouria et al.,
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2011). En las plantas, los flavonoides actian como reguladores del crecimiento y atenuadores
del estrés oxidativo (Kumar y Pandey, 2013); la eficiencia de los flavonoides como
neutralizadores de radicales libres depende de los sustituyentes presentes en los anillos y es
mayor en los flavonoides que poseen un hidroxilo en la posicion tres y un doble enlace entre las

posiciones dos y tres (Van Acker, Van den Berg y Bast).

Figura 9. Estructura general de los flavonoides. Van Acker et al. (1996). Flavonoids. [Figura].
Tomado de Structural aspects of antioxidant activity of flavonoids. Free Radical Biology &
Medicine. 20.

1.2.2.1. Biosintesis de los flavonoides. Los flavonoides se sintetizan mediante la ruta de los
fenilpropanoides (Figura 10), en la que la fenilalanina se transforma a 4-cumaroil-CoA, que se
condensa con tres moléculas de malonil-CoA bajo la accion de las enzimas chalcona sintasa
(CHS) y chalcona isomerasa (CHI); el producto de este proceso es la naringenina (flavona)
(Falcone et al., 2012). La accién de oxidasas, reductasas e isomerasas sobre la naringenina y sus

derivados permite la formacion de distintos flavonoides (Petrussa et al., 2013).
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Figura 10. Biosintesis de los flavonoides. Petrussa et al. (2013). Biosynthesis of flavonoids.
[Figura]. Tomado de Plant flavonoids-biosynthesis, transport and involvement in stress

responses. International Journal of Molecular Sciences. 14.

1.2.3. Compuestos nitrogenados o alcaloides. Los alcaloides contienen uno o més atomos de
nitrégeno, se sintetizan principalmente a partir de aminoacidos y se conocen aproximadamente
12000 alcaloides (Judd, Campbell, Kellog, Stevens y Donoghue, 2002), que poseen gran
diversidad de estructuras quimicas; son fisioldgicamente activos en los animales, ain en bajas
concentraciones, por lo que algunos se usan ampliamente en medicina (Roberts y Wink, 1998),
por ejemplo, la morfina, la atropina, la quinina y la estricnina, entre otros.

1.2.4. Glicosidos. El término “glucosido” hace referencia al enlace glicosidico que se forma

cuando una molécula de azucar se condensa con otra (aglicona) a través de su grupo hidroxilo.



37
UN APORTE A LA BIOPROSPECCION

Existen cuatro grupos de glicésidos de interés particular: saponinas, glicésidos cardiacos,

glicésidos cianogeénicos y glucosinolatos (Yinrong y Yeap, 2000).

1.3. Aceites esenciales

Los AE son una mezcla de varios compuestos quimicos sintetizados por las plantas (metabolitos
secundarios), estos se encuentran en las células vegetales y poseen la fragancia caracteristica de
las plantas de las que han sido extraidos. Los compuestos presentes en un aceite esencial son
volatiles, pero susceptibles a degradacion quimica originada por luz o calor, bases o acidos
fuertes (Bandoni, 2000).

Las plantas producen metabolitos secundarios con el fin de crear mecanismos de defensa ante
posibles predadores, adaptarse al ambiente, comunicarse con otros organismos Vivos, protegerse
contra cambios intempestivos, entre otros (Dudareva, Klempien, Muhlemann y Kaplan, 2013;
Batish, Singh, Kohli y Kaur, 2008). La presencia de los metabolitos secundarios en los aceites
esenciales les otorga propiedades bioldgicas que pueden aprovecharse en el tratamiento de
dolencias, en cosmética o en la formulacién de productos de aseo (Bakkali, Averbeck y Idaomar,
2008).

Las siguientes son propiedades fisicas de los aceites esenciales: son liquidos a temperatura
ambiente, volatiles, incoloros o ligeramente coloreados; cuando estdn recién destilados,
generalmente, poseen densidad inferior a la del agua, indice de refraccion alto, son inflamables,
pero no toxicos (su limite de ingestion por toxicidad es muy alto), solubles en alcohol, en aceites

fijos o grasas, pero poco solubles en agua (Stashenko, 2009).
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1.4. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son una mezcla de compuestos quimicos que se pueden aislar de plantas
con solventes. Estos compuestos pueden ser volatiles o no; la diferencia entre estas mezclas y los
aceites esenciales es que en el caso de los extractos se aislan bésicamente, moléculas de peso

molecular mas alto, e.g., alcaloides, flavonoides, grasas, entre otros (Gupta y Tuohy, 2015).

1.5. Métodos de extraccion

1.5.1. Hidrodestilacién asistida por microondas. Este es un método destilativo en el cual el
material vegetal se encuentra contenido en un recipiente con agua dentro de un horno de
microondas; el recipiente estd conectado a un aparato Clevenger que, a su vez, se encuentra
acoplado a un sistema de condensacion. El recipiente (balon de fondo redondo) se somete a la
radiacién de las microondas producidas por un magnetrén ubicado dentro del horno. Esto
provoca la ebullicion del agua y la ruptura de los tricomas glandulares (en el caso de las
Labiadas), que se encuentran en la planta. Los componentes liberados de la planta se arrastran
por el agua y pasan a la fase gaseosa, la mezcla de vapor de agua y aceite esencial circula a
través del aparato Clevenger. La separacion del aceite esencial y el agua, se da por decantacion,
luego de que la mezcla se enfria y se condensa (Chemat y Cravotto, 2013).

El efecto de las microondas depende de la naturaleza del solvente y del material vegetal. El
calentamiento ocasionado por la radiacion de las microondas es proporcional a la constante
dieléctrica del solvente. Por lo tanto, la mezcla se calienta de manera homogénea. Una ventaja de

usar la radiacion de microondas es que estas ondas interactian selectivamente con moléculas
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polares, por ejemplo, agua, y provocan un aumento de temperatura dentro de los tricomas
glandulares, lo que causa su ruptura y la liberacién de sustancias volatiles, componentes del

aceite esencial (Destandau, 2013).

1.5.2. Extraccion con fluido supercritico. Este método de extraccién usa como solvente CO,
en condiciones supercriticas (temperatura superior a 304,21 K y presién mayor que 7.3x10° kPa).
Los fluidos en condiciones supercriticas presentan valores de difusividad y de viscosidad, que les
permiten solvatar y extraer con alta eficiencia moléculas de analitos que se encuentran en el
material vegetal. EIl extracto obtenido es libre de solventes, fresco, con su aroma natural (Saraim,

Somsubhra, Satyabrata y Banji, 2012).

1.5.3. Extraccién con solvente. La extraccién con solvente se basa en la transferencia de
analitos de una matriz vegetal a un medio liquido constituido por un solvente o mezcla de
solventes capaces de solvatar a las moléculas de interés. Los criterios de composicion de la
mezcla se determinan mediante el estudio de las caracteristicas de los compuestos para extraer,
e.g., grupos funcionales, volatilidad, peso molecular y polaridad, de modo, que la fase liquida
debe tener propiedades afines a la de los analitos, para facilitar su obtencién (Pan, Xiao-Xiao y

Liand, 2008).

1.6. Andlisis instrumental

1.6.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La cromatografia es
una técnica de separacion de componentes de una mezcla; se uso a principios del siglo XX por

Mijail Tswet para separar pigmentos vegetales (Williams, 2002). La separacion en cromatografia
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de gases (GC, por sus siglas en inglés) se basa en la interaccion de los compuestos presentes en
la mezcla con una fase estacionaria que recubre la pared interna de una columna cromatografica,
PDMS, poli(dimetilsiloxano) o PEG, poli(etilenglicol), mas usadas para el analisis de los AE.
Los compuestos se transportan a través de la columna por un gas inerte denominado gas de
arrastre (N2, H, 0 He). Los componentes de la mezcla interactian de manera distinta con la fase
estacionaria, de modo que cada compuesto recorre la columna en tiempos diferentes; de esta
forma, se separan. El tiempo de retencion depende de las caracteristicas quimicas de las
moléculas presentes en la muestra, tales como polaridad, peso molecular, punto de ebullicién e
interacciones intermoleculares, tipo de la fase estacionaria y la temperatura (Stashenko y
Martinez, 2010).

En la técnica GC, la muestra se inyecta al equipo cromatografico; el gas de arrastre lleva la
muestra a la columna que se encuentra dentro de un horno, cuya temperatura es programable. El
tiempo de retencion de los componentes en la columna es funcion de su constante de
distribucion, Kp, i.e., la relacion de concentraciones del analito en las fases movil y estacionaria,
y depende de la temperatura, la naturaleza del gas y del polimero (fase estacionaria) (Grob y
Barry, 2004).

Para realizar la identificacion tentativa de los componentes, una mezcla de hidrocarburos (n-
alcanos) se inyecta para calcular los indices de retencion de los componentes del AE.

La espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica que mide
las masas de moléculas ionizadas y, en muchos casos, registra iones-fragmento obtenidos durante
la ionizacion. En el interior del espectrometro de masas, sucede la ionizacion de moléculas de la
muestra, que puede ocurrir mediante diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuente

para analizar AE es el impacto o bombardeo de las moléculas con electrones de una energia
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estandar (70 eV), capaces de provocar la ionizacion y fragmentacion de las moléculas. Las
moléculas ionizadas y los iones-fragmento se aceleran hacia el sistema colector mediante campos
eléctricos 0 magnéticos (depende del analizador). La cantidad de movimiento, mv, alcanzada por
cada ion en el analizador magnético dependera de su relacion masa/carga (m/z). La deteccion
consecutiva de los iones formados a partir de las moléculas ionizadas y sus fragmentos, produce
el espectro de masas, que es diferente para cada compuesto (Hoffman y Stroobant, 1988).

Dentro de las ventajas de esta técnica, se destacan las siguientes: capacidad de identificacion
de estructuras moleculares y gran sensibilidad (deteccion de concentraciones del orden de ppm o
ppb), informacidn estructural e isotopica de la molécula analizada, ademas, se puede obtener un
espectro en décimas de segundo, lo que permite conocer la composicion de una mezcla en
tiempo real. La espectrometria de masas con la ionizacién con electrones (El, por sus siglas en
inglés) se usa principalmente en el analisis cualitativo de sustancias quimicas en &reas como la
quimica forense, ambiental, control de calidad y en el estudio de productos naturales (Barker y
Ando, 1998).

Al acoplar la cromatografia de gases a la espectrometria de masas (GC-MS), se logra por un
lado, separar una mezcla y, por otro, determinar la estructura molecular de cada uno de sus

componentes (Stashenko y Martinez, 2010).

1.6.2. Detector de ionizacion en llama. El detector de ionizacién en llama (FID, por sus
siglas e inglés) funciona mediante un quemador de hidroégeno/oxigeno en donde se mezcla el
efluente de la columna con hidrdgeno y aire, que se enciende mediante una chispa eléctrica para
producir una llama de alta temperatura. Al ser sometidos a altas temperaturas, compuestos

organicos generan iones y electrones que pueden conducir electricidad a través de la llama. Se
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establece una diferencia de potencial de unos centenares de voltios entre la parte inferior del
quemador y un electrodo colector situado por encima de la llama. La corriente generada es baja
(del orden de los 10" A), y debe ser amplificada mediante un amplificador de alta impedancia
(Skoog, Vest y Holler, 2001).

AUn no ha sido establecido a cabalidad el mecanismo de ionizacién de los compuestos que
contienen carbono. Sin embargo, se ha observado que el nimero de iones que se forman puede
ser tomado como el mismo de carbonos transformados en la llama. El FID responde al nimero
de a4tomos de carbono que ingresan al detector en unidad de tiempo; debido a esto, el FID es
sensible a la masa, y no a la concentracion del analito. En consecuencia, este detector tiene la
ventaja de que los cambios en el caudal de la fase movil tienen poco efecto sobre su respuesta

(Scanlon y Willis, 1985).

1.6.3. Cromatografia liquida de alta eficiencia. La cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, por sus siglas en inglés) es una técnica que separa los componentes de una mezcla, de
moléculas poco volatiles, con baja termoestabilidad o de alto peso molecular (superior a 500 Da),
con gran variedad de grupos funcionales. La HPLC usa como fase mdvil solventes en estado
liquido y a altas presiones, generalmente 20-40 MPa. El principio de separacion es la interaccion
entre los compuestos presentes en la muestra, la fase movil y el material, i.e., la fase estacionaria,
que rellena la columna cromatografica (Johnson, 1987).

Los equipos de HPLC constan de un sistema de inyeccion, reservorios para los solventes,
desgasificador, un sistema de bombeo, que permite introducir la muestra a la columna
cromatografica junto con los solventes a altas presiones, columna cromatogréafica, sistema de

deteccidn y sistema de registro. Para separar una mezcla de compuestos, la muestra se inyecta a
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la columna y eluye con la fase movil. La elucion de la muestra se logra con solventes, cuya
composicion no cambia durante el proceso (modo isocratico), o con solventes de composicion
variable (modo gradiente). Los componentes, que eluyen de la columna, se detectan por la
mediacion de luz ultravioleta, fluorescencia, indice de refraccion, por deteccion electroquimica o

por espectrometria de masas (Smith, 1983).

1.6.4. Espectrometro de masas con detector Orbitrap. El constante desarrollo en la
proteémica y la metabolomica demandan espectrometros de masas tandem con muy alta
resolucion y altisima exactitud en sus mediciones de masas. La aparicion del detector Orbitrap,
desarrollado por Alexander Makarov y sus colaboradores, permitié obtener equipos con rango
dinamico lineal de 0.5 a 500 ppm, resolucién de hasta un millén, medicién de masa/carga (m/z)
de hasta 6000 y precision en la medicion de masas de entre 1 y 5 ppm (Hu et al., 2005).

La formacion de los iones se da mediante el sistema de electronebulizacion, un método de
ionizacion suave, i.e., no destructivo, que produce iones moleculares, [M+H]" o [M-H], segun el
modo de uso de la interfaz, positivo o negativo. En el modo de operacion step scan, la aplicacion
de una diferencia de potencial, permite el ingreso de los iones al espectrometro, que
posteriormente, se transportan guiados por una radiofrecuencia generada por una serie de
cuadrupolos dentro de tres cdmaras (cuya presion se reduce gradualmente de 102 a 107 bar)
hacia el C-trap en donde los iones se acumulan y se “comprimen” (Hu et al., 2005), para ser
expulsados luego en paquetes, por pulsos, a una celda de disociacion por colisiones de alta
energia (HCD, por sus siglas en inglés), ahi un campo electrostatico provoca la aceleracion de

los iones y el choque con moléculas de N, da paso a la formacion de los fragmentos, que
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posteriormente, se regresan al C-trap y, finalmente, se dirigen hacia el Orbitrap, en donde se

miden sus corrientes en funcién de su relacién m/z (Hardman y Makarov, 2003; Makarov, 2000).

1.6.4.1. Detector Orbitrap. EI detector Orbitrap estd compuesto por dos electrodos
concéntricos, uno central en forma de huso o botella y otro, dispuesto de forma axial. Entre los
electrodos existe un potencial electrostatico que puede ser descrito mediante una ecuacion
cuadratica con nodo en el ecuador del huso, i.e., punto en el que la diferencia de potencial es
menor (Hu et al., 2005). Los iones ingresan en uno de los vértices del Orbitrap, en paquetes
acelerados (discriminados por su relacion m/z), separados por nanosegundos y con trayectoria
perpendicular al electrodo. La interaccion con el campo electrostatico ocasiona que los iones
describan trayectorias traslacionales estables alrededor del huso y, al mismo tiempo, oscilaciones
paralelas al eje de los electrodos. Los iones de distinta m/z muestran diferentes amplitud y
frecuencia de oscilacion sobre el eje de los electrodos (Makarov, 2000). La frecuencia se mide
por las antenas de radiofrecuencia y a los valores obtenidos se les aplica la transformada de

Fourier para obtener la relacion m/z de cada grupo de iones.

1.7. Actividad antioxidante

1.7.1. Especies reactivas de oxigeno. Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés) son formas reducidas del oxigeno molecular (O, atmosférico). Generalmente, se crean
como subproductos del metabolismo aerobio de plantas y animales, mediante la excitacion de O,
para producir un oxigeno singlete O,' o de la transferencia de electrones a O, para formar las

siguientes especies: radicales superéxido (O?), peréxido de hidrégeno (H,0O,), radicales
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hidroxilo (HO), entre otras (Asada, 2006; Turrens, 2003). Actian como reguladores en los
procesos de muerte celular programada y, en algunos casos, como antigenos ante el ataque de
agentes patdgenos (Rego y Oliveira, 2003)., (Jabs, 1999). Si bien son necesarios para los
organismos que los producen, su exceso puede degradar varios componentes celulares, provocar

la destruccion oxidativa de la célula, dafiar tejidos sanos y alterar el ADN (Valkoa et al., 2007).

1.7.2. Antioxidantes. La constante exposicion a los radicales libres, ha llevado a los
organismos a desarrollar distintos mecanismos de su defensa, dentro de los que se encuentran
mecanismos preventivos, de reparacion, defensas fisicas y antioxidantes. Las defensas
antioxidantes pueden ser de tipo enzimatico como el superoxido de dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa; o de tipo no enzimatico como el acido arcorbico (vitamina C), a-tocoferol,
glutation, carotenoides y flavonoides (Halliwell, 1999). Los mecanismos de accién para la
estabilizacion de radicales libres son variados; los enzimaticos implican la accion de enzimas
especificas sobre un radical, e.g., la glutation oxidasa en la oxidacion de los radicales peroxilo,
ROO (Law y Halliwell, 1983). Los mecanismos no enzimaticos mas conocidos involucran la
transferencia de un 4tomo de hidrégeno del antioxidante al radical libre, e.g., la curcumina en la
reaccion con radicales metilo (Jovanovic, Steenken, Boone y Simic, 1999), la captura del radical
por parte del antioxidante, e.g., la adicion de radicales hidroxilo al tert-butanol (Mortensena,
Skibsted, Sampson, Rice-Evans y Everett, 1997), y la entrega de electrones por parte del
antioxidante hacia cation-radicales, e.g., la estabilizacion de radicales hidroxilo por el
kaempferol (Leopoldini, Marino, Russo y Toscano, 2004).

Con el fin de mantener las propiedades fisicoquimicas y la durabilidad de sus productos, las

industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética, han desarrollado compuestos sintéticos capaces
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de reducir los efectos de degradacion promovidos por agentes oxidantes como las ROS, los
radicales libres y la luz. Estos compuestos pueden ser: 1. Fenoles, e.g., butilhidroxitolueno
(BHT), butilhidroxianisol (BHA) y tocoferoles; 2. Sales, e.g., sorbatos y benzoatos; y 3. Esteres
derivados de &cidos grasos como el palmitato de ascorbilo (McCarthy, Kerry, Lynch y Buckley,
2001). La captura de los radicales libres, es el mecanismo de acciobn mas comun de los
antioxidantes sintéticos (Shahidi, 2000). EI BHA, el BHT y otros antioxidantes sintéticos de tipo
fendlico, presentan alta actividad citotdxica (Saito, Sakagami y Fujisawa, 2002), y se consideran
carcinogénicos (Ito, Fukushima y Tsuda, 2008), por lo que su uso en articulos de consumo
humano es controlado o restringido en algunos paises de la Union Europea, Japon y Canada

(Shahidi y Zhong, 2005).

1.7.3. Capacidad de absorcion del radical de oxigeno. EI método de capacidad de absorcion
del radical de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés) se usa para medir la actividad
antioxidante de compuestos quimicos; evalla su capacidad para proteger a una molécula
fluorescente de la degradacion oxidativa, causada por un ataque de radicales peroxilo (ROO)

(Figura 11) (Bisby, Booke y Navaratnam, 2008).
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Figura 11. Mecanismo propuesto para el ensayo ORAC. A. Formacién del radical peroxilo. B.
Oxidacion de la fluoresceina. C. Estabilizacion del radical peroxilo por la accién del

antioxidante.

La reaccidn se basa en la transferencia de un a&tomo de hidrégeno por parte del compuesto
antioxidante al radical libre. Se utiliza un radical iniciador AAPH, para generar el radical
peroxilo (ROO’) (Huang, Ou, Hampsch, Flanagan y Prior, 2002), (Figura 11-A). En soluciones
saturadas con aire, el radical AAPH reacciona con el oxigeno dando paso a un radical peroxilo
mas estable. La pérdida de fluorescencia por parte de la fluoresceina es un indicador de que esta

sufriendo un dafio oxidativo (Figura 11-B). Por otra parte, la prolongacion de la fluorescencia
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indica que en la solucion se encuentran moléculas que la protegen del dafio causado por el ataque
de los radicales, ya que en presencia de un antioxidante, ROO' capta un atomo de hidrégeno del
antioxidante estable (Figura 11-C) (Huang et al., 2002). El ensayo mide el &rea de la curva de
decaimiento de la fluorescencia en el tiempo, causada por la oxidacion de la fluoresceina, y los
resultados se expresan en unidades de pmol de Trolox®/g de sustancia, medida que resulta de la
comparacion entre el area de las muestras analizadas y las areas obtenidas de una curva de
calibracion de Trolox®, analogo sintético de la vitamina E, usado como referencia en los ensayos

de evaluacion de la actividad antioxidante (Guohya, Helaine y Cutler, 1993).

1.7.4. Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™. El ensayo de decoloracion del
cation-radical ABTS™ es un método de evaluacion de la actividad antioxidante de un compuesto.
Los primeros ensayos de ABTS™ se basaban en la activacion de la metilmioglobina con peréxido
de hidrégeno en presencia de ABTS para generar un catién-radical, en presencia o ausencia de
un antioxidante. Sin embargo, una version mejorada del ensayo consiste en la técnica de
decoloracidn, en la cual, el radical se genera en una forma estable antes de la reaccién con los
antioxidantes (Figura 12) (Re et al., 1999).

EI ABTS™ es un cromogeno arificial, i.e., compuesto incoloro, que bajo oxidacion da origen a
compuestos coloreados, que presentan un espectro ultravioleta (UV) con tres maximos de
absorbancia a A = 414, 752 y 842 nm, en medio acuoso, y a A=414, 783, 873 nm, en medio
etanolico (Nenadis, Wang, Tsimidou y Zhang, 2004). La reduccion del cation-radical varia,
segun la concentracion del compuesto antioxidante y el tiempo de reaccion. Mediante el grado de
decoloracion, se conoce el porcentaje de inhibicion del cation-radical ABTS™, que, se calcula

con respecto a la concentracion de Trolox® utilizado como estandar y referencia (Arnao, 2000).
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Figura 12. Proceso de oxidacion-reduccion del ABTS en el ensayo de decoloracion del cation-

radical ABTS™.
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2. Cienciometria

La informacién presentada en las Figuras 13 y 14, se obtuvo usando la base de datos
Scopus (Elsevier) y refleja el nimero de publicaciones y areas de estudio, realizadas

sobre plantas del género Salvia desde el afio 1996.
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Figura 13. Relacion de publicaciones por afio. Fecha de buasqueda: 5 de septiembre de 2017.
Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1996-2017. Ecuacién de busqueda: TITLE-

ABS-KEY (“Salvia”).

En la Figura 13, se muestra la relacion de publicaciones cientificas durante los Gltimos 21
afios: se encontr6 un total de 9433 articulos. La cantidad de articulos publicados aumentd y logrd
su punto mas alto en los afios 2010-2016; la mayoria de reportes corresponden al estudio de la

actividad biologica del género Salvia como antifingica (Tan et al., 2016), antibacteriana y
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antioxidante (Adrar, Oukil y Bedjou, 2016)., genotdxica (Sevindik y Rencuzogullari, 2014). Las
especies mas estudiadas son S. miltiorrhiza (4251 documentos) y S. officinalis (1634
documentos), plantas usadas como medicinales en las practicas etnobotéanicas tradicionales en
China y en Europa, respectivamente. Los paises con mayor numero de reportes sobre salvias son
China (3192), Estados Unidos (1373), Turquia (554) e Irdn (486). México (208) y Brasil (173)
son los paises latinoamericanos que mas estudios sobre plantas del género Salvia presentan; se ha
estudiado la composicién quimica y las actividades bioldgicas de sus plantas endémicas como S.
elegans (Herrera et al., 2006), S. divinorum (Simon-Arceo, 2017), S. hispanica (Rosas-Ramirez,
2017) y S. lachnostachys (Oliveira, Salvador, de Carvalho, Santos y Stefanello, 2016). Colombia
tiene un total de 28 articulos de investigacion sobre salvias, de los cuales nueve reportan la
composicion quimica o actividad bioldgica de los AE o extractos de plantas endémicas como S.
bogotensis (Vega y Pérez, 2006), S. palaefolia (Garcia-Rojas et al., 2010), S. scutellaroides
(Ramirez, Palacios y Gutiérrez, 2007). No obstante, Fernandez Alonso y Rivera (2005)., reportan
la identificacion de 83 taxones de salvias en Colombia, de los cuales, 78 son nativos; hecho que
indica que el estudio de compuestos quimicos presentes en salvias nativas de Colombia y la

evaluacion de sus actividades bioldgicas es un campo de investigacion por desarrollar.
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Figura 14. Relacion de publicaciones, segln el area de estudio. Fecha de busqueda: 5 de
septiembre de 2017. Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1996-2017. Ecuacion

de bdsqueda: TITLE-ABS-KEY (“salvia™).

En la Figura 14, se observa que los estudios sobre el género Salvia se han enfocado,
principalmente, en la identificacion y evaluacion de las propiedades bioldgicas de sus
componentes quimicos aislados con miras a aplicaciones medicinales. Los resultados mas
comunes muestran que estas plantas presentan propiedades utiles en el tratamiento y la
prevencion de enfermedades como la gastritis (Li et al., 2015), la diabetes (Hasanein, Falehgari y
Emamjomeh, 2016) y afecciones cutaneas (Salimikia, Aryanpour, Bahramsoltani, Abdollahi y
Abdolghaffari, 2016).

Uno de los campos de estudio mas relevantes es la evaluacion de la capacidad antioxidante de
sus extractos obtenidos con CO, (SFE) e hidroalcohdlicos, y la determinacion de las condiciones
de extraccion en las que se registran mejores resultados. Generalmente, los métodos de

evaluacion usados se han basado en reacciones de transferencia de un electron o atomo de
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hidrogeno por parte de los metabolitos secundarios a un compuesto oxidante (Becker, Nissen y
Skibsted, 2004). Sulnidité et. al. (2016) estudiaron diez especies de Salvia y reportaron que la
actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos fue significativamente mayor que la de
los extractos obtenidos con fluido supercritico; los autores concluyeron que la mayoria de los
metabolitos secundarios responsables de esta actividad eran polifenoles, y que el uso de
solventes polares en la extraccion favorecia la obtencion selectiva de compuestos con actividad
antioxidante.

La agricultura y las ciencias bioldgicas son areas en las que se ha desarrollado un gran
nimero de investigaciones (3000, aproximadamente). Se han estudiado los efectos de las
condiciones de cultivo y los cambios de estado fenoldgico en el rendimiento y la calidad de los
AE vy los extractos de las plantas del género Salvia, e.g., S. lavandulifolia, en el estado de
floracion, tiene la cantidad de terpenoides oxigenados mas alta, y una actividad antioxidante
mayor del aceite esencial (Porres, Gonzales, Carretero y Gomez, 2014).

Al usar como ecuacion de bdsqueda: TITLE-ABS-KEY (“salvia”) AND TITLE-ABS-KEY
(“aratocensis™), en la base de datos Scopus (Elsevier), solo se obtuvo un articulo (Adrar et al.,
2016) publicado en el afio 2011; en el cual se reporta la actividad anti-micobacteriana del aceite
esencial de la S. aratocensis. No obstante, existen otros estudios sobre esta planta. Cala et al.
(Cala et al., 2007) evaluaron la actividad antioxidante del extracto de S. aratocensis, usando el
ensayo de decoloracién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y la mediciéon de
contenido total de fenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu. Obtuvieron valores de
actividad antioxidante correspondientes a un décimo de los registrados para la vitamina E. Pese a
los datos obtenidos, no descartaron el uso de esta planta como promisoria para el aislamiento de

sustancias fendlicas con actividad antioxidante. Por otra parte, Gaitan (2011), realizo la
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identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto obtenido mediante extraccién
por fluido supercritico (CO,) y en el aceite esencial: los compuestos mayoritarios encontrados
fueron epi-a-cadinol (34.5%), 1,10-di-epi-cubenol (22.4%) y y-cadineno (11.9%).

De lo mostrado en la evaluacion cienciométrica, se concluye que la investigacion sobre
salvias endémicas colombianas es deficiente pese a que estas plantas pueden ser una alternativa
para la produccién de moléculas con potencial en aplicaciones médicas, farmacéuticas y
agroindustriales. Los compuestos quimicos presentes en los AE y extractos de S. aratocensis
poseen propiedades antioxidantes y antiflngicas, que requieren estudios mas rigurosos en los que
se analicen los efectos producidos por variables como el estado de desarrollo fenoldgico y el
método de extraccion. Es necesario identificar las moléculas presentes en los AE y extractos y
establecer los efectos de los componentes mayoritarios sobre las actividades bioldgicas

reportadas.
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3. Desarrollo experimental
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La Figura 15 muestra el esquema general de la metodologia y etapas del trabajo investigativo.

Cultivo
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Material vegetal <

botanica

A 4
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A

4
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4
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[
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Figura 15. Esquema de la metodologia general de trabajo
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3.1. Reactivos, solventes, materiales y equipos
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Los reactivos, solventes, materiales y equipos auxiliares de laboratorio utilizados durante el

desarrollo de este trabajo de investigacion, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.

Reactivos, solventes, materiales y equipos auxiliares.

NOMBRE

ESPECIFICACIONES

Reactivos

Sulfato de sodio
n-Tetradecano
Trolox ®
a-Tocoferol

Butil hidroxitolueno
ABTS

AAPH

Persulfato de sodio
Fluoresceina
Fosfato dipotasico
Acetato de sodio

Kaempferol

Anhidro; J.T. Baker (Phillisburgh, NJ, EE.UU.)
Pureza: 99%; Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EE.UU.)
Pureza: 97%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Pureza: 97%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Pureza: 99%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Pureza: 98%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Pureza: 98%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Pureza: 97%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)

Pureza: 99,1%; J.T. Baker (Phillisburg, NJ, EE.UU.)
Pureza 99,95%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
Pureza 98%; Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)

Solventes

Diclorometano
Etanol

Metanol

Grado analitico; Merck (Darmstadt; Alemania)
Pureza 99.8%; J.T. Baker (Phillisburg, NJ, EE.UU.)
Pureza 99.8%; J.T. Baker (Phillisburg, NJ, EE.UU.)

Materiales y equipos auxiliares de laboratorio

Viales cromatograficos

2 mL; Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EE. UU.)
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Micropipetas

Frascos ambar

2-20, “0-200, 100-1000 pL; Brand (Wertheim, Alemania)
2y4mL

Tabla 2. Continuacion

Consumibles

Balones aforados
Vasos de precipitados
Transferpipette
Microplacas

Lector de microplacas

Balanza analitica
Bafio de ultrasonido
Minishaker

Equipo

de hidrodestilacion

Rotaevaporador

Conicos, jeringas plasticas 10 mL, septa y microviales

2, 5, 25, 100 mL; Scott (Lubbock, TX, EE.UU.)

59, 100, 250 mL; Scott (Lubbock, TX, EE.UU.)

Multicanal, 10-200 pL; Brand (Wertheim, Alemania)

96 pozos; Thermo Fisher Scientific (Sunnyvale, CA, EE.UU.)
Turner Biosystems Inc., Modulus TM Il Microplate

Multimode Reader (Sunnyvale, CA, EE.UU.)

Mettler Toledo PB 1502-S (Né&nicon, Suiza)

Elmasonic E30H (Elma, Alemania)

IKA (Hofheim, Alemania)

Balon fondo redondo (2L), reductor 45/50 a 24/40, alargadera,
trampa tipo Dean-Stark, condensadores de bolas y espiral.

Balon fondo redondo (250 mL), Equipo Heidolph G1 (Schwabach,

Alemania)

3.2. Identificacién botanica

La identificacion botanica de la especie bajo estudio se llevo a cabo en el Herbario Nacional del

Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, por el

doctor José Luis Fernandez Alonso, bajo el nimero de colecta 517740. Los resultados de la

identificacidon se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.

Identificacion botanica
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Género Especie Subespecie Familia

Salvia aratocensis suratensis Lamiaceae

3.3. Propagacion del material vegetal

La S. aratocensis se propagé por via asexual, a partir de esquejes obtenidos de plantas cultivadas
en el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Arométicas Medicinales Tropicales (CENIVAM, UIS, Bucaramanga). La propagacion se realiz
en bandejas plasticas y se usdé compost como sustrato. Las plantulas propagadas se trasplantaron
al suelo un mes después. Se plantaron 300 esquejes, de los cuales, 60 (20%) dieron paso a la
formacion de plantas nuevas. El cultivo se realizé por surcos, distanciados entre si por 40 cm;
distancia entre plantas, 30 cm, en un &rea de 7,5 m? (2,5 m x 3,0 m), a una altura aproximada de

959 m.s.n.m. con coordenadas, latitud, 7°08°25.9°" norte, longitud, 73°06°57,4” oeste.

3.4. Recoleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realizo en tres periodos de crecimiento de las plantas, a
saber: 1. Prefloracion; doce semanas de edad; 2. Floracion; 24 semanas; y 3. Post-floracion; 32
semanas. En los tres casos, se cortaron las partes aéreas y se separaron las hojas de los tallos y

las inflorescencias.

3.5. Secado del material vegetal

El proceso de secado se realiz6 en un vivero de secado, a la sombra, ubicado en las instalaciones

del CENIVAM (UIS, Campus principal, Bucaramanga). Las hojas intactas (ca. 3 kg por periodo
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de crecimiento), se colocaron sobre bandejas forradas con papel periddico. Se monitored la
pérdida de agua del material vegetal (ca. 1 kg) por un periodo de 30 dias y con los resultados

obtenidos se construyd una curva de secado, segun la Ecuacién 1.

Material vegetal, % = 100 — [(%) x 100] Ecuacion 1.

Wy Peso equivalente a la pérdida de agua diaria, g.

wi: Peso inicial del material vegetal, g.

3.6. Picado y tamizado del material vegetal

dTM

El material vegetal se triturd en una licuadora Oster® Heritage Blend ™ 400, luego, se tamizé en

una malla con tamafio de poro de 2 mm.

3.7. Extraccion de los metabolitos secundarios

3.7.1. Obtencion del aceite esencial. EI AE de S. aratocensis se obtuvo mediante MWHD; se
usé un horno microondas Samsung modelo AMWO0113M con potencia de salida de 1200 W y
frecuencia de radiacion 2.5 GHz, acoplado a un aparato Clevenger con trampa Dean-Stark. En
un balén de fondo redondo de dos litros, se adicionaron 230 g de material vegetal seco, picado y
tamizado, junto con 300 mL de agua; la mezcla, se someti6 a radiacion de microondas con
potencia de 720 W, en tres sesiones de 15 min, con intervalos de un minuto. La humedad se

retird del AE con Na SO, anhidro. El proceso se realiz6 por triplicado.
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3.7.2. Obtencidn de extractos. 3.7.2.1. Extraccion con fluido supercritico. La extracciéon con
CO, supercritico se realizé6 en un equipo a escala piloto Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar
Instruments, Inc. Pittsburgh, PA, EE.UU.), equipado con dos camaras extractoras de 0,42 m de
alto, el didmetro interno de 0,076 m y el volumen de 0,002 m®. Las camaras estaban conectadas a
dos colectores en serie, cada uno con una capacidad de 5 x 10™ m?, con controles de temperatura
y de presion (Figura 16). Para la extraccion, se cargaron 350 g de material vegetal seco y molido
en un recipiente de malla metélica con poros de 0,2 mm; el volumen del recipiente fue de
1,78x10° m®. La pureza del CO, fue del 95,5%, se encontraba enfriado a 4°C, y, por medio de
una bomba de desplazamiento positivo, fue comprimido en las camaras de extraccion hasta
alcanzar la presion de operacion de 8 y 4 MPa en cada una de las camaras. Se obtuvieron dos
fracciones, una por cada camara. La fraccion obtenida con presion de 4 MPa se denominé

fraccion uno (F1), y la obtenida a 8 MPa, fraccion 2 (F2).
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Figura 16. Equipo de extraccion con fluido supercritico: Thar SFE-2000-2-FMC50. CENIVAM.

UIS. Bucaramanga, 31 de octubre de 2017.

3.7.2.2. Extraccion hidroalcohdlica asistida por ultrasonido. Las condiciones de extraccion se
establecieron usando un disefio experimental 2% como variables se tomaron las siguientes:
volumen del solvente, la composicion (agua/etanol) del solvente, temperatura de extraccion y
tiempo de extraccién; la cantidad de material se mantuvo constante (ca. un gramo). El observable
fue la actividad antioxidante de los extractos. La Tabla 4 muestra las variables y los niveles

evaluados en el disefio experimental utilizado para las extracciones hidroalcohélicas.
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Tabla 4.
Variables y niveles evaluados en el disefio factorial 2* para las extracciones hidroalcohélicas de

S. aratocensis.

) Niveles
Variable
-1 0 1
Concentracion de etanol en solvente, % (v/v) 100 70 50
Volumen de solvente, mL 20 30 40
Temperatuta, °C 30 40 50
Tiempo, min 20 40 60

3.8. Analisis cromatogréfico

3.8.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La separacion e
identificacion de los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial y la fraccion volatil
de los extractos obtenidos con CO; supercritico, se realizaron en un equipo GC Agilent
Technologies (AT) 6890 Plus (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo
de masas MSD AT 5973 Network (Figura 17). La separacion de los compuestos de las mezclas
se llevo a cabo en dos columnas capilares, una con fase estacionaria apolar de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.I.
x 0,25 um df; y la otra polar, de poli(etilenglicol) (DB-WAX, J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.I. x 0,25 um dy; en ellas, se empled helio (99,995%, Linde,
Bucaramanga, Colombia) como gas de arrastre, con presion de entrada de 11,3 MPa. La
temperatura del puerto de inyeccion fue de 250 °C, modo de inyeccion split (30:1). La
temperatura del horno se programo de 45 a 150 °C, a 4 °C/min, luego se aument6 de 150 a 250

°C (5 min), finalmente, subi6 a 275 °C (15 min), a 10 °C/min. La velocidad lineal media del gas
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fue de 26 cm/s. La temperatura de la linea de transferencia se mantuvo a 285 °C, la fuente de
ionizacion a 230 °C, mientras que el cuadrupolo, a 150 °C. Los espectros de masas se obtuvieron
por impacto de electrones (EI), con energia de 70 eV, con un barrido automéatico de
radiofrecuencia (full scan) de 3,58 scans/s, en un rango de masas de m/z 45-450. Los compuestos
del AE se identificaron por comparacion de sus espectros de masas experimentales y los indices
de retencion lineales (IRL), con los de las bases de datos (ADAMS, NIST y WILEY) y
reportados en la literatura cientifica (Adams, 2005), (Babushok, Linstrom y Zenkevich, 2011).
Para calcular los indices de retencion lineal (IRL), se emplearon los tiempos de retencién de de
n-parafinas, C1o-Cys, analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas que las muestras.

El célculo se realiz6 mediante la Ecuacion 2 (Stashenko y Martinez, 2010).

Figura 17. Cromatdgrafo de gases AT 6890 Plus acoplado a un detector selectivo de masas AT
MSD 5973 Network. Fuente: Laboratorio de Instrumentacion Analitica CROM-MASS. UIS,

Bucaramanga, 9 de septiembre de 2015.
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IRL = (100 x N) + 100 (@) Ecuacion 2

tRN—tRn

N: NUmero de atomos de carbono de la n-parafina que eluye antes del compuesto de intereés.
trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés.
trn: Tiempo de retencion de la n-parafina que eluyen antes del compuesto de interes.

trn. Tiempo de retencion de la n-parafina que eluye después del compuesto de interés.

3.8.2. Cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama. La cuantificacion de
los componentes del AE, se llevé a cabo por estandarizacion interna con n-tetradecano como
patrén interno, segln la Ecuacion 3 (Stashenko y Martinez, 2009)., en un cromatografo de gases
AT 6890N (Palo Alto, California, EE. UU.), acoplado a un detector de ionizacién en llama. La
separacion de los analitos se llevd a cabo en una columna capilar con fase estacionaria apolar de
5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25
mm, D.I. x 0,25 pm, df, empleando helio como gas de arrastre (1 mL/min). Se inyecto 1 puL de la
muestra en modo split (1:30). La temperatura en el puerto de inyeccién fue de 250 °C. EI método
cromatografico, i.e., la programacion de temperatura del horno, fue igual al descrito para el

analisis por GC-MS (Seccion 3.8.1). El analisis de cada muestra se realizé por triplicado.

A -7
Cy = Cisrp X ( = ) Ecuacion 3
AISTD

Cx: Concentracion (g/L) del compuesto en el AE.
Cisto: Concentracién (g/L) de n-tetradecano.
A, Area (en cuentas) del pico cromatogréafica del analito.

Assto: Area (en cuentas) del pico cromatografico correspondiente al n-tetradecano.
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3.8.3. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas Orbitrap con interfaz
de electronebulizacién. EIl analisis de flavonoides extraidos con SFE y con solvente (SE), se
realiz6 mediante cromatografia liquida, en un cromatografo liquido de ultra alta presion
(UHPLC) Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.), equipado con una
bomba binaria de gradiente (HPG3400RS), un inyector automatico de muestras (WPS300TRS) y
una unidad termostada para la columna (TCC3000). La separacién cromatogréfica se llevé a
cabo en una columna Hypersil GOLD Aq (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.) de 10 cm
X 2.1 mm x 1.9 um de tamafio de particula), a 30 °C. Las siguientes fueron condiciones
cromatogréficas: 1. Fase movil A: agua con acido formico (0.2%) y 2. Fase mavil B: acetonitrilo
con &cido formico (0.2%). El cromatografo liquido se conectd a un espectrébmetro de masas
Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.) (Figura 18), a través de
una interfaz de electronebulizacion (ESI, por sus siglas en inglés), operada en modo positivo, con
voltaje capilar de 4000 V. Se usO nitrégeno como gas nebulizador y secante. El voltaje de
fragmentacion en la celda de colisiones activadas fue de 30 eV. Los datos obtenidos se

analizaron con el software Xcalibur de Thermo Fisher Scientific (Version 2.1.0-2.3.0).
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Figura 18. Cromatografo liquido UHPLC Dionex Ultimate 3000, acoplado a espectrémetro de
masas Orbitrap Exactive Plus, con interfaz de electronebulizacion. CENIVAM, Laboratorio

Alexander Makarov. UIS. Bucaramanga, 12 de junio de 2017.

3.9. Evaluacién de la capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los AE y extractos, se realiz6 por medio de dos
ensayos, a saber: 1. Decoloracion de cation-radical ABTS"; 2. Capacidad de absorcion de los
radicales de oxigeno para compuestos hidrofilicos (ORAC-H). La medicién de la capacidad anti-
radicalaria de los compuestos de referencia (a-tocoferol y Trolox®), el AE y los extractos de S.
aratocensis, se llevd a cabo en un lector de microplacas Turner Biosystems Inc. Modulus TM 11
Microplate Multimode Reader (Turner BioSystems, Inc., Sunnyvale, CA, EE.UU.) (Figura 19)

con microplacas en poli(estireno) de 96 pozos, provisto de un médulo de absorbancia UV-Vis y
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un moédulo de fluorescencia con filtros que manejan longitudes de onda de A=490 nm de

excitacion y A=510-570 nm de emision (Cao, Alessio y Cutler, 1993).

Figura 19. Lector de microplacas Turner Biosystems Inc. Modulus TM Il Microplate Multimode

Reader. CENIVAM, UIS. Laboratorio J. J. Thomson. Bucaramanga, 17 de enero de 2017.

3.9.1 Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS+-. Se prepar6 una solucion de ABTS
(7 mM) y se mezclé con una solucion de persulfato de potasio (2.45 mM) para obtener una
solucion del cation-radical ABTS™. Esta mezcla se dejo reaccionar durante 24 h, a 4 °C, en
ausencia de luz. Luego, se prepararon las respectivas soluciones de trabajo, cuya absorbancia fue
de 0.701 + 0.003, que se adicionaron a las diluciones de las muestras y sustancias de referencia

hasta lograr una inhibicion entre el 10 y el 80 % del blanco de absorbancia, segun la Ecuacion 4.
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Las mediciones se realizaron ajustando el médulo de absorbancia UV-Vis a una longitud de onda

A=750 nm. Cada muestra se evalud por triplicado.

Inhibicion (%) = 1 — j—f Ecuacion 4
0

Ao: Absorbancia inicial del blanco.

As: Absorbancia medida 30 min después de adicionar la muestra.

Los valores de la capacidad antioxidante se determinaron por medio de una curva de
calibracion de Trolox®, y se expresaron como pmol Trolox®/ g de muestra. Para determinar los
valores ORAC, se utilizaron las curvas de calibracién de Trolox®. Dicho valor se obtuvo del &rea
bajo la curva de decaimiento de la fluorescencia, que resultd de la diferencia entre la respuesta en
términos de la capacidad antioxidante de una muestra analizada y la de un blanco. Los resultados

se expresaron en unidades de pmol de Trolox®/ g de sustancia.

3.9.2. Capacidad de absorcion de los radicales de oxigeno. Para el ensayo con
antioxidantes hidrofilicos, se adiciond fluoresceina a cinco diluciones de las muestras con
concentraciones de 50, 100, 150, 200 y 250 ppm. Las mezclas se agitaron e incubaron a 37 °C
durante 15 min. Posteriormente, se adicion6 una solucioén previamente preparada de AAPH
[108]. Los datos se analizaron con un macro en Microsoft Excel® desarrollado en CENIVAM. El

analisis de cada muestra se realizo por triplicado.
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4. Resultados y discusion

4.1. Secado del material vegetal

Las hojas de S. aratocensis se sometieron a un proceso de secado a la sombra durante 30 dias y
se obtuvieron los datos experimentales del registro de pérdida en masa del material vegetal. La
Figura 20 muestra la disminucion del porcentaje en masa del material vegetal por la pérdida

diaria de agua (Ecuacion 1, Seccién 3.5.).

100 | e
90 °
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Material vegetal, %
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Figura 20. Curva de secado de material vegetal de S. aratocensis.
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En el dia 30, al finalizar el proceso de secado, la masa del material vegetal se redujo hasta un
4.8% respecto al peso registrado el dia 1, es decir, hubo una reduccion de masa del 95.2%, se
supone este valor como el correspondiente al porcentaje de agua contenido en el material vegetal

en el momento de recoleccion.

4.2. Extraccion de los aceites esenciales

Los AE obtenidos presentaron una coloracién amarilla opaca, una textura viscosa y un olor
amargo y fuerte. En la Tabla 5, se muestran los rendimientos (%, p/p) de la extraccion de AE de
las hojas secas de S. aratocensis, obtenidos mediante MWHD, a partir de plantas en diferentes

estados fenoldgicos, i.e., prefloracion, floracion y post-floracion.

Tabla 5.
Rendimientos de extraccion de los AE de S. aratocensis, recolectada en diferentes estados
fenoldgicos.
AE, g Rendimiento,

Estado de desarrollo Extraccion % +s

1 2 3
Prefloracion 0.86 0.80 0.88 0.23+0.01
Floracion 0.83 0.87 0.89 0.23+0.01
Post-floracién 0.88 0.83 0.85 0.22+0.01

El rendimiento de extraccion del AE de S. aratocensis no cambid significativamente durante

los periodos de desarrollo evaluados. Los rendimientos fueron relativamente bajos respecto a los
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reportados en la literatura para plantas del mismo género, por ejemplo, S. tomentosa Miller
(0.51%) (Tepe, Daferera, Sokmen, Sokmen y Polissiou, 2005), S. libanolica (0.93%) (Farhat,

Affara, Gali-Muhtasib, 2001), y S. officinalis (1.9%) (Perry et al., 1999).

4.3. Caracterizacion quimica de los aceites esenciales de S. aratocensis

La identificacion por GC-MS de los compuestos presentes en el AE se realizdé segun los
siguientes parametros de integracion: umbral de integracién (threshold) de 18 y area de rechazo
del pico sobre la linea base de 0.1.

La cantidad de compuestos identificados fue distinta para cada estado de desarrollo estudiado;
en prefloracion, se identificaron 28 compuestos (con cantidad relativa superior al 0,5%),
equivalentes al 94.8% del area cromatografica total, en floracion, 31 (95.8%) y en post-floracion,
25 (96.5%). Los componentes mayoritarios para los tres estados fenoldgicos fueron los mismos;
las diferencias en composicion se presentaron para sustancias cuya area cromatografica fue
menor del 2%. (Tabla 6). Los perfiles cromatogréaficos de los AE obtenidos, se muestran en las

Figuras 21-23.
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Tabla 6.
Composicién de los AE de S. aratocensis obtenidos por MWHD de plantas en los estados de prefloracion, floracion y post-floracion.

72

Indices de retencién lineal (IRL)

Concentracién en el AE (mg/g) (£s; n=23)

Compuesto Tipo DB-5MS DB-WAX Estado fenoldgico
Exp.  (Adams 2005  fEyp ~ (Babushok, 201 Prefloracion Floracion Post-floracion

1 Menta-1,5,8-trieno M 1326 1328 1403 1411 - 6.1+0.7 6.5+0.9
2 Isoledeno S 1362 1374 - - 0.52+0.01 0.51+0.01 -
3 p-Burboneno S 1395 1390 1516 1515 23+0.5 16+04 -
4  p-Elemeno S 1397 1392 1578 1590 44+0.1 4.40 +0.05 -
5 «a-Cubebene S 1401 1396 1453 1460 - - 2.84 +£0.07
6 trans-g-Cariofileno S 1434 1431 1595 1597 20.7x04 18.6+0.1 104+ 0.7
7 Himachala-2,4-dieno S 1437 1434 1654 1663  5.67 +£0.08 5.20+£0.05 -
8 p-Cedreno S 1439 1428 1599 1606 - - 3.7+0.3
9 Guaia-6,9-dieno S 1452 1444 - - 0.6+0.1 - -
10 trans-p-Farneseno S 1454 1450 1654 1663 - - 23+0.3
11 trans-Muurola-3,5-dieno S 1457 1453 1650 1664 13.7+0.2 10.0£0.1 -
12  a-Humuleno S 1468 1462 1658 1666 106 +0.1 98+0.1 5.6+0.6
13 trans-Muurola-4,5-dieno S 1475 1485 1686 1692 354+0.5 36.1+0.4 26 + 3
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Tabla 6. Continuacion.

14  fS-Acoradieno

15 a-Neocalitropseno
16 Germacreno D

17 trans-p-Guayeno
18 Valenceno

19 Premnaspirodieno
20 Epizonareno

21 Biciclogermacreno
22 Germacreno A

23 y-Cadineno

24 trans-Calameneno
25 10-epi-Cubebol
26 a-Cadineno

27 y-Selineno

28 trans-Dauca-4,7-dieno

29 Elemol

SO

1478

1487

1494

1499

1500

1502

1505

1508

1516

1526

1532

1541

1548

1550

1551

1559

1469

1476

1485

1499

1496

1501

1505

1500

1506

1530

1532

1535

1538

1530

1556

1562

1694
1715

1722

1739

1683
1742
1759

1771

1843

1786
1732

1793

1687

1703

1712

1532

1728

1672

1734

1747

1765

1839

1900
1779

1725

2078

7.87 +0.08

33.6+0.4

5.65+0.05

1.83+0.03

240+ 0.04

70+0.1

105+1

79%1

3.41+0.09

2.60 = 0.07

28+0.2

8.10 £ 0.08

29.6 +0.1

4.92 +0.04

0.74+ 0.06

0.56 + 0.02

0.82+0.01

7.8+0.38

104 +1

9.6+0.1

9.25+0.08

3.03+0.01

3.7+09

5.6+0.9
22 +3

3.7+0.6

92+6

74+0.1

7.5+0.6
6.7+0.3

24+0.2

19+04
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Tabla 6. Continuacion

30 Germacreno-B S 1574 1569 1831 1823 0.20 £ 0.04 0.3+0.04 -
31 Glenol SO 1608 1599 2064 2051 2.99 £0.08 3.3+0.2 1.9+0.3
32 1-10-di-epi-Cubenol SO 1633 1633 2070 2074 221+6 224+ 5 230+ 15
33 ¢-Cadinol SO 1661 1653 2181 2169 420 + 15 420 + 10 480 + 18
34 Cariofila-3,13-dien-5-p-0l SO 1667 1656 2279 2301 - 8.6+0.2 19+4
35 a-Cadinol SO 1671 1669 2242 2227 5.0+0.2 49+0.3 5.6+0.3
36 Valeranona SO 1694 1684 2129 2145 105+04 10.3+0.2 -
37 o-Bisabolol SO 1697 1685 2222 2213 8.6+04 8.2+0.3 -
M: Monoterpeno, S: Sesquiterpeno, SO: Sesquiterpeno oxigenado
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Figura 21. Perfil cromatografico del AE de S. aratocensis obtenido de plantas en estado de
prefloracion. Columna DB-5MS, 60 m. Split 1:30. MSD (EI, 70 eV).
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Figura 22. Perfil cromatografico del AE de S. aratocensis obtenido de plantas en estado de
floracion. Columna DB-5MS, 60 m. Split 1:30. MSD (EI, 70 eV).
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Figura 23. Perfil cromatografico del AE de S. aratocensis obtenido de plantas en estado de

postfloracion. Columna DB-5MS, 60 m. Split 1:30. MSD (EI, 70 eV).

Los AE de S. aratocensis estan compuestos por sesquiterpenos oxigenados (670.7 mg/g de
AE en prefloracion, 683.4 mg/g de AE en floracion y 745.9 mg/g de AE en postfloracion) y
sesquiterpenos (274.4 mg/g de AE en prefloracion, 276.8 mg/g de AE en floracion y 193.5 mg/g
de AE en postfloracién) (Figura 24). La mayoria de los compuestos identificados (> 80%) son
derivados del germacreno y pertenecen a la familia de los cadinanos. Hay pocas plantas del
género Salvia cuyos AE poseen cadinanos como compuestos mayoritarios y se encuentran
principalmente en Medio Oriente y Eurasia, e.g., S. lerifolia (Rustaiyan, Shafeghat, Masoudi,
Akhlaghy y Tabatabaei-Anakari, 2007), y S. hians (Melkani, Mohan, Pant, Negi y Dev, 2011).
En contraste, los metabolitos secundarios mas comunes en los AE de plantas del genero Salvia

son monoterpenos y monoterpenos oxigenados (Savelec, Okello, Perry, Wilkins y Perry, 2003;
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Longaray, Moschen-Pistorello, Artico, Atti-Serafini y Echeverrigaray, 2007), e.g., tujona, o-

pineno o 1,8-cineol.
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Area cromatogréafica (%)
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o o

o
1

Prefloracion Floracion Postfloracion

Sesquiterpenos oxigenados M Hidrocarburos sesquiterpénicos

Figura 24. Variaciones en la composicion de compuestos sesquiterpénicos en el AE de S.

aratocensis, en funcion del estado fenoldgico de las plantas.

Se identific6 como compuesto mayoritario al z-cadinol (Figura 27) (420 mg/g en los AE,
obtenidos de plantas en prefloracién y floracidén, 480 mg/g en post-floracién). Se reportan los
espectros de masas experimental y de la base de datos en las Figuras 25 y 26; en la literatura
(Mahdi y Bahernik, 2007), se reportd s6lo una planta perteneciente al género Salvia (S.
compressa) en Irdn, con z-cadinol como compuesto mayoritario; este compuesto posee
propiedades antiflngicas, insecticidas y antibacteriales (Ho, Liao, Wang y Su, 2011; Chang,

Cheng y Wang, 2001; Magina et al., 2009).



78
UN APORTE A LA BIOPROSPECCION

1612
10
[M-H,0-C3H;]*

o)

[

o 8

X

0

S

c 6

Q [M-H,OT*

L CqH,* 204.3

8

o 432

c

@ 105.2

S 79.2 [M-H,O-CHg]*

= 119.2 189.2

B 2 134.2 '

< T'z -CoH, M*

0 . H,“,,,M‘,‘Jh,,u‘,“,“,“ml,ul,,,,,‘,‘%,,ﬂ ,”J‘;,,h“,‘lhﬂ,“é l,u,,,,‘,l‘u,,,,,l,,h, 1,75“2 ,J, ,22,22 -
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/z
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Figura 26. Espectro de masas reportado del z-cadinol (El, 70 eV). Adams, R. (2005). z-cadinol
Mass Spectrum. [Figura]. Tomado de Identification of essential oil components by gas

chromatography / mass spectrometry. 4th Edition.
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4.3.1 Analisis del espectro de masas del compuesto mayoritario. El espectro de masas del
compuesto mayoritario (Figura 24) muestra una sefial de baja intensidad, en m/z 222,
correspondiente al ion molecular de un sesquiterpeno oxigenado. Desplazada 18 unidades hacia
la izquierda, se presenta la sefial de un ion con una abundancia del 50% en m/z de 204. Hecho
que indica la pérdida de una molécula de agua, que es tipica para compuestos en cuya estructura
esta presente un grupo hidroxilo unido a un carbono secundario o terciario. La baja intensidad
del ion molecular permite deducir que el compuesto es un alcohol poco estable, probablemente,
terciario (Yang, Brereton, Wheeler y Ellis, 2005). La sefial con abundancia del 20% en m/z 189
es inferior en 15 unidades a la presente en m/z 204 y muestra la presencia de por lo menos un
grupo metilo (CH3) dentro de la estructura. La sefial del ion pico de base en m/z 161, i.e., ion con
la mayor estabilidad, respecto a los demas productos de la fragmentacion, que en el espectro de
masas se presenta con abundancia del 100%; se encuentra distanciado 43 unidades de la
correspondiente al ion molecular deshidratado (m/z 204). La pérdida de 43 unidades corresponde
a la salida de un radical isopropilo C3H; que se encontraba en la estructura; la sefial en m/z 43 y
abundancia del 43% confirma que el radical formado es estable, y que en el proceso de
fragmentacion hubo un alto nimero de “fragmentos isopropilo” que adquirieron la carga, la cual,
probablemente, se ha establecido sobre un carbono estable disustituido (véase la ruta de
fragmentacion propuesta en la Figura 26).

El ion m/z 134 con abundancia relativa del 18%, indica una pérdida de 70 unidades por parte
del ion 204, que son equivalentes en unidades de masa atomica (u.m.a.) a la masa del radical
CsHip. Todo permite concluir que en la estructura del compuesto existe un grupo isopropilo
enlazado a un carbono secundario y que la salida de este grupo se dio por la presencia de un

enlace doble ubicado a una distancia de dos carbonos desde el carbono en donde se produjo la
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escision, ruptura alilica en caso de que el sesquiterpeno oxigenado sea lineal, o retro-Dields-
Alder (RDA) en caso de que el doble enlace se encontrara sobre un ciclo. Debido a que no se
registran pérdidas consecutivas de radicales metilo, etilo o alilo, se descarta la posibilidad de que
se trate de un sesquiterpeno oxigenado con cadena lineal, por lo que la formacion del ion 134
debio provenir de un rearreglo RDA Finalmente, la sefial en m/z 119 con abundancia relativa del

20% marca la pérdida de un radical metilo ubicado como sustituyente del ion m/z 134.
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Figura 27. Ruta de fragmentacion propuesta para el z-cadinol (El, 70 eV).
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El 1-10-di-epi-cubenol se encontrd en los AE de S. aratocensis en concentraciones superiores a
220 mg/g; los AE con este compuesto como mayoritario presentan actividad antimicrobiana
(Del-Vechio, Sousa, Yamamoto y Kaplan, 2009), Otros compuestos presentes en los AE de S.
aratocensis con porcentaje en masa superior del 1% muestran diversas actividades biol6gicas

(Tabla 7).

Tabla 7.
Compuestos mayoritarios presentes en los AE de S. aratocensis y sus actividades biologicas

reportadas en la literatura.

Compuesto Estructura Actividades bioldgicas

Antimicrobial (Oztirk, et al,
2009), antifungica (Pessoa et
trans-g-Cariofileno al., 2010), antioxidante y
anti-inflamatoria (Graca-

Miguel, 2010).

CH, Repelente y larvicida

trans-Muurola-3,5-dieno )
(Giatropoulos et al, 2013).

HeCo  _CHy Repelente, larvicida y
citotoxica (Giatropoulos et al,
_CH,
trans-Muurola-4,5-dieno 2013; Palazzo, Agius,
Wright, Haber y Moriarty,

CHs 2009)




82
UN APORTE A LA BIOPROSPECCION

Tabla 7. Continuacion.

CH, Antioxidante (Karioti,

Hadjipavlou-Litina, Mensah,

Germacreno D P Fleischer y Skaltsa, 2004), y
H,C
’ antimicrobial (Oztlrk, et al,
Hiem s 2009).
CH,
! Antimicrobiano  (Aghajani,
-Cadineno (I;\ Kazemi, Dakhili y Rustaiyan,
- CH
: 2009).
H3C/\CH3

4.4 Analisis comparativo de la composicion de los aceites esenciales de S. aratocensis.

Para comparar la composicion de los AE de S. aratocensis, se desarrollé un gréafico de analisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) en el que fue posible relacionar la
composicién de los AE con sus respectivas coordenadas espaciales (Wold, 1987). Para construir
un grafico PCA se debe establecer un sistema de coordenadas, cuyos ejes son los parametros que
mayor varianza aportan en la comparacion de la composicién de los AE. En el primer eje o
componente principal uno, se establece el parametro que permite describir las diferencias de
composicidén con una mayor varianza, y en el eje Y o componente principal dos, se ubica el

segundo parametro con mayor aporte. La coordenada o “Score” de un compuesto o descriptor, se



83
UN APORTE A LA BIOPROSPECCION

obtiene a partir de la varianza que aporta dentro de los parametros establecidos como ejes (Véase

Figura 28).
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Figura 28. Gréafica de contribuciones de los constituyentes del AE a los componentes
principales. A. 10-epi-Cubebol, *-selineno, z-cadinol, p-cedreno, trans-p-farneseno, a-cubebeno,
trans-p-guaieno. B. Germacreno D, p-burboneno, trans-muurola-3,5-dieno. C. trans-f-
Cariofileno, valenceno, a-humuleno, trans-dauca-4,7-dieno. D. Himachala-2,4-dieno, a-
bisabolol, isoledeno, veleranona, S-elemeno, -cadineno. E. Germacreno A, a-neocalitropseno,
trans-muurola-4,5-dieno.

La Figura 28 muestra a los compuestos identificados en los AE de S. aratocensis, dispuestos
como vectores en un plano cuyos ejes son los componentes principales uno (varianza del 85%) y
dos (varianza del 15%). La aparicion de compuestos aglomerados en torno a una coordenada
implica que la variacion de sus concentraciones aporta valores muy similares a la varianza en la

comparacion de la composicion de los AE. Luego de obtener las coordenadas de los compuestos,
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se determinan las de los AE, a partir de las varianzas aportadas a cada parametro por cada uno de
sus componentes (Figura 29).

En la Figura 29 se muestra la correlacion de los AE de S. aratocensis y los componentes
quimicos identificados. La distancia entre las coordenadas de los AE indica diferencias de
composicion. De los AE estudiados, el obtenido de plantas en postfloracion, es el que mayores
diferencias presenta. Posee a-cadinol, cariofila-3,13-dien-5-4-ol, 1,10-epi-cubenol, menta-1,5,8-
trieno y a los compuestos representados por el punto A en mayor proporcion respecto a los AE
obtenidos de plantas en estados de prefloracion y floracion. Por otra parte, el AE destilado de
plantas en prefloracién presenta guaya-6,9-dieno, biciclogermacreno y premnaspirodieno en
cantidad maés alta que la de los otros dos. Finalmente, el AE obtenido en el estado de floracién
contiene trans-calameneno, elemol, a-cadineno, epizonareno y germacreno B en una cantidad

mas alta que la de los AE aislados de plantas colectadas durante floracion y post-floracion.
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Figura 29. Gréfica de correlacion de los AE de S. aratocensis obtenidos de plantas en los estados de prefloracion, floracion y post-
floracion y sus componentes quimicos. A. 10-epi-Cubebol, *-selineno, z-cadinol, S-cedreno, trans-S-farneseno, a-cubebeno, trans-4-
guaieno, B. Germacreno D, p-burboneno, trans-muurola-3,5-dieno. C. trans-g-Cariofileno, valenceno, a-humuleno, trans-dauca-4,7-
dieno. D. Himachala-2,4-dieno, a-bisabolol, isoledeno, veleranona, S-elemeno, -cadineno. E. Germacreno A, a-neocalitropseno,

trans-muurola-4,5-dieno.
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45. Extraccion de los metabolitos secundarios de S. aratocensis con mezclas
hidroalcoholicas

Para establecer las condiciones de extraccion hidroalcohdlica de S. aratocensis, que maximizan
el valor ORAC (umol Trolox®/g de extracto), se aplicé un disefio experimental 2*. Las siguientes
fueron cuatro variables estudiadas: 1. Concentracion de etanol en el solvente; 2. Temperatura de
la extraccion; 3. Relacion entre el material vegetal y el solvente y 4. Tiempo de extraccion
(Tabla 4). EI desarrollo del disefio permitié conocer las variables significativas y el rango de
valores en que se obtuvieron extractos con actividad antioxidante alta, respecto a los demas
puntos dentro del espacio muestral. Los resultados del disefio experimental se muestran en la

Tabla 8.

Tabla 8.
Resultados del disefio experimental propuesto para las extracciones hidroalcohélicas de S.
aratocensis.

Valor ORAC
: Concentracién, ~ Temperatura, Volumen, Tiempo,  (umol trolox®/
Experimento R -
%, viv C mL min mg extracto) =+
S
1 100 50 20 60 270+10
2 50 50 20 60 550+29
3 100 30 20 60 230+19
4 50 30 20 60 420+32
5 100 50 40 60 190+10
6 50 50 40 60 480+13

7 100 30 40 60 23645
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8 50 30 20 60 280+53

9 100 50 20 20 360+34

Tabla 8. Continuacion

10 50 50 20 20 730+32
11 100 30 20 20 35019
12 50 30 20 20 800£17
13 100 50 40 20 170+18
14 50 50 40 20 970+41
15 100 30 40 20 88+2

16 50 30 40 20 34018

Para establecer los factores del disefio experimental con influencia significativa sobre el
observable, se desarrollé un analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 9), con los datos obtenidos se

construy6 un diagrama de Pareto (Figura 30).

Tabla 9.

Anélisis de varianza para los valores ORAC del disefio experimental.

Factores Suma producto  Efecto S Fx
[A], EtOH, % 2672 334 446224 6374
[B], T, °C 980 122 60025 857
[C], mat/slvte -960 -120 57600 822

[D], t, min -1148 -143 82369 1176
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88

Tabla 9. Continuacion.

Interacciones secundarias

AB 808 101 40804 582
AC 92 11 529 7
AD -1064 -133 70756 1010
BC 760 95 36100 515
BD -332 -41 6889 98
CD 392 49 9604 137
Interacciones ternarias y cuaternaria

ABCD -476 -59 14161 202
ABC 788 98 38809 554
ABD -136 -17 1156 16
ACD -364 -45 8281 118
BCD -7192 -99 39204 560

Puesto que ningun factor (Fx) presentd valores de significancia inferiores a 4 (F umbral),

todos los factores tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre el observable con un

95% de nivel de confianza.
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Figura 30. Diagrama de Pareto: efecto sobre el observable de los factores e interacciones
evaluados en el disefio experimental. A. Concentracién de etanol en el solvente; B. Temperatura;

C. Relacion entre el material y el solvente; D. Tiempo.

En la Figura 30, se observa que la variable con mayor efecto sobre las variaciones en el valor
ORAC de los extractos fue la concentracion de etanol, A (48.9%), seguida del tiempo de
extraccion, D (9.03%). La interaccion entre el tiempo de extraccion y la concentracion de etanol
(AD) aporto una varianza del 7,8%, valor semejante a los aportes de la temperatura, B (6.58%) y
la relacion entre el material y el solvente, C (6.31%). El sistema puede ser descrito en un 80%
con la varianza aportada por los factores A, B, C, D, las interacciones de A con D, y A con B. La

seleccion de las condiciones de extraccion se realizé a partir del desarrollo de un diagrama de
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contorno de superficie (Figura 31), que muestra los puntos del espacio muestral en donde el

valor ORAC se maximizo.

Deseabilidad
Bl 00
1  > Bl 0.1
] 0.2
0.8t b
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= 0.6 ] 0.4
@ 0.5
@ 04+t ] )
@ “HE 0.6
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Figura 31. Diagrama de superficie de contorno del disefio experimental para las extracciones
hidroalcohdlicas de S. aratocensis. AB, Interaccion entre las variables: Concentracion de etanol
en el solvente y temperatura. AD. Interaccion entre las variables: Concentracion de etanol en el

solvente y tiempo de extraccion.

En la Figura 31, se muestra el incremento del observable cuando la interaccion entre
concentracion de etanol y temperatura se encuentra en el nivel superior del disefio experimental,
1, y la interaccion entre la concentracion de etanol y el tiempo de extraccion se encuentra en el
nivel inferior, -1. Por ello, se escogieron las condiciones de extraccién del experimento 14
(Tabla 8): la concentracion de etanol en el solvente del 50%, la temperatura de extraccion de 50

°C, el volumen del solvente de 40 mL y el tiempo de extraccion de 20 min.
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4.6. Caracterizacion quimica de los extractos de S. aratocensis obtenidos con solventes

hidroalcohdlicos

Los extractos hidroalcoholicos presentaron coloracion verde oscura, consistencia pastosa y un
olor dulce. El rendimiento de extraccion (en peso) respecto al material seco en los tres estados de
desarrollo fue del 3.8%, inferior a lo reportado para extracciones hidroalcoholicas en otras
plantas del género Salvia. Hamdy et al. (2013), obtuvieron extractos de S. officinalis con etanol
como solvente, a una temperatura de 30 °C, con el rendimiento de extraccién del 18.2%. Siintar
et al. (2011), realizaron extracciones de S. cyanescens y S. cryptantha a una temperatura de 30
°C, usando mezclas de etanol:agua (50:50) como solvente, con rendimientos de extraccién de
19.5 y 21.3%, respectivamente.

La identificacion de los compuestos se realizé6 mediante el analisis de sus espectros de masas,
obtenidos mediante un espectrémetro de masas Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, EE.UU.), con voltajes de capilar de 4 kV y de fragmentacion en HCD de 30 eV.
Se identificaron tres componentes: 1. Salvigenina; 2. Cirsimaritina y 3. Genisteina (Tabla 10,
Figura 32). En esta investigacion, se reporta por primera vez la presencia de flavonoides en los
extractos hidroalcohdlicos de S. aratocensis. La cuantificacion (Tabla 11) se efectué mediante el
método de estandar interno, se us6 kaempferol en una concentracion de 2.5 ppb como sustancia

de referencia, en un vial de 1 mL con concentracion de muestra de 1000 ppm.
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Tabla 10.

92

Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos hidroalcohdlicos de S.

aratocensis.

Masa [M+H]" ~

Estados fenoldgicos, pg/g de extracto =+

Compuesto® Appm”” s (n=3)

Calc. Exp. Prefloracion ~ Floracion  Postfloracion
Genisteina 271.06009 271.06047 1.42 0.26+0.03 052+0.09 0.63+£0.02
Cirsimaritina 315.08631 315.08641 0.30 0.37+0.01 041+0.01 0.57+0.06
Salvigenina  329.10196 329.10182 -043 228+0.04 29+0.1 45+0.2

! Identificacion tentativa.
(*) Masa del ion molecular protonado.

(**) Error en la medicion de las masas moleculares.

Tabla 11.

Patron de fragmentacion de las polimetoxiflavonas identificadas en los extractos

hidroalcohélicos de S. aratocensis.

Area cromatogréfica,

Concentracion en el extracto, pug/g de

Nombre cuentas x 10° £ s; n=3 extracto +s; n=3
Prefloracion Floracion  Postfloracion Prefloracion Floracion Postfloracion
Salvigenina 10+1 132+06 19706 228+0.04 29+0.1 45+0.2
Genisteina 115+0.02 23+01 275+0.08 0.26+0.03 0.52+0.09 0.63 +0.02
Cirsimaritina 1.7 £ 0.2 18+01 25%02 0.37+0.01 041+0.01 0.57 £0.06
Kaempferol* 101 11.1+£0.7 109+08 W —mememm e e
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Figura 32. Corriente idnica obtenida por LC-ESI®-Orbitrap-MS, del extracto hidroalcohélico

de S. aratocensis aislado de plantas en el estado de floracion.

El espectro de masas obtenido mediante LC-ESI®-Orbitrap-MS con un potencial de
fragmentacion en HCD de 30 eV (Figura 33) brind6 informacién estructural sobre el compuesto
mayoritario. En la Figura 33, se muestra la masa exacta del ion molecular protonado, m/z
329.10182, y su composicion elemental, C1gH;706. También, se observan las masas exactas y las
composiciones elementales de cuatro iones-fragmento: 1. En m/z 314.07838, Ci17H140¢, coOn
abundancia del 25%, formado mediante la perdida de 15.02344 unidades, correspondientes a la

salida de un grupo CHg presente en la estructura del ion molecular; el ion es de mediana
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intensidad, por lo que, es probable que el grupo metilo estuviera unido a un &tomo con mayor
electronegatividad como el oxigeno conformando un grupo metoxi; 2. En m/z 296.06888,
C17H120s, de alta intensidad (95%) que advierte la pérdida de agua por parte del ion-fragmento
m/z 314.07838 y confirma que la molécula posee, al menos, un hidroxilo; 3. El ion fragmento, en
m/z 268.07361, Ci6H1204, producto de la eliminacién de CO del fragmento m/z 296.06888,
presenta abundancia del 100% y es el més estable de los cuatro, posee un carbono adicional al de
la estructura base de los flavonoides por lo que es probable que el CO se haya generado a partir
de un enlace simple R*-(C=0)-R? y no del grupo carbonilo caracteristico de los flavonoides; 4.
En m/z 240.07762, CysH1,03, de baja intensidad (10%), indica la salida de CO del tercer ion
fragmento, es un ion inestable, probablemente el CO saliente era el grupo carbonilo presente en
la posicion “4” del flavonoide. La ruta de fragmentacion propuesta para la salvigenina se muestra
en la Figura 34. Los analisis de los espectros de masas se realizaron teniendo en cuenta las rutas
de fragmentacion para polimetoxiflavonas reportadas en la literatura (Kuck, Huber, Ongania y
Bonn, 2000; Grayer, Veitch, Kite, Price y Kokubun, 2001; Wiley, 2009).

La salvigenina fue el compuesto mayoritario en los tres extractos, presenté aumento a medida
que las plantas avanzaron en su estado de desarrollo. La salvigenina es una flavona
polimetoxilada, aislada por primera vez en 1968 por Ulubelen, Oztirk y Isildatici (1969)., de
plantas de S. triloba. Este metabolito secundario se ha identificado en otras plantas del género
Salvia como S. leriaefolia (Ayatollahi, Shojaii, Kobarfard, Mohammadzadeh y Choudhary,
2009), S. aethiopis (Ulubelen y Uygur, 1976), S. macrosiphon (Gohari et al., 2011) y S. limbata
(Gohari, Saeidnia, Malmir, Hadjiakhoondi y Ajani, 2010). Mansourabadi et. al. (2015)., aislaron
salvigenina de plantas de S. officinalis y confirmaron el efecto analgésico y antiinflamatorio de

esta molécula en ratas. Rafatian et al., (2012)., estudiaron la actividad neuroprotectora y
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antioxidante; determinaron que esta sustancia inhibe la apoptdsis de células neuronales expuestas
a estrés oxidativo y confirmaron el efecto neuroprotector. Noori et al. (2013)., aislaron
salvigenina de Tanacetum canescens Yy estudiaron sus efectos antitumorales e
inmunomoduladores en ratas, y mostraron que la salvigenina redujo la aparicion de tejidos

tumorales.
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Figura 33. Espectro de masas experimental de la salvigenina obtenido por LC-ESI®-Orbitrap-MS con voltajes de capilar de 4 kV y

de fragmentacion en HCD de 30 eV.
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[(MH-CH,)-H,0-COJ", m/z = 268.07361 (100%) [(MH-CH,)-H,0[", m/z = 296.06888 (95%)

[((MH-CH,)-H,0-2COJ*, m/z = 240.07762 (10%)

Figura 34. Ruta de fragmentacion de la salvigenina, en el espectro de masas obtenido por LC-

ESI®-MS con potencial de fragmentacién en HCD de 30 eV.

En los extractos hidroalcohodlicos de S. aratocensis se identifico cirsimaritina, con base en su

espectro de masas (Figura 35) y el patron de fragmentacion estudiado. En la Figura 35, se
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muestra el ion molecular protonado, con masa exacta, m/z 315.08641; la determinacion de la
masa exacta permitio establecer la composicién elemental del ion molecular, C17H1506; €l
proceso de fragmentacion en HCD con 30 eV de energia, dio paso a la aparicion de tres iones, a
saber: 1. En m/z 300.00197, con abundancia del 20% cuya composicion elemental es C16H120s,
muestra la pérdida de un grupo metilo por parte del ion molecular. La salida del grupo metilo se
pudo haber dado por estar enlazado a un &tomo de mayor electronegatividad mediante un enlace
polarizado (H3C-O-R), lo que confirmaria la presencia de grupos metoxi en la estructura del ion
molecular. 2. En m/z 282.05185, con composicion elemental, C16H100s, y abundancia del 100%,
es el ion de mayor estabilidad y corresponde a la pérdida de agua del ion fragmento [MH-CHs]™
Indica la presencia de, al menos, un grupo hidroxilo ubicado en la posicién vecinal al carbono
(inestable) en donde ocurri6 la pérdida del grupo metilo. 3. En m/z 254.05797, con composicion
elemental C15H100,, advierte la pérdida de CO por parte del segundo fragmento; la abundancia
del ion (95%) y el nimero de carbonos (15), equivalente a los de la estructura base de los
flavonoides, permite inferir que el grupo CO saliente proviene de un enlace [R'-(C=0)-R’]
perteneciente a un sustituyente del flavonoide, posiblemente, de un grupo metoxi, y no, del
carbonilo caracteristico de los flavonoides. La ruta de fragmentacion propuesta para la
cirsimaritina se muestra en la Figura 36.

Se observé un incremento en la concentracion de cirsimaritina en los extractos obtenidos de
plantas durante floracion y postfloracién, respecto a los colectados en la etapa de prefloracion.
La cirsimaritina es una flavona polimetoxilada comun en plantas del género Salvia. Algunas
plantas en cuyos extractos se ha detectado su presencia son S. palestina (Miski, Ulubelen,
Johansson y Mabry, 1983), S. officinalis (Santos-Gomes, Saebra, Andrade, Fernandez-Ferreira,

2002), S. tomentosa (Ulubelen, Miski, Neuman y Mavry, 1979) y S. triloba (Abdelhalim,
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Chebib, Aburjai, Johnston y Hanrahan, 2014). Hasrat et. al. (1997), aislaron cirsimaritina de
Microtea debilis y evaluaron la eficiencia de esta molécula en el tratamiento de fallos renales en
ratas; los autores determinaron que la cirsimaritina actia como inhibidor de la interaccién entre
la adenosina y sus receptores y reduce los efectos de proteinuria, i.e. la excrecién de proteina en
la orina. Abdalla 'y Zarga (1987)., extrajeron la cirsimaritina de Artemisia judaica y estudiaron su
efecto sobre el ileon de cobayas, y propusieron su uso para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales. Otras actividades reportadas para esta sustancia son antioxidante (Kelm, Nair,
Strasburg y De Witt, 2000), antibacterial (Miski et al., 1983) y antitumoral (Quan, Gu, Dong y

Liu, 2010).
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Figura 35. Espectro de masas experimental de la cirsimaritina obtenido por LC-ESI™-Orbitrap-MS con voltaje de fragmentacién en

HCD de 30 eV.
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OH

Cirsimaritina, [M+H]" m/z 315.08641 (25%)

o o)
[((M+H)-CH,-H,0-COJ* m/z, 254.05797 (95%) [((M+H)-CH,-H,0]" m/z, 282.05185 (100%)

Figura 36. Posible ruta de fragmentacion de la cirsimaritina obtenida por LC-ESI®-Orbitrap-

MS con potencial de fragmentacién en HCD de 30 eV.

La informacién sobre la masa exacta de los iones moleculares protonados y los iones-
fragmento de salvigenina y cirsimaritina, obtenida mediante el analisis por LC-ESI®-Orbitrap-
MS, muestra que al realizar la fragmentacion en HCD con voltaje de 30 eV, se establece un
patrén de pérdidas de fragmentos con masa exacta establecida (Tabla 12), que permiten elucidar
la composicion elemental y los grupos sustituyentes presentes en los anillos aromaticos de

polimetoxiflavonas que posean grupos metoxi en las posiciones 6 y 7 en el anillo A.



102
UN APORTE A LA BIOPROSPECCION

Tabla 12.
Patrdon de fragmentacion de las polimetoxiflavonas identificadas en los extractos

hidroalcohélicos de S. aratocensis.

Salvigenina, m/z, (%) Cirsimaritina, m/z, (%)

lones

[M-+H]" 329.10182 (30%) 315.08641 (25%)
[(M+H)-CH3)* 314.07838 (25%) 300.00197 (20%)
[(M+H)-CH3-H,0]* 296.06888 (95%) 282.05185 (100%)
[(M+H)-CH3-H,0-CO]* 268.07631 (100%) 254.05197 (95%)
[(M+H)-CH3-H,0-2CO]* 240.07762 (10%) No detectado

La genisteina (Figura 38) se identifico con base en su espectro de masas obtenido en el HCD
a 30 eV y en el estudio de su patron de fragmentacion. En el espectro (Figura 37) se observan
cuatro sefiales con informacion estructural del compuesto: 1. En m/z 271.06122, que corresponde
al ion molecular protonado, con composicion elemental C1sH110s. posee el mismo nimero de
carbonos que la estructura base de las flavonas e isoflavonas (15), por lo que se deduce que los
sustituyentes sobre los anillos aromaticos deben ser grupos hidroxilo, especificamente, tres, ya

que dos de los cinco presentes en la estructura deben formar parte del anillo central C. El ion
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molecular protonado, es el mas estable de los mostrados en el espectro (100% de abundancia)
por lo que se supone que los sustituyentes hidroxilo no se encuentran en las posiciones de mayor
reactividad, e.g., sobre el anillo C. En la Figura 37 no se registran pérdidas de agua y se descarta
la posibilidad de que se trate de un flavonol (Tsimogiannis, Samiotaki, Panayotou y Oreopoulou,
2007). 2. Con masa exacta, en m/z 243.06607, y la composicion elemental C14H1104, se deduce
la pérdida de CO del ion molecular protonado; este ion-fragmento presenta una baja intensidad
(5%), de modo, que su estructura no es estable, por lo que el CO saliente debe provenir del grupo
carbonilo presente en el anillo central (C). 3. En m/z 153.01860, con la composicién elemental
C7Hs04, que proviene de la reaccion RDA del anillo central (C) y advierte la presencia de dos
grupos hidroxilo sobre el anillo (A) de la isoflavona (véase Figura 38). 4. En m/z 119.01436 y la
composicion elemental, CgH-;O, que corresponde al segundo fragmento formado en la ruptura
RDA y confirma la presencia de un grupo hidroxilo sobre el anillo B. El espectro de masas de la
genisteina se comparé con lo reportado (Klejdus, Vitamvasova y Kuban, 2001), obtenido por
espectrometria de masas tandem.

La genisteina es una isoflavona, por primera vez fue aislada en 1899 de plantas de Genista
tinctoria (Fabaceae) (Perkin y Newbuby, 1889). La mayoria de los estudios reportan su presencia
en plantas de la familia Fabécea, e.g., Glycine max (Zhang y Smith, 1996), Medicago sativa
(Plaza, Ancos y Cano, 2003); y en Poaceas, e.g. Zea mays (Suzuki, Lijima, Okada y Okuyama,
2007), Triticum aestivum (Bajpai, Pande, Tewari y Dhan). Se encontrd también en plantas de
género Salvia, entre ellas, S. hispanica (Martinez-Cruz y Paredes-Lopez, 2014), S. plebeia (Gu y
Wrng, 2001), S. officinalis (Boroujeni, Boroujeni, Gholami y Shafiei, 2016), y S. miltiorrhisa
(Ren, Du y Zhang, 2002). Peterson y Barnes (1996)., estudiaron la capacidad de la genisteina

para inhibir el crecimiento de células epiteliales mamarias cancerigenas y obtuvieron resultados
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positivos para la inhibicion. Dolinoy et al. (2006), comprobaron en ratas que una dieta rica en
genisteina en el periodo de gestacion, reduce la probabilidad de que las crias sufran obesidad al
llegar en la edad adulta. Wei et.al., (1995), evaluaron el efecto antioxidante durante el consumo
de genisteina en ratas y observaron que los individuos con una dieta rica en esta isoflavona

mejoraban significativamente la actividad de las enzimas antioxidantes en la piel.
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Figura 37. Espectro de masas experimental de la genisteina obtenido por LC-ESI™-Orbitrap-MS con voltaje de fragmentacién en

HCD de 30 eV.
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4.7. Caracterizacion quimica de los extractos de S. aratocensis obtenidos con CO,

supercritico

En cada proceso de extraccion por SFE-CO,, se realizo un fraccionamiento mediante la variacion
de las presiones de colecta y la temperatura. Para la fraccion uno, se usé una presion de 8 MPa 'y
la temperatura de 35 °C. Para la fraccion dos, se us6 una presion de 4 MPa y temperatura de 25
°C.

Los extractos obtenidos presentaron coloracion verde oscura, textura viscosa y olor dulce. El
rendimiento de las extracciones fue del 4% (p/p para los tres estados). El rendimiento obtenido
fue inferior a los reportados para otras salvias, e.g., S. miltiorrhiza (10%) (Dean, Liu y Price,
1998), y S. officinalis (14.9%) (Durling et al., 2007).

En los extractos se identificaron tres componentes (Tabla 13), a saber: genisteina,
cirsimaritina y salvigenina (Figura 39). Su cuantificacion (Tabla 14) se realiz6 mediante el
método de estandar interno, usando el kaempferol (2.5 ppb) como sustancia de referencia. En las
fracciones uno, la concentracion de los compuestos identificados fue mayor que en las fracciones
dos.

En los extractos, se registré un incremento de la concentracion de los componentes a medida
que el estado de desarrollo fenoldgico de las plantas avanzd hacia la post-floracion. Este
resultado fue contrastante con el obtenido en estudios similares realizados en plantas del mismo
género. Farhat et al., (2015), monitorearon la cantidad de fenoles totales obtenidos mediante
extraccion con solventes de plantas de S. aegyptica en los estados fenoldgicos de prefloracion,
floracion y post-floracion y determinaron que en el estado de floracion el nimero de fenoles

totales fue mayor respecto al de los otros dos estados. Farhat et al. (2015), también determinaron
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el contenido total de fenoles en extractos aislados de plantas de S. officinalis en los estados de
prefloracion, floracion y post-floracion; se pudo concluir que las plantas de S. officinalis exhiben

un mayor numero compuestos fenolicos durante la floracion.
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Tabla 13.

Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de S. aratocensis obtenidos con SFE-CO..

Masa [M+H]" Concentracion ug/g de extracto + s (n=3) en diferentes estados
1
Compuesto . - Prefloracion Floracion Post-floracion
Experimental  Calculada Appm
F1 F2 F1 F2 F1 F2

Genisteina 271.06047 271.06010 -1.36 0.54+0.01 0.44+0.03 0.67 £0.02 0.52 £0.05 0.70 £ 0.04 0.55+0.04
Cirsimaritina ~ 315.08652 315.08631  -0.67 0.59+0.05 0.30+0.01 08+0.1 0.73+0.02 0.90 £ 0.07 0.66 +0.04
Salvigenina 329.10182 329.10196  0.42 7.1+0.2 5.7 +0.2 10.4+0.3 9.1+04 13.4+0.8 12.1+05

Nota: * Identificacion tentativa.(*), Masa del ion molecular protonado, (**) Error en la medicion de las masas moleculares.

Tabla 14.

Cuantificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de S. aratocensis obtenidos con SFE-CO..

Area [cuentas] + s; n=3, estado fenoldgico Concentracion pg/g de extracto + s (n=3), estado fenoldgico
Compliesto Prefloracion Floracion Postfloracion Prefloracion Floracion Post-floracion
F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2
Genisteina 2401 1901 3104 213 31+06 24%02 054+001 044+003 067+002 052+005 070+0.04 055+0.04

Cirsimaritina 2.6+0.2 1.3+0.2 3.8+0.2 3.1+0.2 39+03 28=*03 0.59 +0.05 0.30+0.01 08+0.1 0.73+£0.02 0.90 £0.07 0.66 = 0.04

Sa|vigenina 31+1 24+2 48 +2 38+2 59 +5 51+4 71+0.2 571+0.2 104+03 9.1+04 134+0.38 121+05
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Figura 39. Corriente iénica extraida obtenida por LC-ESI®-Orbitrap-MS del extracto

supercritico de S. aratocensis (fraccion 1) obtenido de plantas en el estado de floracion.

4.8. Determinacion de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales y extractos

aislados de S. aratocensis

La evaluacion de la capacidad antioxidante de los metabolitos secundarios presentes en los AE y
los extractos obtenidos de S. aratocensis, se realizd por los métodos de capacidad de absorcion
de radicales de oxigeno (ORAC) Yy la decoloracion del cation-radical ABTS™"; en estos ensayos,

se usaron butilhidroxitolueno (BHT) y a-tocoferol como sustancias antioxidantes de referencia.
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Los resultados obtenidos se expresaron en equivalentes de pmol de Trolox®/g de muestra (Tabla

15).

Tabla 15.

Valores de capacidad antioxidante de los aceites esenciales y los extractos de S. aratocensis.

Estado fenologico de la “5pAc (Mol de

Método de medicion + s (n=3)

ABTS" (umol de

Muestra
planta trolox®/g de trolox®/g de
sustancia) sustancia)
Prefloracion 2800 + 145 206 +3
Aceite esencial Floracién 2600 + 133 95+ 4
Postfloracién 2830 + 26 193 +8
Prefloracion 890 + 38 54 + 6
Extractos _
) . Floracién 1050 + 38 69+4
hidroalcohdlicos
Postfloracion 1110 + 33 73+7
F1 2500 + 120 200 + 12
Prefloracion
F2 2800 + 100 330+19
Extractos obtenidos » Fl 2100 + 130 9%=x4
. Floracion
con CO, supercritico =) 2500 + 140 105 + 3
F1 2100 + 103 85+5
Postfloracion
F2 1900 + 87 76+ 4
Sustancias de BHT 457 +9 4760 £ 23
referencia a-Tocoferol 550 + 13 2429 + 7
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En la Tabla 12 se observa que los valores de actividad antioxidante de los AE y extractos de
S. aratocensis determinados por el método ORAC son superiores a los de las sustancias de
referencia; en el caso de los AE, ello se debe, posiblemente, a la presencia de sesquiterpenos
oxigenados, los cuales poseen grupos hidroxilo con hidrogenos labiles que pueden ser donados a
los radicales para su neutralizacion, de modo que se protege a la fluoresceina del dafio oxidativo
(Kumar, Varshney, Prasad, Rawat y Stashenko, 2013). En los extractos hidroalcoholicos y
supercriticos, las flavonas e isoflavonas son las responsables de ceder hidrégenos de los grupos
hidroxilo presentes en su estructura.

Los valores registrados para la actividad antioxidante de los extractos y AE de S. aratocensis,
medida por el método ABTS™ fueron inferiores a los obtenidos para las sustancias de referencia,
lo cual indica que los metabolitos aislados de S. aratocensis son poco eficientes en el mecanismo
de donacion de electrones a cationes-radicales para su neutralizacion.

De las muestras analizadas, los extractos hidroalcohdlicos presentaron la actividad
antioxidante mas baja. Los AE y los extractos supercriticos de S. aratocensis poseen cualidades
antioxidantes similares. Los valores de la actividad antioxidante de los metabolitos aislados de S.
aratocensis varian ligeramente, segun el desarrollo de las plantas. Los cambios observados en la
concentracion de sesquiterpenos oxigenados (AE) y flavonoides (en extractos supercriticos) en
funcion del estado de desarrollo fenolégico de la planta, no fueron significativos para la
variacion de los valores de actividad antioxidante obtenidos en los ensayos ORAC y ABTS™. En
los extractos obtenidos con CO, supercritico, es muy probable que compuestos distintos a los

identificados eran los responsables de la actividad antioxidante.
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5. Conclusiones

Los rendimientos de extraccion de los AE (0.2%), los extractos hidroalcohodlicos (3.8%) y los
obtenidos con CO, supercritico (4%) de S. aratocensis no dependen del estado fenoldgico de las

plantas.

Se identificaron por GC-MS 37 compuestos presentes en los AE de S. aratocensis en
concentraciones superiores a 0.2 mg/g de AE. Méas del 95% de los componentes identificados en
el AE de S. aratocensis fueron sesquiterpenos oxigenados. La composicién quimica de los AE
varia en funcién del estado de desarrollo de la planta. En prefloracién la concentracion relativa
de sesquiterpenos fue del 67% (p/p), en floracién del 68% y en postfloracion del 74%. La
cantidad relativa de sesquiterpenos fue del 27% en prefloracion y floracion y del 19% en
postfloracion. En prefloracion, se identificaron 28 componentes correspondientes al 94.8% del

area cromatogréafica total, en floracion, 31 (95.8%) y en postfloracion, 25 (96.5%).

Se identificaron por LC-ESI™-Orbitrap-MS en los extractos obtenidos las polimetoxiflavonas,
salvigenina y cirsimaritina, y la isoflavona, genisteina. La concentracion de salvigenina en los
extractos aumento significativamente conforme las plantas avanzaron hacia la postfloracion. En
los extractos hidroalcoholicos, la concentracion de salvigenina vario de 2.28 ug/g en el extracto
obtenido de plantas en prefloracion, a 2.9 pg/g en floracion y 4.5 pg/g, en postfloracion. En los
extractos de plantas obtenidos con CO, en estado supercritico a una presién de 8x10° kPa, la

concentracion de salvigenina cambio de 7.1 pg/g en el extracto obtenido de plantas en
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prefloracion a 10.4 pg/g, en floracion, y 13.4 pg/g, en postfloracion; en las fracciones colectadas
bajo presién de 4x10° kPa, pasé de 5.7 pg/g, en prefloracion, a 9.1 pg/g, en floracion, y 12.1

Mg/g, en postfloracion.

La concentracion de etanol en el solvente, la cantidad solvente respecto al material vegetal, la
temperatura y el tiempo de extraccion son variables significativas para el proceso de obtencion
de extractos hidroalcoholicos. El valor ORAC de los extractos hidroalcoholicos de S. aratocensis
se incrementd al realizar las extracciones bajo las siguientes condiciones: relacion 50/50 (v/v) en
la mezcla etanol/agua (solvente), temperatura de extraccion de 50 °C, 40 mL de solvente por

gramo de material vegetal y tiempo de extraccion de 20 min.

Las variaciones observadas en la composicion de los AE de S. aratocensis obtenidos de plantas
en diferentes estados de desarrollo fenoldgico, no tuvieron efectos significativos sobre los

resultados de la actividad antioxidante obtenidos mediante el ensayo ORAC.

Los compuestos presentes en los AE y extractos de S. aratocensis son mas eficientes en la
neutralizacion de radicales libres cediendo un atomo de hidrdgeno, que las sustancias de
referencia BHT y a-tocoferol. Los AE exhibieron en el ensayo ORAC valores de actividad
antioxidante entre 2600 y 2800 pmol de Trolox®/g de sustancia. El rango de valores ORAC de
los extractos hidroalcohélicos fue de 890 a 1110 umol de Trolox®/g de sustancia y para los
extractos obtenidos con CO, supercritico de 1900 a 2500 pmol de Trolox®/g de sustancia,
valores superiores a los obtenidos para las sustancias de referencia, 457 pmol de Trolox®/g de

sustancia (BHT) y 550 umol de Trolox®/g de sustancia (a-tocoferol).
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Los AE y extractos de S. aratocensis son poco eficientes en la neutralizacion de radicales libres
cediendo un electron, comparados, con las sustancias de referencia BHT y a-tocoferol. Los AE
presentaron en la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método de decoloracion del
catién-radical ABTS" valores de actividad antioxidante entre 95 y 206 pmol de Trolox®/g de
sustancia, el rango de valores para los extractos fue de 54 a 330 pmol de Trolox®/g de sustancia.
Estos valores son bajos, comparados con los exhibidos por las sustancias de referencia, BHT
4760 pmol de Trolox®/g de sustancia, y o-tocoferol 2429 pmol de Trolox®/g de sustancia,

respectivamente.
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6. Divulgacion de resultados

Algunos de los resultados obtenidos en el desarrollo de este proyecto de investigacion, fueron
presentados en eventos de divulgacion cientifica nacionales e internacionales, a saber: Eighth
Brazilian Symposium on Essential Oils — International Symposium on Essential Oils, realizado
del 10 al 13 de noviembre del afio 2015, en la ciudad de Rio de Janeiro, Brasil; Primer Encuentro
Cientifico — Facultad de Ciencias 2015, el cual se desarroll6 el 25 y 25 de noviembre de 2015 en
el campus central de la Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia; IV
Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales (COLAPLAMED), llevado a cabo del 17 al

19 de agosto del 2016, en la ciudad de Barranquilla.
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7. Recomendaciones

Realizar la identificacion confirmatoria de la salvigenina, mediante la comparacion del tiempo de
retencion y el espectro de masas obtenido por LC-ESI®-Orbitrap-MS en el desarrollo de este

proyecto, con los registrados bajo las mismas condiciones analiticas, con un patron certificado.

Evaluar la incorporacion de los extractos supercriticos de S. aratocensis en productos

cosmocéuticos como cremas antioxidantes.

Evaluar la actividad antifungica de los AE de S. aratocensis.
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